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ответом на воспалительное и прооксидантное состояние, 
связанное с гиперхолестеринемией [24]. Интересно, что на 
ранней стадии МАЖБП — СП в условиях накопления липидов 
гепатоцитами и низкоуровнего субклинического воспаления 
нами не зарегистрировано снижение экспрессии CD39 
в периферической крови по сравнению с контролем, при 
этом установлена умеренная положительная корреляция 

уровня мРНК гена ENTPD1 с уровнем ЛПНП. Ранее были 
получены доказательства связи холестеринового обмена 
и активности CD39. In vitro было показано, что снижение 
уровня холестерина в мембране клеток приводит к 
ингибированию ферментативной и антиагрегантной 
активности CD39, а обработка мембран холестерином 
полностью восстанавливает функцию фермента [25]. 

Рис. 2. Относительное содержание CD39-экспрессирующих клеток в популяциях клеток крови больных МАЖБП и здоровых доноров. Представлены Me, 
межквартильный размах, минимальное и масимальное значения

Рис. 3. Изменение содержания клеток, экспрессирующих эктонуклеотидазы CD39 и CD73, после активации у здоровых доноров (n = 6) и больных МАСГ (n = 6). 
А. Содержание CD39+-клеток, % от исследуемой популяции. Б. Содержание CD73+-клеток, % от исследуемой популяции. В. MFI (cредняя интенсивность 
флюоресценции) CD39 на клетках с активацией и без. Г. MFI CD73 на клетках с активацией и без. Данные представлены как М ± SE, * — достоверные 
отличия от неактивированных клеток (T-критерий Уилкоксона)
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Однако, в отличие от пациентов с СП, у пациентов с 
МАСГ при выраженном воспалении и изменениях 
липидного статуса корреляция уровня мРНК гена ENTPD1 
с концентрацией липидов крови не обнаружена, но 
выявлено снижение экспрессии CD39 в периферической 
крови относительно контроля и СП. Вероятно, при МАСГ-
прогрессирующее воспаление приводит к нарушению 
компенсаторных механизмов, поддерживающих 
дефосфорилирование АТФ до аденозина при повреждении 
печени. Изменения в экспрессии эктонуклеотидазы CD39 
могут быть обнаружены и для других популяций иммунных 
клеток, так в данной работе не рассматривались B-клетки, 
которые преимущественно экспрессируют CD39 среди 
лимфоцитов, а также NK-клетки и CD8+-Т-клетки. 

ВЫВОДЫ

Таким образом, у пациентов с МАСГ показатели воспаления 
(COЭ, СРБ, уровень IL-6 и ФНОα) выше по сравнению со 
здоровыми донорами. Наряду с этим в работе показано, 
что при МАСГ экспрессия эктонуклеотидазы CD39 
снижена как на уровне мРНК в ЛПК, так и на уровне 
фермента на поверхности моноцитов и лимфоцитов. 
Недостаток фермента на поверхности иммунных клеток 
может приводить к накоплению внеклеточного АТФ и 
поддерживать тем самым процесс воспаления. В связи 
с полученными данными представляется перспективным 
дальнейшее изучение эктонуклеотидазы CD39 в качестве 
диагностического и прогностического маркера при МАЖБП.
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М. А. Плотникова, В. А. Олейник, С. А. Клотченко

ПРОТИВОВИРУСНАЯ АКТИВНОСТЬ мРНК, КОДИРУЮЩИХ ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ SCFV-ФРАГМЕНТЫ 
АНТИТЕЛ К КОНСЕРВАТИВНЫМ ЭПИТОПАМ ВИРУСА ГРИППА

Один из перспективных подходов к эффективной борьбе с гриппом — терапия с использованием моноклональных антител. Целью работы было 

провести оценку противовирусного действия внутриклеточных scFv-фрагментов антител, которые были трансфицированы в клетку в виде экзогенной 

мРНК, транслировались и были способны к высокоаффинному связыванию с вирусными антигенами непосредственно внутри клетки. В качестве 

вирусных мишеней были выбраны два белка вируса гриппа — гемагглютинин (антитело FI6) и нуклеопротеин (антитело 2/3). Каждый из scFv-фрагментов, 

кодируемых мРНК, был получен в двух формах: с сигнальным пептидом (SP) для секреции во внеклеточное пространство (scFv-SP) и без него (scFv-WO) — 

для внутриклеточного функционирования в цитозоле. Показана различная локализация этих белков в клетке: scFv-SP обнаруживались в областях, 

характерных для эндоплазматического ретикулума и комплекса Гольджи, в то время как scFv-WO были диффузно распределены по цитоплазме. 

Продемонстрировано, что мРНК, кодирующие scFv-FI6-SP и scFv-2/3-SP, а также мРНК, кодирующая scFv-2/3-WO, проявляли противовирусное 

действие в отношении вируса гриппа А на клеточной модели. Наибольшим противовирусным эффектом обладала мРНК scFv-FI6-SP: она приводила 

к снижению вирусной нагрузки относительно контроля примерно в 10 раз. В отношении вируса гриппа В обе мРНК, кодирующие scFv-2/3 (как с SP, 

так и без него), приводили к снижению вирусной нагрузки в среднем на 50% относительно контроля. Таким образом, показано, что внутриклеточные 

антитела обладают высоким противовирусным потенциалом и открывают возможности для воздействия на новые, перспективные вирусные мишени, 

которые ранее были недоступны для лекарственной терапии.

Ключевые слова: вирус гриппа, противовирусные препараты, антитела широкого спектра действия, пассивная иммунотерапия, технологии терапевтических 
мРНК, мРНК-кодируемые антитела, внутриклеточные антитела, scFv-фрагменты антител, вируснейтрализующая активность
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Plotnikova MA, Oleynik VA, Klotchenko SA

ANTIVIRAL ACTIVITY OF mRNAS ENCODING INTRACELLULAR SCFV ANTIBODIES AGAINST CONSERVED 
INFLUENZA VIRUS EPITOPES

Monoclonal antibody therapy is one of the most promising approaches for effective influenza control. In this study, we evaluated the antiviral activity of exogenous 

mRNA-encoded single-chain variable fragment (scFv) antibodies, which are capable of binding viral antigens inside the cell with high affinity. Two influenza virus 

proteins, hemagglutinin (antibody FI6) and nucleoprotein (antibody 2/3), were chosen as targets. Each scFv encoded by mRNA was produced in two variants: one 

containing a signal peptide (SP) to direct secretion into the extracellular space (scFv-SP) and one lacking the signal peptide (scFv-WO) for cytosolic localization and 

function. These variants showed distinct intracellular localization patterns: scFv-SP localized to regions characteristic of the endoplasmic reticulum and the Golgi 

complex, whereas scFv-WO was distributed diffusely throughout the cytoplasm. mRNAs encoding scFv-FI6-SP, scFv-2/3-SP, and scFv-2/3-WO exhibited antiviral 

activity against influenza A virus in vitro. The scFv-FI6-SP mRNA showed the strongest antiviral effect, reducing viral load by approximately tenfold compared to 

the control. For influenza B virus, both  scFv-2/3 mRNA variants, with and without the signal peptide,  reduced viral load by an average of 50%. These findings 

highlight the antiviral potential of intracellular antibodies and point to new opportunities for targeting viral components that are not accessible to conventional 

antiviral therapies.

Keywords: influenza virus, antiviral agents, broadly neutralizing antibodies, passive immunotherapy, mRNA therapeutics, mRNA-encoded antibodies, intrabodies, 
scFv fragments, virus neutralization
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Согласно данным Всемирной организации здравоохранения, 
вплоть до 2021 г. грипп оставался третьей по значимости 
причиной смерти от инфекций, вызывая до 350 тыс. 
смертей во всем мире [1]. Пандемия COVID-19 изменила 
эпидемиологию респираторных вирусных инфекций, 
однако на сегодняшний день грипп является весьма 
распространенной причиной возникновения тяжелых 
пневмоний, особенно у детей и людей старше 70 лет. Вирусы 
гриппа, обладающие высоким зоонозным потенциалом и 
способностью преодолевать межвидовые барьеры, несут 
в себе серьезную угрозу возникновения новых пандемий.

Современная стратегия противодействия гриппу в 
значительной степени основана на вакцинопрофилактике. 
Однако эффективность этого подхода ограничена 
сложностью прогнозирования штаммов, которые будут 
доминировать в следующем эпидемическом сезоне. Эти 
ограничения подчеркивают необходимость разработки 
новых терапевтических подходов.

Моноклональные антитела, благодаря своей способности 
специфично связываться с молекулярными мишенями и 
модулировать биологические функции, в том числе блокируя 
взаимодействия между белками, являются перспективными 
кандидатами для создания противовирусных препаратов. 
Существующие методы терапии с использованием 
моноклональных антител в значительной степени ограничены 
воздействием на внеклеточные мишени. Современные генно-
инженерные подходы и технологии позволяют, тем не менее, 
оценить терапевтический потенциал внутриклеточного 
применения рекомбинантных антител или их фрагментов. 
Такая стратегия дает возможность использовать в качестве 
мишеней консервативные и функционально более уязвимые 
антигены вируса, обычно недоступные для стандартных 
терапевтических подходов.

В работах 1980–1990-х гг. было показано, что зрелые 
антитела стабильны и функциональны при введении 
их непосредственно в цитозоль [2–4], что открыло новые 
возможности использования антител для подавления 
функций антигенов внутри живых клеток. Так, два 
моноклональных антитела, специфично связывающих 
альфа- и бета-тубулин, в течение 1,5 ч после микроинъекции 
в живую клетку вызывали разрушение и агрегацию 
микрофиламентов [3].

Тем не менее системная доставка внутрь клетки 
достаточно крупных белков, таких как антитела, все еще 
представляет большую проблему [5]. Подход, основанный 
на использовании стабильной экспрессии моноклональных 
антител неиммунными клетками млекопитающих для 
инактивации антигенов непосредственно внутри клетки, 
кажется более перспективным [6].

Известно, что формирование правильной конформации 
антител обеспечивают шапероны, локализованные 
в эндоплазматическом ретикулуме (ЭПР), куда цепи 
антител направляются посредством сигналов активного 
транспорта [7]. Еще в процессе синтеза белка на рибосоме 
локализованные на его N-конце сигнальные пептиды (SP), 
состоящие из 5–30 аминокислот, связываются сигнальной 
распознающей частицей, которая обеспечивает транслокацию 
растущей полипептидной цепи в просвет ЭПР [8, 9]. После 
прохождения через мембрану ЭПР сигнальный пептид 
расщепляется сигнальной пептидазой.

Отсутствие SP в полипептидных тяжелых и легких цепях 
рекомбинантного иммуноглобулина удержит антитело в 
цитозоле, однако с большой долей вероятности приведет 
к неправильному фолдингу и потере иммуноглобулином 
его функциональности [10, 11].

Селективные связывающие свойства с сохранением 
функциональности могут быть реализованы в более 
компактных форматах антител (28 кДа), таких как 
одноцепочечные вариабельные фрагменты (single chain 
variable fragments, scFv). Функциональные исследования 
продемонстрировали, что scFv способны правильно 
сворачиваться и собираться в цитозоле, даже несмотря 
на то, что шапероны, которые обычно помогают в 
этом процессе, локализованы исключительно в ЭПР, 
а восстановительная среда цитозоля не способствует 
образованию дисульфидных связей [12].

Цель данного исследования заключалась в разработке 
и оценке противовирусной активности синтетических 
мРНК, кодирующих высокоаффинные scFv-фрагменты 
антител против вируса гриппа. В качестве мишеней были 
выбраны два ключевых вирусных белка: поверхностный 
гемагглютинин и внутренний нуклеопротеин. При дизайне 
мРНК использовалась стратегия, предусматривающая либо 
секрецию scFv-фрагментов для нейтрализации вирусных 
частиц, либо их накопление в цитоплазме для подавления 
репликации вируса внутри инфицированной клетки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Конструирование scFv-фрагментов антител

Получение экспрессионных конструкций, кодирующих 
scFv-фрагменты антител FI6 и 2/3, было выполнено 
нами ранее [13]. Для получения экзогенных мРНК 
фрагменты ДНК, кодирующие scFv нужной длины, были 
амплифицированы с использованием соответствующих 
праймеров («Евроген»; Россия) и вставлены методом 
рестрикции по сайтам BstPA I/Bmt I («Сибэнзим»; Россия) 
с последующим лигированием в векторную систему 
pIVTS3, которая была разработана в ФГБУ «НИИ гриппа 
им. А. А. Смородинцева» Минздрава России на основе 
вектора pIVT (NovoPro Bioscience; Китай). Вектор pIVTS3 
содержит T7-промоторную область, 5′- и 3′-UTR, а также 
poly(dA/dT)-последовательность. Лигазные смеси были 
использованы для трансфекции компетентных клеток 
E. coli (штамм NEB Stable; NEB; Великобритания) с 
последующим высевом их на селективную (содержащую 
100 мкг/мл ампициллина) агаризованную среду. 
Сформировавшиеся суточные колонии были проверены 
методом ОТ-ПЦР. Плазмиды со вставками нужного 
размера были накоплены в жидкой среде LB и очищены 
с использованием набора Plasmid Miniprep 2.0 («Евроген»; 
Россия). Последовательности разработанных плазмидных 
конструкций для получения экзогенных мРНК методом 
in vitro транскрипции были подтверждены методом 
секвенирования по Сэнгеру компанией «Евроген» (Россия).

In vitro транскрипция (IVT)

Препараты экзогенных мРНК были получены с 
использованием «Набора для синтеза мРНК in vitro (с ΨTP, 
m5CTP и m7GmAmG)» («Биолабмикс»; Россия). В качестве 
матрицы использовали 1 мкг плазмиды, предварительно 
линеаризованной по сайту Ahl I («Сибэнзим»; Россия). 
Реакцию проводили строго в соответствии с инструкцией 
к набору. После проведения реакции в смесь вносили 2 ед. 
TURBO DNase (Thermo Fisher Scientific; США) и инкубировали 
еще 30 мин при 37 °C для расщепления двухцепочечной 
плазмидной ДНК. Полученный препарат мРНК очищали 
из реакционной смеси методом переосаждения в хлориде 
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лития. Концентрацию полученных экзогенных мРНК измеряли 
с использованием спектрофотометра NanoDrop ND-1000 и 
флуориметра Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific; США).

Электрофорез в агарозном геле

Плазмидную ДНК (в том числе линеаризованную) 
анализировали методом электрофореза в 0,8%-м агарозном 
геле в 1× TAE-буфере, содержащем 0,5 мкг/мл бромистого 
этидия. Образцы ДНК смешивали с 6× буфером для 
нанесения и загружали в лунки геля.

Для анализа целостности и качества мРНК использовали 
электрофорез в денатурирующем 1%-м агарозном геле. 
Подготовка образцов заключалась в смешивании 200–500 нг 
мРНК с Gel Loading Buffer II (Invitrogen; США) и термической 
денатурации (70 °C, 5 мин) перед внесением в гель, 
содержащий бромистый этидий. Разделение проводили в 
буфере MOPS при комнатной температуре.

Изображения гелей регистрировали с использованием 
системы визуализации Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad; США).

Трансфекция клеточных культур экзогенными мРНК

В работе использовали перевиваемые клеточные линии: 
A549 (карцинома легкого человека) из коллекции ATCC 
(American Type Culture Collection; США; #CCL-185) и MDCK 
(клетки почки собаки) из коллекции IRR (International Reagent 
Resource; США; #FR58). Клетки A549 культивировали на 
питательной среде F12K (Gibco; США) с добавлением 
10% эмбриональной сыворотки коров, SC (Gibco; США); 
MDCK — на среде альфа-МЕМ («Биолот»; Россия) 
с добавлением SC до 5%. Ведение культур и все 
эксперименты проводили без добавления антибиотиков.

Для трансфекции экзогенными мРНК использовали 
суточный 90–100% монослой клеток, ростовую среду 
непосредственно перед внесением мРНК заменяли на 
бессывороточную. Трансфекцию клеток проводили с 
использованием коммерческого трансфекционного 
реагента GenJector-U («Молекта»; Россия) согласно 
инструкции производителя. В лунки 96-луночного планшета 
липоплексы (комплексы РНК/трансфекционный агент) 
вносили в объеме 10 мкл, содержащем по 100 нг мРНК 
и 0,3 мкл трансфекционного реагента. В зависимости от 
задач эксперимента инкубацию клеток с липоплексами 
проводили в течение 2–48 ч при 37 °C и 5% СО

2
.

Окраска эукариотических клеток 
для флуоресцентной микроскопии

Флуоресцентное окрашивание проводили через 24 ч после 
трансфекции экзогенными мРНК эукариотических клеток, 
рассеянных в лунки стеклянной слайд-камеры Lab-Tek 
II (Nunc; США). Для этого монослой клеток промывали 
DPBS, фиксировали 4%-м раствором параформальдегида 
в течение 10 мин и пермеабилизовали 0,1%-м раствором 
Triton X-100 (Sigma-Aldrich; США). Блокирование 
осуществляли раствором 1%-го бычьего сывороточного 
альбумина на DPBS в течение ночи при 4 °C. Окраску ядер 
проводили раствором DAPI (AppliChem; США), актинового 
цитоскелета — раствором фаллоидина, ковалентно 
связанного с родамином (Thermo Fisher Scientific; США). 
Для визуализации scFv-фрагментов антител использовали 
первичные мышиные моноклональные антитела Penta-
His (Qiagen; США) к последовательности 6×His-tag в 
разведении 1 к 1000 и вторичные антитела Goat anti-Mouse, 

меченные флуоресцентным красителем Alexa Fluor 488, в 
конечной концентрации 0,5 мкг/мл. Микроскопию клеток 
проводили с использованием системы визуализации 
клеток Cytell последовательно по каналам Blue, Green и 
Orange (GE Healthcare; США).

Иммуноферментный анализ (ИФА)

Измерение уровня scFv-фрагментов антител в клеточной 
среде проводили методом ИФА. В качестве лиганда для 
сорбции использовали вирусный концентрат, разведенный 
в буфере PBS до концентрации 2 мкг/мл (штаммы вирусов 
гриппа A/California/07/09 (H1N1pdm) и B/Phuket/3073/13 
(Yamagata)). Растворы лигандов в объеме 100 мкл вносили в 
лунки 96-луночного планшета Microlon High Binding (Greiner 
Bio-One; Германия) и инкубировали при температуре 
4 °C в течение ночи (12–18 ч). После этого проводили 
трехкратную отмывку планшетов буфером PBST (PBS 
с добавлением Tween 20 до 0,05%) с использованием 
автоматического промывателя планшетов ELx405 
(BioTek; США). Далее сорбирующую поверхность лунок 
блокировали 5%-м раствором сухого обезжиренного 
молока Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad; США) в PBST 
(далее «блокирующий реагент») в термошейкере MB100-4A 
(Allsheng, Китай) при температуре 37 °C в течение 1 ч, 
по 200 мкл в лунку, и проводили отмывку. Затем в лунки 
микропланшета вносили тестируемые культуральные 
жидкости (КЖ) в объеме 100 мкл, разведенные один 
к двум на блокирующем реагенте, инкубировали при 
температуре 37 °C в течение 2 ч и проводили отмывку. 
Связавшиеся с антигеном scFv-фрагменты детектировали 
с использованием антител к последовательности 6×His-
tag, конъюгированных с пероксидазой хрена, His17-HRP 
(Hytest; Россия), разведенных 1 к 2000 на блокирующем 
реагенте, при температуре 37 °C в течение 1 ч по 100 мкл
в лунку. Далее проводили отмывку и проявляли 
пероксидазную реакцию добавлением в каждую лунку по 
100 мкл субстрата тетраметилбензидина (ТМБ) («Хема»; 
Россия). После остановки цветной реакции добавлением в 
каждую лунку по 100 мкл 2Н H

2
SO

4
 измеряли оптическую 

плотность при длинах волн 450 нм (OD
450

) и 620 нм (OD
620

) 
на микропланшетном спектрофотометре Multiskan SkyHigh 
(Thermo Fisher Scientific; США). Статистический анализ 
первичных данных проводили в программных пакетах 
Microsoft Office Exсel 2010 (США) и GraphPad Prism 8 
(GraphPad Software; США).

Вестерн-блоттинг

Для сбора клеточных лизатов MDCK использовали 
экстракционный буфер, содержащий два компонента — 
Extraction Buffer 5× PTR и Extraction Enhancer Buffer 50× 
(Abcam; США). По 50 мкл приготовленного охлажденного 
1× экстракционного буфера добавляли в лунки к монослою 
отмытых DPBS клеток, планшет инкубировали в течение 
30 мин на льду и собирали содержимое лунок в пробирки. 
Образцы осветляли в течение 30 мин при 4 °C и 13 800 g 
на центрифуге 5415R (Eppendorf; Германия). Полученный 
осветленный супернатант смешивали с денатурирующим 
буфером Лэммли, прогревали в течение 10 мин при 95 °C, 
вносили в лунки предзалитого геля Any kD Mini-PROTEAN 
TGX Stain-Free Protein Gel (Bio-Rad; США) и разделяли в 
денатурирующих условиях. Далее для переноса геля на 
мембрану использовали систему полусухого блоттинга 
Trans-Blot Turbo Transfer System и наборы для блоттинга 
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Trans-Blot Turbo Mini 0.2 µm Nitrocellulose Transfer Packs, 
содержащие нитроцеллюлозную мембрану 0,2 мкм (Bio-Rad;
США). Мембраны после переноса инкубировали в 
блокирующем реагенте в течение ночи при 4 °C, затем 
в течение 2 ч при 37 °C с первичными антителами Penta-His
(Qiagen; США) к последовательности 6×His-tag,
разведенными 1 к 2000 на блокирующем реагенте. 
После этого мембрану отмывали в PBST и инкубировали 
в течение 1 ч при 37 °C со вторичными антителами Goat 
anti-Mouse, конъюгированными с пероксидазой хрена, 
GAM-HRP (Bio-Rad; США), разведенными 1 к 2000 на 
блокирующем реагенте. Проявку белков осуществляли 
с использованием субстрата для хемилюминесцентной 
детекции вестерн-блоттинга Clarity Western ECL Substrate 
(Bio-Rad; США), регистрацию результатов проводили на 
системе визуализации ChemiDoc MP (Bio-Rad; США). В 
качестве отрицательного контроля использовали лизат 
клеток, трансфицированных мРНК, которая кодировала 
тяжелую цепь иммуноглобулина к нерелевантному антигену.

Противовирусные эксперименты

Для оценки противовирусного действия экзогенных мРНК, 
кодирующих scFv-фрагменты антител, была использована 
лечебно-профилактическая схема. Для этого суточный 
монослой клеток MDCK промывали стерильным 
раствором DPBS (для удаления компонентов сыворотки, 
ингибирующей репродукцию вируса), а затем в лунки 
вносили по 100 мкл свежей среды альфа-МЕМ («Биолот»; 
Россия), содержащей по 10 мкл липоплексов, которые 
были приготовлены с использованием коммерческого 
трансфекционного реагента GenJector-U («Молекта»; 
Россия) согласно инструкции производителя. На 1 
лунку 96-луночного планшета (примерно 5 × 104 клеток) 
приходилось по 100 нг мРНК и 0,3 мкл трансфекционного 
реагента. Далее клетки инкубировали 6 ч при температуре 
37 °С и 5% СО

2
.

Инфицирование проводили методом контакта клеток 
с 50 мкл вируссодержащей среды в течение 1 ч при 
температуре 37 °С и 5% СО

2
. В работе использовали 

эталонные штаммы вирусов гриппа человека из коллекции 
ФГБУ «НИИ гриппа им. А. А. Смородинцева» Минздрава 
России: A/California/07/09 (H1N1pdm), A/Cambodia/
e0826360/2020 (H3N2), B/Phuket/3073/13 (Yamagata) и 
B/Malaysia/2506/2004 (Victoria) с исходными инфекционными 
титрами 6 × 108 TCID

50
/мл; 3,16 × 107 TCID

50
/мл; 3,16 × 106 

TCID
50

/мл и 1,0 × 108 TCID
50

/мл соответственно.
Для инфицирования использовали разведения вирусов 1 

к 1000, что соответствовало множественности заражения 
от 0,1 до 1 MOI.

После инкубации вируссодержащую жидкость удаляли 
и на клетки наслаивали исходную трансфекционную среду, 
содержащую липоплексы. После инфицирования клетки 
инкубировали в течение 24 ч при температуре 37 °С и 5% 
СО

2
. Далее проводили детекцию вирусных частиц: в КЖ с 

использованием реакции гемагглютинации по стандартной 
методике [14], в клетках — методом внутриклеточного ИФА 
(In-Cell ELISA).

Внутриклеточный ИФА

Оценку содержания вирусных частиц в клетках проводили 
методом внутриклеточного ИФА, следуя описанному выше 
протоколу ИФА с небольшими изменениями. Если коротко, 
то 96-луночные планшеты с зараженными клетками 

фиксировали 80%-м ацетоном в DPBS по 50 мкл в лунку в 
течение 30 мин при температуре 4 °C. После промывки 
PBST лунки инкубировали в блокирующем реагенте при 
температуре 37 °C в течение 1 ч, по 200 мкл в лунку, и 
проводили отмывку. Затем в лунки микропланшета вносили 
первичные мышиные моноклональные антитела против 
нуклеопротеина вирусов гриппа А и В [15], разведенные 
до концентрации 0,5 мкг/мл на блокирующем реагенте, 
по 100 мкл в лунку, инкубировали при температуре 37 °C
в течение 1 ч и проводили отмывку. Связавшиеся 
с вирусными частицами антитела детектировали с 
использованием вторичных антител Goat anti-Mouse, 
конъюгированных с пероксидазой хрена, GAM-HRP 
(Bio-Rad; США), разведенных 1 к 2000 на блокирующем 
реагенте, по 100 мкл в лунку при температуре 37 °C 
в течение 1 ч и проводили отмывку. Проявку и учет 
результатов осуществляли аналогично описанному выше 
методу ИФА.

Статистическая обработка результатов

Оценку статистической достоверности различий проводили 
при помощи компьютерной программы GraphPad Prism 8 
(GraphPad Software; США) с использованием одношагового 
анализа ANOVA с тестом Холма–Шидака для множественных 
сравнений. Различия считали статистически значимыми при 
значении р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Конструирование и получение экзогенных мРНК, 
кодирующих scFv-фрагменты антител

В качестве объектов исследования были выбраны 
антигенраспознающие участки антител в формате scFv, 
разработанные нами ранее [13]. В частности, один из них, 
а именно scFv-FI6 — специфически выявляет стеблевой 
участок гемагглютинина (HA), консенсусный для вирусов 
гриппа А (ВГА) обеих филогенетических групп [16], второй, 
scFv-2/3 — специфично связывает нуклеопротеины (NP) 
вирусов гриппа В (ВГB) обеих генетических линий [17].

scFv содержали вариабельные домены исходных 
полноразмерных рекомбинантных антител в направлении 
от фрагмента легкой цепи к тяжелой, соединенные 
линкером, состоящим из четырех тандемных копий G

4
S. 

Для секреции во внеклеточное пространство N-конец 
каждого scFv-фрагмента содержал сигнальный 
пептид (SP) из соответствующей легкой цепи исходного 
антитела (их обозначили как scFv-SP). В качестве 
SP были использованы следующие аминокислотные 
последовательности: MKSQTQVLVFLLLCVSGAHG — 
для scFv-FI6-SP и MDFQVQIFSFLLISASVIISRG — для 
scFv-2/3-SP. Для накопления внутри клетки каждый 
из scFv-фрагментов был также сконструирован в 
виде полипептида без SP (scFv-WO). Открытая рамка 
считывания (ORF) таких scFv-фрагментов начиналась 
со стартового кодона ATG, кодирующего метионин, 
после которого встык начиналась последовательность, 
кодирующая вариабельный домен легкой цепи. scFv-SP и 
scFv-WO отличались только наличием или отсутствием SP 
на N-конце. Все рекомбинантные scFv-фрагменты антител 
были снабжены С-концевыми гексагистидиновыми 
метками для последующей детекции (рис. 1A, Б). На 
основе разработанного дизайна последовательностей 
были получены плазмидные конструкции, содержащие 
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T7-промоторный участок для получения мРНК методом in 
vitro-транскрипции (IVT).

Технология мРНК была использована для трансляции 
внутриклеточных scFv-фрагментов антител в неиммунных 
клетках эукариот. мРНК была получена методом IVT и 
состояла из пяти стандартных элементов: на 5′-конце 
оптимизированный аналог кэп-структуры m7GmAmG 
(CleanCap; TriLink BioTechnologies; США), далее 
5′-нетранслируемая область (UTR), потом ORF scFv, 3′-
UTR и поли(А)-хвост, кодируемый встроенной в плазмиду 
poly(dA/dT)-последовательностью (рис. 1В). Для снижения 
иммуногенности и повышения стабильности мРНК 
содержала модифицированные нуклеотиды, такие как 
псевдоуридин (ΨTP) и 5‐метилцитидин (m5CTP).

Полученные и очищенные препараты: четыре мРНК, 
кодирующие scFv-фрагменты антител FI6 и 2/3 против ВГА и 
ВГВ, с SP и без него, а также еще одна мРНК, используемая 
далее в экспериментах в качестве отрицательного 
контроля и кодирующая тяжелую цепь иммуноглобулина 
к нерелевантному антигену, — были охарактеризованы 
спектрофотометрически и электрофоретически в 
агарозном геле (рис. 1Г). Было показано, что длины мРНК 
соответствовали расчетным, а чистота и целостность 
полученных мРНК были достаточными для эффективной 
трансляции целевых белков.

Функциональные свойства scFv-фрагментов антител, 
кодируемых экзогенными мРНК

Мы оценили трансляционную активность полученных 
экзогенных мРНК, кодирующих scFv-фрагменты антител, 
в эукариотических клеточных линиях MDCK и A549. 
Для этого через 24 ч после трансфекции мРНК отбирали 
КЖ, а клетки подвергали лизису и оценивали в лизатах 
уровень белков с гистидиновой меткой методом вестерн-
блоттинга.

Через 24 ч после трансфекции клеток MDCK мРНК, 
кодирующей scFv-SP, в КЖ с использованием антител 
к последовательности 6×His-tag нам удалось достоверно 
детектировать белки ожидаемой молекулярной массы 

(~28 кДа), соответствующие мономерным scFv-фрагментам
антител (рис. 2А). Детекция scFv-продуктов в клеточных 
лизатах была затруднена: как в случае scFv-SP, 
так и scFv-WO, были выявлены неспецифические 
высокомолекулярные полосы (~55 кДа), присутствующие и 
в отрицательном контроле. Ферментативная амплификация 
сигнала и значительное увеличение времени выдержки 
позволили выявить внутри клетки продукцию scFv-SP 
(рис. 2А, дорожка 3), но не scFv-WO (рис. 2А, дорожка 4). 
Таким образом, трансфекция мРНК, кодирующей scFv-SP, 
приводила через 24 ч к секреции зрелых scFv-фрагментов 
в мономерной форме, которые обнаруживались как в КЖ, 
так и в клеточных лизатах.

Предполагая, что внутриклеточные scFv-фрагменты 
антител могут быть нестабильны, а период их полувыведения 
может достигать всего нескольких часов, мы исследовали 
их продукцию в клеточных лизатах в динамике: через 2, 4, 
6, 8 и 12 ч после трансфекции клеток экзогенными мРНК. 
Было показано, что пик трансляции для обоих scFv (как 
с сигналом секреции, так и без него) наблюдался через 
6 ч после трансфекции мРНК (рис. 2Б). При этом периоды 
полувыведения внутриклеточных scFv существенно 
различались в зависимости от наличия или отсутствия SP. 
Так, антитела scFv-SP были выявлены в клетках уже через 
2 ч после трансфекции, далее наблюдали возрастание 
их продукции к 6 ч и резкое снижение к 12 ч. В случае 
scFv-WO белок обнаруживался в клетках на минимально 
детектируемом уровне через 4 ч после трансфекции, его 
количество достигало пика к 6 ч, а через 8 ч снижалось до 
предела детекции метода.

Далее мы оценили динамику накопления фрагментов 
scFv-SP в КЖ от клеток A549, трансфицированных 
соответствующими экзогенными мРНК (рис. 2В). Для этого 
был проведен ИФА, в котором в качестве захватывающих 
лигандов выступали вирусные концентраты, представляющие 
собой очищенные инактивированные вирусы гриппа А 
и B. Детекцию проводили с использованием антител 
к последовательности 6×His-tag, конъюгированных с 
пероксидазой хрена. Концентрации scFv-фрагментов 
антител были оценены по калибровочной кривой, 

Рис. 1. Принципиальное строение разработанных scFv-фрагментов антител против вирусов гриппа А и В и кодирующих их экзогенных мРНК. А. Структура 
scFv-фрагмента антитела, состоящего из вариабельных доменов легкой (показан зеленым цветом) и тяжелой (показан оранжевым цветом) цепей. Черной 
линией отмечен линкерный пептид (G

4
S)

4
. Серыми кружками показана последовательность 6×His-tag на С-конце белка. Б. Структура кодирующих 

областей секретируемого (верхняя цепь) и цитозольного scFv. Принципиальным различием является наличие (или отсутствие) SP на N-конце. VL, VH — 
вариабельные домены легкой и тяжелой цепей соответственно, L — линкерный пептид, HIS — последовательность 6×His-tag. В. Структура экзогенной 
мРНК, используемой для трансляции внутриклеточных scFv: на 5ʹ-конце отмечен кэп (в работе использован m7GmAmG), далее сиреневым цветом 
обозначена 5ʹ-UTR регуляторная область, зеленым и оранжевым блоками — структура кодирующей области scFv, вторым сиреневым блоком — 3ʹ-UTR 
регуляторная область и протяженной серой линией с насечками — поли(А)-хвост. Г. Результат электрофоретического разделения полученных и очищенных 
препаратов экзогенных мРНК: 1 — мРНК, кодирующая тяжелую цепь иммуноглобулина к нерелевантному антигену (NC-RNA), расчетной длиной 1792 н.; 2 — 
мРНК, кодирующая scFv-FI6-SP, длиной 1219 н.; 3 — мРНК, кодирующая scFv-FI6-WO, длиной 1162 н.; 4 — мРНК, кодирующая scFv-2/3-SP, длиной 1201 н.; 
5 — мРНК, кодирующая scFv-2/3-WO, длиной 1138 н. L — маркер молекулярного веса РНК RiboRuler High Range RNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, США). 
Длины маркера (н.) подписаны на дорожке

А

Б Г

В
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построенной с использованием рекомбинантных препаратов 
scFv, очищенных нами ранее [13].

Согласно полученным нами результатам уже через 2 ч
после трансфекции клеток A549 мРНК, кодирующими 
scFv-SP, в КЖ выявлялись функциональные scFv-
фрагменты антител на аналитически детектируемом 
уровне. Далее в течение суток происходил равномерный 
прирост уровня scFv, и к 24 ч концентрация как scFv-FI6-SP, 
так и scFv-2/3-SP достигала примерно 200 нг/мл. 
Насыщение и выход на «плато» уровня белкового 
продукта, кодируемого экзогенной мРНК, происходили 
примерно через 24 ч после трансфекции, содержание 
белков в КЖ определялось на протяжении всего срока 
наблюдений (48 ч).

Для оценки внутриклеточной локализации белков, 
кодируемых scFv-SP и scFv-WO, была проведена 
иммунофлуоресцентная окраска клеток A549, 
трансфицированных соответствующими экзогенными 
мРНК (рис. 2Г). Иммуноцитохимический анализ показал, что 
scFv-FI6-WO и scFv-2/3-WO были диффузно распределены 
по цитоплазме клеток и не имели четкой локализации. 
Напротив, для scFv-FI6-SP и scFv-2/3-SP была характерна 

четкая локализация в перинуклеарной области, что с 
большой долей вероятности отражает их накопление 
преимущественно в ЭПР (который не окрашивали).

На заключительном этапе исследования мы оценили 
противовирусные свойства полученных экзогенных 
мРНК в отношении вирусов гриппа А и B. В качестве 
отрицательного контроля была использована мРНК, 
кодирующая тяжелую цепь иммуноглобулина к 
нерелевантному антигену (NC-RNA).

Эксперименты были проведены по лечебно-
профилактической схеме с контактом вирусов в течение 
1 ч. Согласно полученным нами результатам три мРНК, 
кодирующие scFv-FI6-SP, scFv-2/3-SP и scFv-2/3-WO, 
проявляли противовирусное действие в отношении ВГА 
(рис. 3А). При этом в случае штамма H1N1pdm наибольшим 
противовирусным эффектом обладала мРНК scFv-FI6-SP, 
предварительная трансфекция которой до заражения 
приводила к снижению вирусной нагрузки примерно в 
10 раз относительно контроля. В случае штамма H3N2 
подобной тенденции не наблюдалось: противовирусное 
действие всех трех мРНК было сопоставимо и приводило 
к снижению вирусной нагрузки до 60–70% относительно 

Рис. 2. Трансляционная активность экзогенных мРНК, кодирующих цитозольную (WO) и секретируемую (SP) формы scFv-фрагментов антител против 
вирусов гриппа А и В. А. Результаты вестерн-блоттинга scFv-2/3 фрагментов антител в культуральной жидкости (КЖ) и лизатах клеток MDCK с 
использованием антител к последовательности 6×His-tag (аналогичные результаты по scFv-FI6 не представлены). Дорожки 1, 2 — КЖ от клеток MDCK, 
трансфицированных мРНК, кодирующими scFv-2/3-SP и scFv-2/3-WO соответственно; дорожки 3, 4 — клеточные лизаты, полученные при трансфекции 
клеток мРНК, кодирующими scFv-2/3-SP и scFv-2/3-WO соответственно; М — белковый маркер молекулярного веса Precision Plus Protein Kaleidoscope 
Prestained Protein Standards (Bio-Rad; США), справа от дорожки подписаны соответствующие молекулярные массы в кДа. Все образцы были взяты через 24 ч 
после трансфекции клеток мРНК. Б. Результаты вестерн-блоттинга scFv-2/3 фрагментов антител в лизатах клеток MDCK в динамике с использованием 
антител к последовательности 6×His-tag. Верхняя панель — внутриклеточная продукция scFv-2/3-SP, нижняя — scFv-2/3-WO. Сверху в часах отмечено 
время отбора проб после трансфекции клеток мРНК. В. Кривые накопления scFv-фрагментов антител в КЖ после трансфекции клеток A549 мРНК, 
кодирующими scFv-FI6-SP (показаны красными точками) и scFv-2/3-SP (показаны синими точками). Результаты были получены методом ИФА. Точками 
показаны средние значения концентраций, рассчитанные для двух биологических повторов, ±СО. Г. Репрезентативные изображения, полученные в 
результате флуоресцентной микроскопии фиксированных препаратов клеток A549, трансфицированных экзогенными мРНК, кодирующими: 1 — scFv-FI6-
SP, 2 — scFv-FI6-WO, 3 — scFv-2/3-SP, 4 — scFv-2/3-WO и 5 — NC-RNA. Визуализацию актинового цитоскелета (показан желтым цветом) проводили родамин-
фаллоидином, клеточных ядер (показаны синим цветом) — хромосомным красителем DAPI. Для визуализации scFv-фрагментов (показаны зеленым цветом) 
использовали первичные мышиные моноклональные антитела к последовательности 6×His-tag с их последующим выявлением вторичными антителами Goat 
anti-Mouse, меченными флуоресцентным красителем Alexa Fluor 488. Изображения были получены с использованием системы визуализации клеток Cytell 
(40× увеличение), на этапе обработки (с использованием встроенного ПО) отдельные каналы изображения были псевдоокрашены в цвета RGB, на рисунке 
представлены увеличенные изображения
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контроля. Примечательно, что мРНК scFv-FI6-WO, 
специфично связывающая HA ВГА, не оказывала никакого 
эффекта на репродукцию ВГА.

В отношении ВГВ обе мРНК, кодирующие scFv-2/3 (как с 
SP, так и без него), проявляли противовирусное действие — 
их предварительная трансфекция до заражения приводила 
к снижению вирусной нагрузки до 50–70% относительно 
контроля. В целом, паттерны противовирусной активности 
мРНК в отношении штаммов ВГB Ямагатской и Викторианской 
линии были сопоставимы. Важно отметить, что изначально 
ни исходное полноразмерное моноклональное антитело 2/3 
[17], ни полученный на его основе белковый фрагмент scFv-
2/3 не обладали нейтрализующим действием в отношении 
ВГВ [13].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Современная пассивная иммунотерапия с использованием 
нейтрализующих моноклональных антител может 
обеспечить широкую защиту от инфекций, вызываемых 
вирусами гриппа [16, 18, 19]. Существующие на 

сегодняшний день терапевтические иммуноглобулины 
направлены к поверхностным антигенам вируса гриппа —
гемагглютинину и нейраминидазе. Вместе с тем, 
использование антител к белкам-мишеням, обладающим 
высокой скоростью изменчивости, несет в себе значительные 
риски [20, 21]. В связи с этим выбор в качестве мишеней 
других вирусных антигенов, обладающих большей 
консервативностью, представляется весьма перспективным.

Целью нашего исследования была оценка потенциала 
применения внутриклеточных терапевтических 
антител, нацеленных на две различных мишени вируса 
гриппа: поверхностный гемагглютинин, уязвимый 
для нейтрализующих антител, и внутренний белок 
нуклеопротеин, недоступный для блокирования в составе 
зрелого вириона. Попытки введения моноклональных 
антител в цитозоль живых клеток и исследования их 
функциональных свойств предпринимаются с 70-х годов 
прошлого столетия [22–24]. Однако лишь в последнее 
десятилетие, с развитием технологий на основе мРНК, 
позволяющих эффективно экспрессировать антитела 
непосредственно внутри клетки, появилась реальная 

Рис. 3. Противовирусная активность экзогенных мРНК, кодирующих цитозольную (WO) и секретируемую (SP) формы scFv-фрагментов антител 
против вирусов гриппа А и В. Результаты были получены методом внутриклеточного ИФА. А. Графики, отражающие внутриклеточный уровень ВГА при 
инфицировании штаммами вируса гриппа A/California/07/09 (H1N1pdm) (слева) и A/Cambodia/e0826360/2020 (H3N2) (справа). Б. Графики, отражающие 
внутриклеточный уровень ВГB при инфицировании штаммами вируса гриппа B/Phuket/3073/13 (Yamagata) (слева) и B/Malaysia/2506/2004 (Victoria) (справа). 
Цветными столбиками показаны средние значения по выборке (n = 4) ± CO: красными — при лечебно-профилактическом введении экзогенных мРНК, 
кодирующих scFv-фрагменты к HA ВГА; синими — при лечебно-профилактическом введении экзогенных мРНК, кодирующих scFv-фрагменты к NP 
ВГB; серым столбиком показаны средние значения для клеток, которым по лечебно-профилактической схеме вводили экзогенную мРНК, кодирующую 
тяжелую цепь иммуноглобулина к нерелевантному антигену (отрицательный контроль). Для расчета статистической достоверности выявленных различий 
использовали одношаговый анализ ANOVA с тестом Холма–Шидака для множественных сравнений. Звездочками отмечены достоверные различия, 
выявленные при сравнении соответствующей группы с NC-RNA: * — P
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возможность применения внутриклеточных антител в 
качестве терапевтического средства.

Известно, что полноразмерные иммуноглобулины наряду 
с антигенсвязывающей областью содержат Fc-домен, 
обладающий эффекторными функциями, обеспечивающими 
взаимодействие антитела c клетками иммунной системы 
[25, 26]. Очевидно, что для специфичного связывания 
антитела с мишенью внутри клетки такая функция является 
избыточной. Поэтому для оценки внутриклеточного действия 
нами был выбран формат scFv-фрагмента антитела [27, 28],
содержащий только его вариабельные домены. Кроме того, 
для каждого из антител (scFv-FI6, направленного против 
HA ВГА, и scFv-2/3, направленного против NP ВГВ) мы 
разработали два типа конструкций. Первая конструкция 
содержала последовательность SP, обеспечивающего 
транслокацию полипептидной цепи в просвет ЭПР, далее 
в аппарат Гольджи и секрецию белка во внеклеточное 
пространство. Вторая конструкция не содержала SP и 
каких-либо других сигнальных последовательностей, таких 
как сигнал ядерной локализации, сигнал локализации в 
ЭПР и др. [8, 9]. По нашим предположениям, белковый 
продукт, транслируемый с такой экзогенной мРНК, должен 
оставаться в цитозоле и эффективно взаимодействовать 
там с белками-мишенями, подавляя репродукцию вируса.

Нам удалось выявить различия в распределении 
полученных scFv-фрагментов антител внутри клетки. 
scFv-SP главным образом были сосредоточены в 
областях с сильно изогнутыми гладкими мембранами, 
типичными для пограничной области ЭПР/Гольджи. 
Напротив, scFv-WO не имели четкой локализации и были 
диффузно распределены по цитоплазме. Вероятно, после 
трансляции они оставались в цитозоле и не вовлекались в 
везикулярный транспорт.

Следует отметить, что при анализе клеточных лизатов 
методом вестерн-блоттинга через 24 ч после трансфекции 
мРНК, кодирующей scFv-WO, в отличие от scFv-SP, 
нам не удалось обнаружить белки, соответствующие 
мономерным scFv-фрагментам антител (~28 кДа). В то же 
время в КЖ после трансфекции как мРНК scFv-FI6-SP, так 
и scFv-2/3-SP мы достоверно выявили белки ожидаемой 
молекулярной массы.

Далее мы показали, что внутриклеточные scFv-
фрагменты антител обладают быстрым периодом 
полувыведения. Фактически продукты мРНК, кодирующей 
scFv-WO, обнаруживались лишь в течение 4 ч, что 
свидетельствует о быстрой деградации этих белков, 
по-видимому, посредством убиквитин-протеасомной 
системы. Многочисленные исследования показывают, 
что цитозольные scFv-фрагменты часто демонстрируют 
низкую стабильность, склонны к образованию димеров 
и деградации [29]. Это связано с неоптимальными для 
фолдинга антител условиями в цитозоле: низким pH, 
отсутствием шаперонов и восстановительной средой, 
которая препятствует формированию стабилизирующих 
дисульфидных связей [11, 12, 30]. Таким образом, 
эффективность применения внутриклеточных scFv-
фрагментов в цитозоле может быть существенно 
снижена из-за сложностей с фолдингом в неоптимальных 
условиях, что препятствует образованию стабильной 
функциональной конформации [31]. Интересно отметить, 
что внутриклеточная продукция scFv-фрагментов антител, 
содержащих сигнал секреции, инициировалась раньше и 
была более продолжительна.

Следующим этапом работы стала оценка противовирусной 
активности сконструированных и полученных нами 

экзогенных мРНК, кодирующих scFv-фрагменты антител, 
на клеточной модели гриппозной инфекции. Известно, что 
экзогенные мРНК способны неспецифически подавлять 
репродукцию вируса за счет собственной иммуногенности 
и активации клеточных сенсоров нуклеиновых кислот 
[32, 33]. В связи с этим в качестве негативного контроля 
неспецифических эффектов мы использовали мРНК, 
кодирующую тяжелую цепь иммуноглобулина против 
нерелевантного антигена (с SP), полученную и очищенную 
так же, как исследуемые препараты.

Нами было показано, что из двух конструкций, 
кодирующих цитозольный и секретируемый белок scFv-FI6
(специфично связывающий HA ВГА), противовирусным 
действием обладала только мРНК, кодирующая scFv-FI6-SP. 
Лечебно-профилактическое применение такой мРНК 
снижало вирусную нагрузку при заражении H1N1pdm 
почти в 10 раз по сравнению с препаратом сравнения. 
Противовирусный эффект scFv-FI6-WO нами выявлен 
не был. По-видимому, использование внутриклеточных 
антител более эффективно, когда их мишенью служат 
белки того же секреторного пути. Показано, что 
внутриклеточное человеческое антитело в формате 
scFv против HA, экспрессируемое с плазмидной ДНК, 
подавляло репродукцию вируса гриппа H5N1 in vitro. При 
этом in vivo его эффективность значительно возрастала в 
комбинации с внеклеточным IgG1, содержащим идентичные 
вариабельные домены [34].

Для scFv-2/3, направленного против NP ВГB и 
не обладающего нейтрализующими свойствами [13], 
результаты оценки противовирусной активности оказались 
неожиданными. Обе формы белка — как цитозольная, 
так и секретируемая — при лечебно-профилактическом 
применении проявляли противовирусные свойства, 
снижая вирусную нагрузку ВГВ в среднем в 2 раза по 
сравнению с контролем. Трансфекция экзогенных мРНК, 
кодирующих scFv-2/3, также приводила к подавлению 
репродукции ВГА. Поскольку исходное полноразмерное 
моноклональное антитело 2/3 не обладает 
нейтрализующей активностью [17], идентификация 
его эпитопа на молекуле NP ВГB затруднена. Можно 
предположить, что данный эпитоп высококонсервативен 
у вирусов гриппа А и B. Таким образом, экспрессия 
экзогенных мРНК, кодирующих scFv-2/3, приводила к 
снижению репродукции как ВГB, так и ВГА, в среднем на 
50% относительно контроля.

Следует отметить, что описано использование 
внутриклеточных антител против NP ВГА, подавляющих 
репродукцию вируса за счет блокирования взаимодействия 
NP с белками PB1 и PB2 вирусной полимеразы, которая 
играет критически важную роль в транскрипции и 
репликации вируса [35]. В другой работе описаны 
однодоменные антитела ламы против различных эпитопов 
NP ВГА, которые ингибировали репликацию вируса, 
блокируя ядерный импорт его рибонуклеопротеиновых 
комплексов, ответственных за ядерный транспорт, 
транскрипцию, репликацию и упаковку вирусного генома 
в новые вирионы [36]. Важно подчеркнуть, что в обоих 
исследованиях экспрессию внутриклеточных антител 
осуществляли не с помощью экзогенных мРНК, а путем 
трансфекции клеток плазмидными конструкциями, 
кодирующими эти антитела.

Наше исследование показало, что эффективность 
структурно различных внутриклеточных scFv-фрагментов 
антител зависит от пути внутриклеточного транспорта 
их вирусных белков-мишеней. Полученные нами данные 
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позволяют предположить, что ингибирование функций 
некоторых вирусных белков возможно только при 
воздействии на них в строго определенных клеточных 
компартментах.

Таким образом, использование экзогенных мРНК, 
кодирующих высокоаффинные scFv-фрагменты антител 
против консервативных внутриклеточных вирусных 
белков (в частности, нуклеопротеина вируса гриппа), 
представляет собой перспективную стратегию подавления 
репродукции вируса. Главное преимущество этого подхода —
нацеливание на внутренние вирусные белки, в том числе 
внутриклеточные комплексы репликации-транскрипции 
вируса, которые значительно более консервативны и в 
меньшей степени подвержены антигенному дрейфу, чем 
поверхностные гликопротеины [37].

ВЫВОДЫ

В представленной работе: 1) сконструированы scFv-
фрагменты антител к гемагглютинину вируса гриппа А 
и нуклеопротеину вируса гриппа В; 2) получены экзогенные 
мРНК, кодирующие эти scFv-фрагменты антител в двух 
формах — цитозольной и секретируемой; 3) подтверждена 
эффективная трансляция белковых продуктов scFv 
при трансфекции экзогенных мРНК в эукариотические 
клеточные системы; 4) показаны диффузное внутриклеточное 
распределение цитозольных форм и преимущественная 
локализация в эндоплазматическом ретикулуме 
секретируемых форм scFv-фрагментов антител; 5) показано 
противовирусное действие экзогенных мРНК, кодирующих 
scFv-фрагменты антител, в отношении вирусов гриппа А и В.
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М. М. Меламуд1, Е. А. Ермаков1,2, А. С. Толмачева1, А. Э. Сизиков1,3, Н. А. Кляус4, Г. А. Невинский1, В. Н. Бунева1,2

Белок B1 группы высокой подвижности (англ. high-mobility group protein B1, HMGB1) относится к аларминам — группе молекул, участвующих в 

воспалительных реакциях. HMGB1 активно изучают в контексте некоторых ревматических заболеваний (РЗ), включая системную красную волчанку 

(СКВ), ревматоидный артрит (РА), анкилозирующий спондилит (АС) и псориатический артрит (ПсА), однако накопленных знаний недостаточно. HMGB1 

может также выступать антигеном, но уровень анти-HMGB1 антител плохо изучен при РЗ. Целью работы было изучить концентрации HMGB1 и анти-

HMGB1 антител при четырех РЗ. Методом иммуноферментного анализа проанализированы образцы плазмы пациентов с РА (n = 60), АС (n = 60), СКВ 

(n = 24), ПсА (n = 30) и здоровых доноров (ЗД) (n = 60). После поправки на возраст и длительность заболевания показано, что концентрация HMGB1 

достоверно повышалась при СКВ (p < 0,01), РА (p < 0,01) и АС (p = 0,017), а при ПсА выявлено статистически незначимое повышение HMGB1 (p = 0,07) 

по сравнению с ЗД. Среди четырех заболеваний наибольший уровень HMGB1 выявлен при СКВ (p < 0,01). Концентрация анти-HMGB1 антител оказалась 

также выше при СКВ (p < 0,01), РА (p = 0,026) и АС (p = 0,028). Методами корреляционного и регрессионного анализа установлена выраженная прямая 

ассоциация между уровнем HMGB1 и индексом DAS28 при РА (p < 0,01 для обоих анализов). Результаты работы описывают характерные изменения 

уровня HMGB1 и анти-HMGB1 антител при РЗ и указывают на вовлеченность HMGB1 в патогенез этих заболеваний.

Ключевые слова: ревматоидный артрит, анкилозирующий спондилит, псориатический артрит, системная красная волчанка, HMGB1, анти-HMGB1 антитела
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HMGB1 И АНТИ-HMGB1 АНТИТЕЛА ПРИ СИСТЕМНОЙ КРАСНОЙ ВОЛЧАНКЕ 
И ДРУГИХ РЕВМАТИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ

Melamud MM1, Ermakov EA1,2, Tolmacheva AS1, Sizikov AE1,3, Klyaus NA4, Nevinsky GA1, Buneva VN1,2

HMGB1 AND ANTI-HMGB1 ANTIBODIES IN SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS 
AND OTHER RHEUMATIC DISEASES

The high-mobility group protein B1 (HMGB1) belongs to alarmins — a group of molecules involved in inflammatory responses. HMGB1 is actively studied in the 

context of certain rheumatic diseases (RDs), including systemic lupus erythematosus (SLE), rheumatoid arthritis (RA), ankylosing spondylitis (AS), and psoriatic 

arthritis (PsA), but the accumulated knowledge remains insufficient. HMGB1 can also act as an antigen, yet the level of anti-HMGB1 antibodies is poorly understood 

in RDs. The aim of this study was to investigate the concentrations of HMGB1 and anti-HMGB1 antibodies in four RDs. Using enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA), plasma samples from patients with RA (n = 60), AS (n = 60), SLE (n = 24), PsA (n = 30), and healthy donors (HD) (n = 60) were analyzed. After 

adjustment for age and disease duration, it was shown that the concentration of HMGB1 was significantly increased in SLE (p < 0.01), RA (p < 0.01), and AS 

(p = 0.017), while a statistically non-significant increase in HMGB1 was observed in PsA (p = 0.07) compared to HD. Among the four diseases, the highest level 

of HMGB1 was found in SLE (p < 0.01). The concentration of anti-HMGB1 antibodies was also elevated in SLE (p < 0.01), RA (p = 0.026), and AS (p = 0.028). 

Using correlation and regression analysis, a strong direct association was established between the level of HMGB1 and the DAS28 index in RA (p < 0.01 for both 

analyses). The results of the study describe characteristic changes in HMGB1 and anti-HMGB1 antibody levels in RDs and indicate the involvement of HMGB1 in 

the pathogenesis of these diseases.
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только тренд на увеличение в 1,39 раза HMGB1 при ПсА, 
что может быть связано с малым размером выборки и 
эффектом от лечения. Поэтому необходимы дальнейшие 
исследования уровня HMGB1 и его роли при ПсА.

Предыдущие исследования были сфокусированы на 
анализе уровня HMGB1 при определенном РЗ [18–21]. 
В данной работе проведен сравнительный анализ при 
четырех РЗ. В результате наибольший уровень HMGB1 
выявлен при СКВ (рис. 1А). Эти данные могут отражать 
наиболее выраженное провоспалительное состояние 
при СКВ по сравнению с другими РЗ, поскольку HMGB1 
является воспалительным медиатором [12]. Тем не 
менее, учитывая выявленное повышение уровня HMGB1 и 
ассоциацию с DAS28 (рис. 1А, рис. 3Б, табл. 2), можно 
предположить, что HMGB1 тоже вовлечен в патогенез 
РА. Поэтому существующие терапевтические стратегии 
против HMGB1, включая моноклональные антитела [12], 
могут оказаться эффективными для лечения пациентов 
с СКВ и РА, однако необходимы исследования эффектов 
подавления HMGB1 при данных патологиях.

Выявленная ассоциация уровня HMGB1 с DAS28 при РА 
по результатам регрессионного (табл. 2) и корреляционного 
(рис. 3Б) анализов оказалась интригующей. Показано, что 
увеличение концентрации HMGB1 на 1% связано с 0,49% 
увеличением DAS28 (табл. 2). При этом в регрессионной 
модели с использованием СОЭ как предиктора DAS28 
выявлено, что увеличение СОЭ на 1% ассоциировано 
с 0,265% увеличением DAS28. Таким образом, уровень 
HMGB1 оказался сопоставимым предиктором DAS28 при 
РА, как и СОЭ, который используется для расчета этого 
индекса. Поэтому HMGB1 может быть рассмотрен как 
потенциальный маркер для оценки активности РА. Однако 
HMGB1 является неспецифическим маркером воспаления, 
что снижает его диагностическую и предикторную ценность 
в контексте РА.

Обнаруженная положительная корреляция HMGB1 
с СОЭ и СРБ при РА, АС и ПсА (рис. 3) подчеркивает 
провоспалительную роль этого белка при перечисленных 
заболеваниях. Эти данные согласуются с литературными. 
Например, была показана корреляция HMGB1 с СОЭ и 
СРБ при АС [19]. В нашей работе такой ассоциации не 
выявлено при СКВ, хотя она была показана ранее [22]. 
Данный результат может быть связан с малым размером 
выборки или эффектами противовоспалительной терапии 
при СКВ.

Появление HMGB1 в кровотоке может быть связано 
как с активной секрецией, так и с гибелью клеток [11]. 
При различных вариантах гибели клеток HMGB1 может 
выделяться с другими ядерными компонентами, включая 
ДНК [11]. Существуют данные о повышении циркулирующей 
внеклеточной ДНК при СКВ [9, 23], РА [24] и АС [25, 26]. 
Они согласуются с полученными в нашем исследовании 

результатами о повышении HMGB1 при СКВ, РА и АС 
(рис. 1А), поскольку циркулирующая внеклеточная ДНК 
может совыделяться в комплексе с HMGB1. Дальнейшие 
исследования могут быть направлены на изучение 
механизмов выделения HMGB1 при РЗ.

Повышенный уровень HMGB1 может быть связан 
с образованием антител к HMGB1 [16]. В данном 
исследовании повышенный уровень анти-HMGB1-антител 
выявлен при СКВ, РА и АС (рис. 1Б). Такие антитела 
чаще всего встречались у пациентов с СКВ (рис. 2), при 
которой также выявлен наиболее высокий уровень HMGB1 
(рис. 1А). Интересно, что при ПсА уровень антител не 
отличался от контроля, что согласуется с низким уровнем 
HMGB1 у этих пациентов. Однако у таких пациентов 
неожиданно выявлена положительная корреляция анти-
HMGB1-антител с DAS28 и DAPSA (рис. 3В), что требует 
дальнейшего изучения. Результат о повышении анти-
HMGB1 антител при СКВ согласуется с литературными 
данными [16]. Однако информация о подобных антителах 
при РА, АС и ПсА в литературе отсутствует, поэтому данное 
исследование заполняет этот пробел.

К ограничениям данной работы стоит отнести 
относительно малый размер выборки, тренд на более высокий 
возраст РА пациентов, различия в длительности заболевания 
и несбалансированность выборки по половому соотношению, 
что обусловлено особенностями анализируемых РЗ. Однако 
в работе применяли поправку на возраст и длительность 
заболевания. В дальнейших исследованиях нужно выяснить 
влияние пола на изучаемые показатели.

ВЫВОДЫ

В данном исследовании выявлено увеличение 
концентрации HMGB1 в плазме при СКВ, РА и АС, в то 
время как при ПсА наблюдался только тренд на увеличение 
по сравнению со здоровыми донорами. Среди четырех 
ревматических заболеваний наибольшее увеличение 
HMGB1 выявлено у пациентов с СКВ. Уровень анти-HMGB1 
антител также значительно повышался у пациентов с СКВ 
и в меньшей степени при РА и АС. Однако выраженных 
ассоциаций с клиническими параметрами СКВ не 
выявлено. Напротив, при РА уровень данных маркеров 
ассоциировался с клиническими данными пациентов, что 
было подтверждено как результатами корреляционного 
анализа, так и с помощью регрессионной модели. Эти 
данные указывают на то, что HMGB1 может быть вовлечен 
в сложные патогенетические механизмы преимущественно 
при РА и что подтверждает актуальность этой молекулы 
в качестве терапевтической цели. Анти-HMGB1-антитела 
ассоциировались с клиническими индексами у пациентов 
с ПсА, что обусловливает необходимость дальнейшего 
изучения вклада данных антител в патогенез ПсА.
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И. Л. Григорова

ФОЛЛИКУЛЯРНЫЕ T-КЛЕТКИ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ: НАРАСТАЮЩАЯ СЛОЖНОСТЬ 
И ПЕРВООЧЕРЕДНЫЕ ВОПРОСЫ

Фолликулярные T-хелперы (Tfh) и фолликулярные регуляторные T-клетки (Tfr) играют ключевую роль в индукции и контроле B-клеточных ответов, 

включая формирование высокоаффинного гуморального иммунитета, переключение классов антител и предотвращение аутореактивности. Успешный 

ответ Tfh ассоциирован с эффективной выработкой нейтрализующих антител после вакцинации и эффективной элиминацией различных патогенов. 

В то же время дизрегуляция фолликулярных T-клеток часто связана с аутоиммунными заболеваниями и аллергическими реакциями. Нарушение их 

нормального функционирования связано также с формированием эктопических лимфоидных структур (ЭЛС), способствует развитию некоторых 

сосудистых патологий и имеет прогностическое значение при ряде онкологических заболеваний. В связи с этим анализ субпопуляций фолликулярных 

T-клеток в периферической крови человека все чаще используют при изучении механизмов различных заболеваний. В данной статье обсуждаются 

современные данные о разных типах фолликулярных T-клеток, их функциях и методах анализа субпопуляций фолликулярных T-клеток, циркулирующих 

в крови человека. Согласно мнению автора, центральными нерешенными вопросами остаются точное фенотипическое определение циркулирующих 

субпопуляций Tfr-клеток, выяснение иерархии их развития от клеток-предшественников до зрелых регуляторных форм и установление их анатомических 

ниш дифференцировки. Накопление необходимых сведений и их преобразование в надежные сигнатуры для клеток периферической крови необходимы 

для развития подходов прогнозирования исхода заболевания у отдельных пациентов и разработки персонализированных терапевтических подходов. 

Ключевые слова: фолликулярные хелперные Т-клетки, Тfh, фолликулярные регуляторные Т-клетки, Тfr, циркулирующие фолликулярные Т-клетки, 
инфекционные заболевания, вакцины, аллергия, аутоиммунные заболевания, онкологические заболевания 
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Grigorova IL

FOLLICULAR T CELLS IN PERIPHERAL BLOOD: INCREASING COMPLEXITY AND KEY QUESTIONS

Follicular helper (Tfh) and follicular regulatory (Tfr) T cells play critical roles in inducing and controlling B cell responses, including the generation of high-affinity 

humoral immunity, the antibody class-switching, and the prevention of autoreactivity. Successful Tfh responses are linked to robust vaccine-induced neutralizing 

antibody production and efficient clearance of various pathogens. Conversely, dysregulation of follicular T cells is often linked to autoimmune diseases and allergic 

reactions. Furthermore, these cells are implicated in the formation of ectopic lymphoid structures (ELS), contribute to certain vascular pathologies, and hold 

prognostic value in several cancers. Consequently, the analysis of follicular T cell subpopulations in human peripheral blood is increasingly utilized to investigate the 

mechanisms underlying various diseases. In this opinion article, the current understanding of follicular T cell subsets, their functions, and the evolving methods for 

analyzing their circulating counterparts in human blood are discussed. In the author's opinion, the central unresolved questions remaining in the field are the precise 

phenotypic definition of circulating Tfr cell subpopulations, the elucidation of their developmental trajectory from precursors cells to mature regulatory forms, and 

the identification of their anatomical differentiation niches. The collection and translation of these essential data into reliable cellular signatures for peripheral blood 

analysis are critical for advancing personalized patient prognosis and developing tailored therapies.
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Фолликулярные T-клетки, которые локализуются в 
B-клеточных фолликулах и участвуют в регуляции 
B-клеточного и антительного ответа, были впервые описаны 
в 1999 г. [1]. С тех пор эти клетки стали объектом активных 
исследований, что в итоге привело к формированию 
целой научной области, посвященной их роли в развитии 
различных заболеваний и патологических состояний. 
Анализ ассоциации риска развития и прогресса различных 

заболеваний с нарушениями функционирования и баланса 
субпопуляций фолликулярных T-клеток, циркулирующих 
в периферической крови, все чаще становится важным 
инструментом для прогноза и определения потенциальных 
мишеней для терапии при множественных заболеваниях 
[2, 3].

Центральной особенностью фолликулярных T-клеток 
является их зависимость от транскрипционного фактора 
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Bcl6 и повышенная экспрессия рецептора CXCR5 
(рисунок, таблица). Рецептор CXCR5 позволяет T-клеткам 
мигрировать в фолликулы вторичных лимфоидных органов 
(ВЛО), где стромальные клетки экспрессируют его лиганд, 
хемокин CXCL13. Два основных типа фолликулярных 
T-клеток, дифференцирующихся в ответ на антигенный 
стимул из хелперных T-клеток (Th) и регуляторных 
T-клеток (Treg), называют фолликулярными T-хелперами 
(Tfh) и фолликулярными регуляторными T-клетками (Tfr) 
соответственно. 

Tfh-клетки критически важны для поддержания 
долгосрочного высокоаффинного B-клеточного и 
антительного ответов, поскольку они необходимы 
для реакций в герминативных центрах (ГЦ) ВЛО. Tfh 
избирательно предоставляют ключевые сигналы помощи 
(CD40L, цитокины IL-21 и IL-4) тем B-клеткам ГЦ, которые 
имеют наибольшую плотность комплексов пептид-MHCII 
для распознавания T-клеточными рецепторами Тfh. Это 
взаимодействие обеспечивает выживание и пролиферацию 
B-клеточных клонов с высокой аффинностью к антигену и, 
таким образом, управляет аффинным созреванием B-клеток 
ГЦ. Кроме того, Tfh поддерживают переключение изотипов 
иммуноглобулинов B-клеток, формирование B-клеток 
памяти и дифференцировку B-клеток в плазматические 
клетки [4]. 

В отличие от Tfh, Tfr-клетки участвуют в контроле 
иммунной толерантности B-клеточного ответа. Кроме того, 
Tfr способны подавлять переключение изотипа в IgA и IgE и 
дифференцировку В-клеток в плазматические клетки. Они 
также играют важную роль в тонкой настройке аффинного 
созревания B-клеток [5]. 

По современным представлениям, большая часть 
Тfh-клеток дифференцируется из специфичных к 
чужеродным антигенам Тh-лимфоцитов, тогда как 
предшественниками Тfr-клеток долгое время считали 
классические Treg тимусного происхождения, 
экспрессирующие транскрипционный фактор FoxP3 и 

способные распознавать аутоантигены (nTreg). Считалось, 
что в отдельных случаях, предшественниками Tfr могут 
также служить периферически индуцированные из Th-
клеток регуляторные Т-клетки (pTreg). Однако недавно 
проведенные исследования показали, что Tfh в ГЦ также 
способны повышать экспрессию FoxP3, превращаясь в Tfr. 
Такие клетки получили название индуцированных Tfr (iTfr) 
[6, 7] (рисунок, таблица).

Учитывая ключевую роль, которую Tfh и Tfr играют 
в регуляции B-клеточного ответа, формировании памяти и 
обеспечении высокоаффинного гуморального иммунитета, 
их функции активно исследуют в экспериментальных 
моделях на животных и в контексте различных заболеваний 
человека. Функции Тfh-клеток были детально изучены на 
моделях различных хронических и острых инфекций на 
животных [2, 3]. Параллельно их роль была исследована при 
различных инфекциях у человека, включая стрептококковую 
(S. pyogenes), малярию, ВИЧ, флавивирусные инфекции 
и COVID-19 [2, 3, 8]. Вакцинация человека (например, 
сезонной противогриппозной или мРНК-вакциной против 
SARS-CoV-2) предоставила возможность изучить роль Tfh 
и их связь с продукцией нейтрализующих антител [2, 3, 9].
Дизрегуляция фолликулярных T-клеток также является 
важным направлением исследований при аутоиммунных 
заболеваниях, охватывающих как опосредованные 
аутоантителами, так и обусловленные Т-лимфоцитами 
патологии, а также при аллергических процессах. Кроме 
того, показана связь Tfh-клеток с развитием ряда сердечно-
сосудистых патологий, а также с положительным прогнозом 
при определенных онкологических заболеваниях при 
наличии Tfh в опухоли [2, 3, 9, 10]. 

Анализ динамики представленности фолликулярных 
T-клеток на фоне реализации нормального или 
патологического иммунного ответа у человека проводят 
преимущественно на субпопуляциях, циркулирующих 
в периферической крови. Поскольку Tfh-клетки ГЦ не 
обладают способностью выходить из ВЛО, большинство 

Рис. Основные фолликулярные и фолликулярно-подобные Т-клетки человека. Схема, описывающая образование во вторичных лимфоидных органах 
(ВЛО) и возможную рециркуляцию в периферической крови основных субпопуляций фолликулярных Т-клеток: хелперных (Tfh) и регуляторных (Tfr). ГЦ — 
герминативные центры. ЭЛО — эктопические лимфоидные структуры. Фолликулярные Т-клетки памяти, которые приобретают способность выходить в 
циркуляцию, снижают экспрессию Bcl6 и поверхностную экспрессию CXCR5 и PD1 по сравнению с Т-клетками в ГЦ. Периферические хелперные Т-клетки 
(Тph) и в некоторой степени Tfh накапливаются в ЭЛС, где они производят хемокин CXCL13, который может привлекать В-клетки

ВЛО

Периферическая кровь ? ЭЛС

ГЦCXCR5++

PD1++

CXCR5+

PD1+

CXCR5+

PD1+

CXCR5+

PD1+

CXCR5+

PD1+

CXCR5+

PD1+

CXCR5–

PD1++

CXCL13

CXCR5

CXCR5

memory
Tfh

Tph

Tfh

(pTfr)
(pTreg)

Pre-Tfh
Bcl6+

Tfh ГЦ
Bcl6+ iTfr

FoxP3+
Bcl6+

nTfr
FoxP3+
Bcl6+

nTreg
FoxP3+

pre-Tfr
FoxP3+
Bcl6+

memory
nTfr

FoxP3+
Tfh-1
Tbet

Tfh-2
Gata

Tfh-17
RoRγt

Tfh-13

Th
CXCR5

CXCR5++

PD1++
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Таблица 1. Основные типы фолликулярных и фолликулярно-подобных Т-клеток, регулирующих В-клеточные ответы

Тип 
клеток

Клетки- 
предшественники

Антиген
Основные 

ТФ
Цитокины

Поверхностные 
маркеры

Локализация
Периферическая 

кровь

Pre-Tfh Th
чужеродный 

антиген
Bcl6+

CXCR5+ 
PD1+ 
ICOS+

ВЛО Нет

Tfh ГЦ Pre-Tfh
чужеродный 

антиген
Bcl6+

IL21 
IL4 

CXCL13

CXCR5++ 
PD1++ 
ICOS++

ГЦ в ВЛО Нет

Tfh- 
клетки 
памяти

Tfh ГЦ

чужеродный 
антиген

Bcl6- CXCL13
CXCR5+ 

PD1+ 
ICOS+

Фолликулы 
в ВЛО/ЭЛС

cTfh

Tfh-1 Tbet+ IFNγ CXCR3+ 
CCR6-

ВЛО

cTfh-1

Tfh-2 Gata+ IL4, IL5
CXCR3- 
CCR6-

cTfh-2

Tfh-17 RoRγt+ IL17, IL22
CXCR3- 
CCR6+

cTfh-17

Tfh-13 аллерген IL4, IL13 cTfh-13

Tph
Blimp1+ 

MAF
IL21 

CXCL13

CXCR5- 
PD1++ 

CR2

ЭЛС/воспаленные 
ткани

cTph

Pre-Tfr nTreg
ауто- 

антиген
Bcl6+ 

FoxP3+

CXCR5+ 
PD1+ 
ICOS+ 

CD45RA+

ВЛО Нет

Pre-Tfr- 
клетки 
памяти

Pre-Tfr?
Bcl6- 

FoxP3+

CXCR5+ 
PD1+ 
ICOS+ 

CD45RA+

ВЛО cPre-Tfr

nTfr Pre-Tfr
ауто- 

антиген

Bcl6+ 
FoxP3+ 
Blimp1+

IL10

CXCR5+ 
PD1+ 
ICOS+ 

CD45RA- 
CD25high

Фолликулы в ВЛО, 
вокруг ГЦ

Нет

nTfr- 
клетки 
памяти

nTfr
ауто- 

антиген
Bcl6- 

FoxP3+

CXCR5+ 
PD1+ 
ICOS+ 

CD45RA- 
CD25high

ВЛО cTfr?

iTfr Tfh ГЦ
чужеродный 

антиген
Bcl6+ 

FoxP3+

CXCR5++ 
PD1++ 
CD38+

ГЦ ?

Примечения: ГЦ — герминативные центры, ТФ — факторы транскрипции, ВЛО — вторичные лимфоидные органы, ЭЛС — эктопические лимфоидные 
структуры.

циркулирующих в крови CXCR5⁺ T-клеток представляют 
собой Bcl6– Tfh-клетки памяти, которые снизили 
экспрессию CXCR5 (рисунок, таблица). Эти циркулирующие 
Tfh (cTfh) могут быть дополнительно разделены на 
функциональные субпопуляции, ассоциированные с Th1-, 
Th2- и Th17-ответами, на основе экспрессии хемокиновых 
рецепторов (CCR6, CXCR3) и профиля экспрессии 
соответствующих транскрипционных факторов (таблица) 
[11]. Кроме того, анализ продукции цитокинов позволил 
выявить дополнительную субпопуляцию IL-13⁺ cTfh-
клеток, ассоциированную с выработкой высокоаффинных 
аллерген-специфических IgE-антител [12]. 

Примечательно, что человеческие cTfh сами активно 
экспрессируют хемокин CXCL13. На этом основана гипотеза, 
согласно которой cTfh, мигрируя в периферические 
ткани, могут инициировать формирование эктопических 
лимфоидных структур (ЭЛС), создавая градиент CXCL13, 
который привлекает В-клетки и запускает процесс 
формирования лимфоидной ткани. Однако в недавних 
исследованиях было также показано обогащение в 
ЭЛС отдельной субпопуляции CXCL13⁺ Т-клеток с 
фенотипом CXCR5⁻ PD1high IL-21⁺. Эти клетки, названные 

периферическими T-хелперами (Tph), фенотипически 
схожи с Tfh и также способны поддерживать B-клеточные 
ответы, несмотря на отсутствие рецептора CXCR5. Кроме 
того, была установлена выраженная ассоциация между 
циркулирующими в крови Тph и такими заболеваниями, 
как ревматоидный артрит и системная красная волчанка. 
Накопленные к настоящему времени сведения не 
позволяют установить клеточное происхождение Tph [2, 3].
Однако на сегодняшний день Tph стали стандартным 
компонентом при анализе фолликулярных T-лимфоцитов 
периферической крови при различных состояниях [11].

Открытие FoxP3⁺ Tfr, состоявшееся позднее, потребовало 
пересмотра ранее полученных данных, при анализе которых 
исходно все CXCR5⁺ T-клетки автоматически причисляли 
к производным Tfh. Циркулирующие Tfr с фенотипом 
CD4⁺ CXCR5⁺ FoxP3⁺ были идентифицированы в крови 
мышей вскоре после иммунизации [13]. Исследования 
на людях также продемонстрировали значительное 
увеличение уровня циркулирующих Tfr после вакцинации 
[9]. В настоящее время считается, что эти клетки 
представляют собой циркулирующую популяцию Tfr-клеток 
памяти (cTfr), способную к длительному сохранению 
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in vivo и потенциальному рекрутингу во ВЛО при 
повторном иммунном ответе. Важная роль Tfr в регуляции 
иммунного ответа обеспечивает большое внимание к 
представленности этой популяции в периферической 
крови. Ключевым прогностическим параметром при этом 
считается соотношение сTfr/сTfh, которое, как показано 
в некоторых исследованиях, лучше коррелирует с 
дизрегуляцией гуморального ответа, чем уровень каждой 
из этих субпопуляций по отдельности [14]. 

Углубленный анализ циркулирующих Tfr показал, что 
значительная часть CD4+CXCR5+FoxP3+-клеток крови, 
образовавшихся во ВЛО в ответ на иммунологический 
вызов, представляют собой промежуточную, не полностью 
дифференцированную форму Tfr-клеток, экспрессирующую 
маркер CD45RA. Эти долгоживущие клетки, называемые 
pre-Тfr, могут при стимуляции созревать в эффективные 
регуляторы B-клеточных ответов, а также приобретать 
некоторую способность к заживлению ран [9]. Помимо 
prе-Тfr, в периферической крови обнаруживаются более 
зрелые эффекторные CD45RA–CD4+CXCR5+FoxP3+ сTfr 
(рисунок, таблица).

В ходе одного из недавних исследований был проведен 
раздельный анализ этих субпопуляций Tfr в периферической 
крови пациентов с COVID-19. Использовали метод 
высокоразмерной масс-цитометрии (CyTOF), позволивший 
провести одновременный анализ большого количества 
различных субпопуляций иммунных клеток в образцах 
пациентов. Были выявлены множественные корреляции 
между различными клеточными параметрами, включая 
отрицательную корреляцию представленности cTfr 
и плазматических клеток, а также Tph [10]. В целом, 
накапливающиеся данные указывают на возможность 
определения мультипараметрических сигнатур, описывающих 
многообразие фолликулярных T-клеток и имеющих 
прогностическое значение, а также позволяющих 
детектировать специфические дефекты B-клеточного 
и антительного ответа. На первоначальном этапе для 
формирования таких сигнатур потребуются данные, 
получаемые с помощью транскриптомики/протеомики 
единичных клеток и/или в комплексе с CyTOF, с возможной 
дальнейшей редукцией анализа для метода проточной 
цитометрии. 

Хотя рост разрешающей способности методов 
анализа фолликулярных T-клеток в периферической 
крови углубляет наше понимание текущих патологических 
процессов, портрет циркулирующих Tfr остается неполным. 
Недавняя идентификация iTfr-клеток, возникающих во ВЛО 

из Tfh и способствующих остановке функционирования 
ГЦ, поднимает важные вопросы. Попадает ли эта 
субпопуляция клеток, специфичная к чужеродным 
антигенам, в циркуляцию? Если да, то как можно отличить 
iTfr, которые подавляют В-клеточный ответ на чужеродные 
антигены/патогены, от популяции nTfr (из nTreg), которая 
смещена в сторону распознавания аутоантигенов и 
контроля аутореактивных B-клеточных ответов? В 
будущих исследованиях необходимо исследовать наличие 
iTfr в периферической крови и определить молекулярную 
сигнатуру, позволяющую различить циркулирующие 
iTfr и nTfr. Кроме того, необходимы исследования для 
определения стабильности Treg-фенотипа в iTfr-клетках.

Другой ключевой вопрос заключается в том, сохраняют 
ли циркулирующие Tfr молекулярный «отпечаток» 
своего тканевого происхождения и предпочтение к 
миграции в определенные органы и ткани. Показано, что 
тканерезидентные Treg экспрессируют определенные 
профили различных рецепторов, которые определяют их 
локализацию [15]. Профилирование сигнатур хемокиновых 
рецепторов и молекул адгезии, запечатлеваемых во время 
дифференцировки Tfr во ВЛО, могло бы раскрыть место их 
формирования и предсказать предпочитаемую тканевую 
локализацию. Такие сведения необходимы для понимания 
специализации и особенностей функцинирования Tfr в 
различных физиологических и патологических контекстах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Подводя итог, можно сказать, что за последнее десятилетие 
был достигнут значительный прогресс в изучении 
различных типов фолликулярных T-клеток, их развития, 
функций и связи с клеточным и гуморальным ответом на 
патогены, при аллергических и различных аутоиммунных 
заболеваниях. Однако, несмотря на накопленные сведения, 
очевидно, что требуются интенсивные исследования для 
формирования фенотипического и функционального 
портрета фолликулярных T-клеток периферической крови 
человека и их взаимосвязей с другими типами клеток 
иммунной системы. В частности, остаются нерешенными 
два ключевых вопроса: определение молекулярных 
сигнатур различных субпопуляций Tfr-клеток в крови, 
происходящих из разных клеток-предшественников, и 
выяснение их тканевого происхождения. Ожидается, 
что разработка таких клеточных биомаркерных сигнатур 
могла бы улучшить прогнозирование иммунного статуса 
и подбор индивидуальной терапии для каждого пациента.
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ    ЭПИДЕМИОЛОГИЯ

В. А. Полякова1, Е. Е. Давыдова1      , А. Р. Лупарев1, А. Д. Мацвай1, Н. И. Гнусарева1, М. А. Гордукова2, Е. В. Галеева2, А. А. Толоконцева1, 
Г. А. Шипулин1

ЭТИОЛОГИЧЕСКАЯ СТРУКТУРА ЭНТЕРОВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ У ДЕТЕЙ В МОСКОВСКОМ РЕГИОНЕ

Разнообразие и смена эпидемически значимых энтеровирусов (EV) приводит к постоянному изменению характера клинической картины и уровня 

заболеваемости. Цель работы — изучить случаи энтеровирусной инфекции (ЭВИ) у госпитализированных детей в период восстановление эпидемического 

процесса после пандемии COVID-19. Был собран клинический материал от 156 пациентов с ЭВИ различных возрастных групп. Проведено 

генотипирование вирусов методом секвенирования по Сэнгеру 5’UTR-VP2 и VP1 фрагментов генома. Выявлено 16 типов энтеровирусов, для одного 

удалось установить только вид (EV-C). Доминирующим типом EV оказался Коксаки CV-А6 — доля составила 80,6% (95% ДИ: 66,7–95,5) в 2021 г. и 36,1% 

(95% ДИ: 27,5–44,6) в 2022 г. Чаще всего CV-А6 вызывал кожные поражения (экзантемы и энтеровирусный везикулярный стоматит с экзантемой) и 

респираторные инфекции.  В 2022 г. наблюдался рост доли CV-A10  —  27,0%  (95% ДИ: 19,2–34,9) в 2022 г. против 6,4%  (95% ДИ: 0–15,1) в 2021 г., наиболее 

частым проявлением CV-A10 была герпетическая ангина. Самые тяжелые случаи ЭВИ наблюдались при ЕСНО 6 и далее — у четверых из 11 пациентов 

диагностирован менингит, у остальных проявлялись неврологические симптомы (менингизм, интенсивная головная боль, рвота) на фоне лихорадки. 

Отмечено большое количество случаев ЭВИ, сопровождающихся присутствием в биоматериале других инфекционных агентов, что может быть связано 

с ослаблением иммунитета при развитии ЭВИ, чаще всего выявляли вирус герпеса 6-го типа. Нуклеотидные последовательности охарактеризованных 

энтеровирусов размещены в базе NCBI для возможности последующего эпидемиологического анализа циркуляции энтеровирусов на территории РФ.

Ключевые слова: энтеровирусная инфекция, эпидемически значимые энтеровирусы, вирусы Коксаки, эховирусы, энтеровирусный везикулярный 
стоматит с экзантемой, герпангина, коинфекция, секвенирование по Сэнгеру 
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ETIOLOGICAL STRUCTURE OF ENTEROVIRUS INFECTION IN CHILDREN IN THE MOSCOW REGION

The diversity and succession of epidemiologically significant enteroviruses (EV) lead to constant changes in the clinical presentation and morbidity levels. The 

aim of the study is to investigate cases of EV infection in hospitalized children during the resurgence of the epidemic process following the COVID-19 pandemic. 

We collected clinical samples from 156 patients with EV infection across a range of ages. Virus genotyping was performed using the Sanger sequencing of 

the 5’UTR-VP2 and VP1 genome fragments. Sixteen types of enteroviruses were identified, with one additional case identified only to the species level (EV-C). 

The dominant EV type was Coxsackie CV-A6, with a share of 80.6% (95% CI: 66.7–95.5) in 2021 and 36.1% (95% CI: 27.5–44.6) in 2022. Most commonly, 

CV‑A6 caused skin lesions (exanthema or HFMD) and respiratory manifestations. In 2022, the proportion of CV-A10 cases increased considerably to 27.0% 

(95% CI: 19.2–34.9) compared with 6.4% (95% CI: 0–15.1) in 2021. The most common clinical manifestation of CV-A10 was herpangina. The most severe EV 

infection cases were associated with ECHO 6 — four out of 11 patients were diagnosed with meningitis, while the remaining patients exhibited neurological 

symptoms (meningism, intense headache, vomiting) accompanied by fever. We observed a large number of EV cases accompanied by the presence of other 

infectious agents in biological samples, which may result from immune suppression during EV infection development. The most common of these agents was 

human herpesvirus 6 (HHV-6). The nucleotide sequences of the characterized enteroviruses have been deposited in the NCBI database to enable subsequent 

epidemiological analysis of enterovirus circulation in the Russian Federation.
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ORIGINAL RESEARCH    EPIDEMIOLOGY

Энтеровирусы представляют собой разнообразную группу 
небольших безоболочечных вирусов с несегментированным 
(+)-РНК-геномом, включающую патогенные и условно-
патогенные для человека вирусы видов Enterovirus 
alphacoxsackie (EV-A), Enterovirus betacoxsackie (EV-B), 
Enterovirus coxsackiepol (EV-C), Enterovirus deconjuncti (EV-D). 
В то время как полиовирусы, способные вызывать тяжелые 
формы нейропатогенеза, находятся  на грани ликвидации, 
неполиомиелитные энтеровирусы различных видов, 
включающие вирусы Коксаки, эховирусы и нумерованные 
энтеровирусы, широко распространены и вызывают 
разнообразные клинические формы энтеровирусной 
инфекции (ЭВИ), в том числе  энтеровирусный 
везикулярный стоматит с экзантемой (HFMD), различные 
виды экзантем, герпетическую ангину (энтеровирусный 
везикулярный фарингит), заболевания верхних и нижних 
дыхательных путей, геморрагический конъюнктивит, 
инфекции желудочно-кишечного тракта (ЖКТ), 
эпидемическую миалгию, миоперикардит, нейроинфекции 
(энцефалит, менингит, острый вялый миелит) и другие 
формы заболеваний. 

Установлена определенная корреляция между видами 
энтеровирусов и характерными для них клиническими 
проявлениями. Энтеровирусы вида EV-A преимущественно 
вызывают HFMD и герпетическую ангину. Энтеровирусы 
вида EV-B (Коксаки В, ЕСНО) являются доминирующими 
возбудителями энтеровирусного менингита. Энтеровирус 
D68 (вид EV-D) в основном поражает верхние и нижние 
дыхательные пути. Однако следует учитывать, что 
клиническая картина при одном типе энтеровируса может 
варьироваться значительно в зависимости от состояния 
иммунитета и других индивидуальных особенностей 
пациента.  Около 85% случаев ЭВИ протекают бессимптомно, 
около 12–14% диагностируют как легкие формы и 
только 1–3% имеют тяжелое течение [1, 2].  Клинические 
проявления ассоциированы также с определенными 
возрастными группами. У взрослых пациентов заболевание 
часто протекает как легкая респираторная или кишечная 
инфекция, у детей развивается HFMD, герпетическая 
ангина, экзантемы. К тяжелым неврологическим формам, 
таким как энтеровирусный менингит, предрасположены 
дети 3–14 лет [2]. 

Наблюдения за ЭВИ показывают, что существуют 
различные модели циркуляции отдельных типов 
энтеровирусов, например, ECHO 9, ECHO 30, EV-D 68 имеют 
тенденцию к вспышкам, тогда как СV-B4 и некоторые другие 
типы имеют относительно стабильную циркуляцию [2, 3]. 

Смена многообразных эпидемически значимых типов 
энтеровирусов может быть обусловлена различными 
факторами, однако она сопровождается изменением уровня 
заболеваемости и характера клинической картины ЭВИ, что 
указывает на необходимость постоянного наблюдения за 
циркуляцией и активностью вируса. Мониторинг активности 
различных типов и их распространенности позволяет 
предсказать возникновение вспышек или увеличение 
случаев тяжелых форм заболеваний [1, 4]. 

Снижение активности циркуляции энтеровирусов 
в 2020 г. из-за противоэпидемических мероприятий, 
связанных с COVID-19, привело к росту доли населения, 
не имеющего иммунитета к энтеровирусной инфекции, 
что способствовало более активному распространению 
инфекции в последующие годы. Так, согласно данным 
официальной статистики в Российской Федерации (РФ), 
регистрируется рост заболеваемости ЭВИ, в 2024 г. 
зарегистрирован 21 491 случай (14,69 на 100 тыс. населения), 

что превышает средний многолетний показатель (СМП) в 
1,5 раза [5].

До пандемии большую значимость в РФ имели 
энтеровирусы вида EV-B, включая ECHO 30, имеющие 
высокий риск развития менингитов, однако после снижения 
циркуляции энтеровирусов в 2020 г. доля EV-B значительно 
снизилась, отмечается рост заболеваемости, связанный с 
EV-A, прежде всего  серотипами Коксаки А6 и А10 [2, 6]. 
По данным молекулярно-генетического мониторинга в 
РФ доля CV-A6 в отдельные годы достигала 40% [2, 7]. В 
связи с этим изменилась и структура форм ЭВИ, участились 
случаи герпангин и экзантем, особенно у детей первых 
лет жизни [6]. Так в Иркутской области в 2023 г. основной 
клинической формой ЭВИ являлась герпангина (39,9%) 
и энтеровирусный везикулярный стоматит с экзантемой 
(28,9%) [8].

Цель работы — изучение случаев ЭВИ у детей, 
госпитализированных в стационары Московского региона 
в период восстановления эпидемического процесса 
(2021–2023 гг.) для оценки циркуляции различных типов 
энтеровирусов с учетом вызываемой ими клинической 
картины инфекции.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Материал для исследования

Для генотипирования энтеровирусов был собран 
клинический материал от 156 пациентов  различных 
возрастных групп Детской городской клинической 
больницы № 9 им. Г. Н. Сперанского (Москва, Россия). 
Критерий включения в исследование: наличие диагноза 
энтеровирусной инфекции. Возраст детей — 0–17 лет, 78% 
пациентов принадлежали возрастным группам 0–3 года и 
4–6 лет. Большая часть образцов (n = 122) была собрана 
в 2022 г., дополнительно в 2021 и 2023 гг. были отобраны 
31 и 3 образцов.

Образцы мазков из ротоглотки и носоглотки (n = 137) 
собирали от пациентов с симптомами ЭВИ или ОРВИ, кал 
(n = 18) собирали от пациентов с ОКИ. У одного пациента 
с диагнозом менингит был отобран образец ликвора (n = 1).
От каждого пациента исследовали только один вид 
клинического материала.

Образцы клинического материала собирали и хранили 
при температуре –70 °С до начала испытания.

Информация о месте проведения исследования

Исследование образцов методом ПЦР на наличие РНК 
энтеровирусов и других инфекционных агентов проводили 
на базе лабораторно-диагностического отделения ГБУЗ 
«ДГКБ № 9 им. Г. Н. Сперанского ДЗМ». Генотипирование 
энтеровирусов проводили на базе центра постгеномных 
технологий ФГБУ «ЦСП» ФМБА России.

Пробоподготовка биологического материала

Образцы мазков и ликвора не требовали пробоподготовки 
перед экстракцией РНК. Для приготовления экстракта кала 
около 0,1 г (0,1 мл) кала ресуспендировали в 0,8 мл фосфатно-
солевого буфера (VWR International, LLC, США). Гомогенную 
суспензию центрифугировали при 10 000 g на центрифуге 
MiniSpin (Eppendorf, Германия) в течение 5 мин, супернатант 
над поверхностью осадка объемом 300–400 мкл собирали и 
хранили при –70 °C для дальнейшего использования.
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ    ЭПИДЕМИОЛОГИЯ

Подтверждение наличия РНК энтеровирусов и других 
инфекционных агентов в клиническом материале 

Наличие энтеровирусов подтверждали с использованием 
набора реагентов «АмплиТест® Нейровирусы» (ФГБУ «ЦСП» 
ФМБА России, Россия). Наличие сопутствующих инфекций 
определяли с использованием наборов реагентов 
АмплиСенс® EBV/CMV/HHV6A/B-cкрин-FL, АмплиСенс® 
HSV I, II-FL, АмплиСенс® ОКИ-скрин-FL, АмплиСенс®ОРВИ-
скрин-FL, АмплиСенс® MRSA-скрин-титр-FL, АмплиСенс® 
Streptococcus pyogenes-скрин/монитор-FL (ФБУН ЦНИИЭ 
Роспотребнадзора, Россия).

Экстракция РНК 

Для выделения нуклеиновых кислот из клинического 
материала использовали набор реагентов для диагностики 
in vitro «АмплиТест® Магно-Сорб-Комбо» (ФГБУ «ЦСП» 
ФМБА России, Россия). Набор основан на методе 
экстракции нуклеиновых кислот в присутствии частиц 
магнетизированной силики и рекомендован для экстракции 
нуклеиновых кислот в автоматическом режиме. Выделение 
РНК проводили с использованием станции Auto-Pure 
96 (Hangzhou Allsheng Instruments Co., Ltd., Китай). При 
экстракции во все исследуемые образцы добавляли по 
10 мкл ВКО IC-R.

Получение кДНК

Обратную транскрипцию образцов РНК проводили с 
использованием набора реагентов «АмплиТест® Реверта» 
(ФГБУ «ЦСП» ФМБА России, Россия).

Амплификация 5’UTR-VP2 и VP1 участков генома 
энтеровирусов 

Область VP1 амплифицировали с использованием 
универсальных праймеров, рекомендованных для 
генотипирования энтеровирусов человека EV-A, EV-B, EV-
C, EV-D. Применяли двухраундовое термоциклирование с 
парой праймеров SO222 5’-CICCIGGIGGIAYRWACAT-3’ и 
SO224 5’-GCIATGYTIGGIACICAYRT-3’ для первого раунда 
амплификации и парой праймеров AN88 5’-TACTGGAC
CACCTGGNGGNAYRWACAT-3’ и AN89 5’-CCAGCACTG
ACAGCAGYNGARAYNGG-3’ для второго раунда [9]. Для 
амплификации участка 5’UTR-VP2 генома энтеровирусов 
использовали олигонуклеотидные праймеры собственного 
дизайна — EV_S_for 5’-GTGTAGMTYRGGYYGATGAG-3’ и 
EV_S_rev 5’-RTCHGGRAAYTTCCAVYACCA-3’. 

Электрофоретический анализ ПЦР продуктов 
и их очистка

Электрофорез ПЦР продуктов проводили в 2%-м 
агарозном геле. Очистку ПЦР продуктов ДНК осуществляли 
с использованием магнитных частиц KAPA Pure Beads (KAPA 
Biosystems, Wilmington, MA, США). Измерение концентрации 
нуклеиновых кислот проводили спектрофотометрически на 
приборе NanoDrop 2000C (Thermo Scientific, Waltham, MA, США). 

Секвенирование участков генома энтеровирусов

Реакцию секвенирования по Сэнгеру осуществляли с 
использованием реагентов BigDye™ Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific) в полном соответствии 

с протоколом производителя на приборе SimpliAmp Thermal 
Cycler (Thermo Fisher Scientific). Для секвенирования ПЦР 
продуктов VP1 и 5’UTR-VP2 использовали внутренние 
праймеры AN232 5’ CCAGCACTGACAGCA 3’ [9] и EV_S_in 
5’ CATGGTGYGAAGAGYCTATTGAGC 3’ соответственно. 
Анализ полученных флуоресцентно меченых фрагментов 
проводили на приборе Applied Biosystems 3500 Genetic 
Analyzer (Thermo Fisher Scientific).

Наличие РНК энтеровирусов было подтверждено 
для 156 образцов клинического материала от детей с 
диагнозом энтеровирусной инфекции. Генотипирование по 
двум участкам генома удалось провести для 96 образцов
энтеровирусов, результаты типирования VP1 и 5’UTR-VP2
совпали для всех образцов. Для 40 образцов 
генотипирование проводили только по 5’UTR-VP2-участку, 
а для 20 образцов по VP1 участку генома. 

В базе данных NCBI GenBank были размещены 
нуклеотидные последовательности фрагмента VP1 (PX468781–
PX468895) и региона 5'UTR-VP2 (PX491339–PX491474).

Определение типов энтеровирусов

Использовали ресурсы Enterovirus Genotyping Tool Version 0.1, 
National Institute for Public Health and the Environment, Bilthoven, 
The Netherlands) [10] и NCBI BLAST [11]. 

Статистическая обработка данных

Использовали ресурс Medcalс [12] и стандартные функции 
программы Microsoft Excel (корпорации Microsoft). Для 
сравнения частоты симптомов между группами рассчитывали 
точный двусторонний критерий Фишера, различия считали 
статистически значимыми при p < 0,05. Для выборок с малым 
числом наблюдений (n < 10) статистическое сравнение не 
проводили.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

При генотипировании энтеровирусов, полученных из 
биологического материала от детей выявлено 16 различных 
типов энтеровирусов, для одного образца удалось 
установить только вид энтеровируса EV-C. Большинство 
исследуемых энтеровирусов принадлежали типу EV-A CV-A6, 
среди образцов 2021 г. их доля составила 80,6%, в 2022 г. —
36,1%. Вторым по распространенности у пациентов с 
ЭВИ энтеровирусом был CV-A10, количество случаев 
среди образцов 2021 г. составило 6,5%, а среди образцов 
2022 г. 27,0%. Другие EV-A энтеровирусы в нашем 
исследовании выявлялись значительно реже. Вирус 
CV-A16 был обнаружен только у одного пациента в 2022 г.  

Вирусы EV-B типов CV-A9, CV-B2, CV-B3, CV-B5, ЕСНО 6, 
ЕСНО 9, ЕСНО 11 были выявлены у 16,0% пациентов в 2021–
2022 гг. Среди них доминировал ECHO 6, его доля в 2022 г. 
составила 9,0%. 

Кроме того, выявлены три образца энтеровируса 
вида EV-C (два случая CV-A19 и один случай EV-C 
неустановленного типа) и четыре образца энтеровируса EV-
D68 вида EV-D. Полученные результаты генотипирования 
энтеровирусов приведены в табл. 1.

Был проведен анализ взаимосвязи симптомов у 
пациентов с ЭВИ при инфицировании энтеровирусами 
различных типов. При инфицировании энтеровирусами 
вида EV-A (CV-A2, CV-A3, CV-A4, CV-A5, CV-A6, CV-A10, CV-A16) 
у пациентов наблюдались сходные симптомы — HFMD, 
экзантемы, заболевания верхних и нижних дыхательных 
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путей, герпетическая ангина, желудочно-кишечные 
инфекции, острый геморрагический конъюнктивит. При 
инфицировании энтеровирусами вида EV-B (CV-A9, CV-B2, 
CV-B3, CV-B5, ЕСНО 6, ЕСНО 9, ЕСНО 11) у пациентов 
в основном проявлялись неврологические симптомы 
(менингизм, интенсивная головная боль, рвота) на фоне 
лихорадки, респираторных и/или кишечных симптомов.  
У четверых из 11 пациентов с ЕСНО6-инфекцией был 
диагностирован менингит (рис. 1).

Для достаточно представленных случаев инфекции, 
вызванных энтеровирусами типов CV-A6 (n = 69) и CV-A10
(n = 35), проведено сравнение частоты различных 
клинических проявлений (табл. 2). Достоверно показано, 
что в данном исследовании экзантемы развивались чаще 
у пациентов с СV-A6-инфекцией, чем при CV-A10 (65,2% 
vs 25,7%), а герпангина, наоборот, чаще отмечалась при 
CV-A10-инфекции (62,9% vs 23,2%).

Была изучена частота выявляемости у пациентов с ЭВИ 
других инфекционных агентов, в том числе вызывающих 
клиническую картину, схожую с ЭВИ (экзантемы, 
респираторные, кишечные или нейроинфекции). 
Исследование проводили на наличие РНК/ДНК вирусов 
герпеса 1-го, 2-го, 6-го типов (HSV 1/2, HHV-6), Эпштейна–
Барр (EBV), цитомегаловируса (HCMV), риновирусов 
(HRV), респираторно-синцитиального вируса (RSV), 
метапневмовируса (HMPV), вирусов парагриппа 1–4-го
типов (HPIVs), бокавируса (HBoV), аденовирусов HAdV B, 
HAdV C, HAdV E и HAdV F (HAdV), коронавирусов ОС43, 
Е229, NL63, HKUI (HCoVs), ротавируса A, норовируса 
II геногруппы, астровирусов, ДНК Shigella spp./EIEC, 
Salmonella spp., Campylobacter spp., Streptococcus pyogenes, 
Staphylococcus spp, Candida albicans. 

Общее количество случаев ЭВИ, сопровождающихся 
присутствием других инфекционных агентов в различных 

сочетаниях, составило 29,5%, однако в большинстве 
случаев не замечено их влияния на тяжесть течения 
ЭВИ. Наиболее часто выявляли вирус герпеса 6-го 
типа (HHV-6) — до 17% всех исследованных случаев 
ЭВИ. В 7% случаев наблюдалась инфекция несколькими 
возбудителями — смешанная вирусная инфекция, 
например, CV-A10 /HHV-6/EBV/HCMV, или бактериально-
вирусная инфекция, например, CV-A6/Astrovirus/ Shigella 
spp. (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

При генотипировании выявленных в 2021–2022 гг. 
в Московском регионе у детей энтеровирусов было 
показано, что CV-А6 тип занимает доминирующее 
положение. Известно, что CV-A6 получил широкое 
распространение в европейских странах с 2008 г., а 
затем распространился в Азии и Северной Америке.  
Отмечаются атипичные формы CV-A6-инфекции, 
протекающие с необычными кожными проявлениями 
(экзантемы, сыпь, экзема, волдыри, онихомадезис) [13, 14]. 
В 2017 г. уровень распространенности CV-A6 в отдельных 
странах достигал 71,1% [15], масштабные вспышки 
зарегистрированы в Бразилии, Вьетнаме, Франции, Китае 
[16–20]. Доминирующее положение энтеровируса CV-A6 
на территории нашей страны подтверждается данными 
Референс-центра, распространенность CV-A6 среди 
пациентов с ЭВИ составила — 13% в 2018 г., 29% в 2019 г.,
40% в 2021 г., 19% в 2022 г., 34% в 2023, 17% в 2024 г  [2]. 
По сравнению с классическим вирусом Коксаки CV-A16,
бывшим ранее частой причиной HFMD [2, 21], CV-A6-
инфекция характеризуется большей продолжительностью, 
атипичными кожными проявлениями, а также 
неврологическими симптомами [15, 18].  

Таблица 1. Результаты типирования энтеровирусов, обнаруженных в биологическом материале от детей в 2021–2023 гг. в Москве

Тип энтеровируса

2021 г. 2022 г. 2023 г. Всего

Количество 
пациентов, n = 31

Доля n, %
(95% ДИ)

Количество 
пациентов, n = 122

Доля n, % 
(95% ДИ)

Количество 
пациентов n = 3

156

Enterovirus alphacoxsackie, EV-A

CV-A2 1 3,2 (0–9,4) 1 0,8 (0–2,4) – 2

CV-A3 – – 1 0,8 (0–2,4) – 1

CV-A4 1 3,2 (0–9,4) 7 5,7 (1,6–9,9) 1 9

CV-A5 1 3,2 (0–9,4) 6 4,9 (1,1–8,8) – 7

CV-A6 25 80,6 (66,7–95,5) 44 36,1 (27,5–44,6) – 69

CV-A10 2 6,5 (0–15,1) 33 27,0 (19,2–34,9) – 35

CV-A16 – – 1 0,8 (0–2,4) – 1

Enterovirus betacoxsackie, EV-B

CV-A9 – – 4 3,3 (0,12–6,4) – 4

CV-B2 – – 1 0,8 (0–2,4) – 1

CV-B3 1 3,2 (0–9,4) – – – 1

CV-B5 – – 4 3,3 (0,12–6,4) – 4

ECHO 6 – – 11 9,0 (3,9–14,1) – 11

ECHO 9 – – 3 2,5 (0–5,2) – 3

ECHO 11 – – 1 0,8 (0–2,4) – 1

Enterovirus coxsackiepol, EV-C

CV-A19 – – 1 0,8 (0–2,4) 1 2

Unknown – – 1 0,8 (0–2,4) – 1

Enterovirus deconjuncti, EV-D

EV-D68 – – 3 2,5 (0–5,2) 1 4
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В данном исследовании CV-А6 преимущественно 
вызывал экзантемы и заболевания верхних и нижних 
дыхательных путей, реже HFMD, герпетическую ангину, 
желудочно-кишечные инфекции и острый геморрагический 
конъюнктивит. В четырех случаях у пациентов возрастом 
до 3 лет (около 6% пациентов с CV-A6) инфекция протекала 
тяжело, сопровождалась судорогами и потерей сознания 
на фоне пиретической лихорадки. Из них только в одном 
случае выявлен сопутствующий инфекционный агент 
(вирус HHV-6), поэтому осложненное течение, вероятно, 
не связано с коинфекцией.

Показано, что по сравнению с 2021 г. в 2022 г. доля 
доминирующего типа CV-A6 снизилась с 80,6 до 36,1% с 
одновременным увеличением доли случаев CV-A10 с 6,5 
до 27,0%. Полученные данные коррелируют с данными 
о росте числа случаев CV-A10-инфекции в регионах 
РФ и других странах [2, 22, 23].  В основном симптомы 
CV-A10 совпадали с симптомами CV-A6-инфекции, 
однако показана предрасположенность к развитию 
герпетической ангины при снижении случаев различных 
экзантем. У шести пациентов возрастом 0–6 лет (17% 
пациентов с CV-A10) наблюдались судороги и/или потеря 

сознания на фоне пиретической лихорадки, только у двух 
из них выявлены сопутствующие инфекционные агенты 
(HHV-6, HAdV). Случаев развития менингита в данном 
исследовании при CV-A10 не отмечено, хотя такие случаи 
были описаны ранее, по опубликованным данным CV-A10 
инфекция протекает тяжелее, чем CV-A6 или CV-A16 [22].

Отдельно стоит отметить, что у двух пациентов с CV-A10
и CV-A3 энтеровирусной инфекцией наблюдалось 
достаточно редкое осложнение — развитие инфекций 
мочевыводящих путей (ИМП). Цитопатогенное действие 
энтеровирусов на клетки почечной ткани было описано 
ранее, что указывает на возможность вовлечения в 
патологический процесс органов мочевой системы [24].

Среди энтеровирусов вида EV-B наибольшая доля 
принадлежит ЕСНО 6, все они были обнаружены у пациентов 
в 2022 г., что коррелирует с эпидемическим подъемом 
ECHO 6, который наблюдался в 2022 г. на всей территории 
РФ [2]. Отмечена симптоматика нейроинфекции, часть 
пациентов перенесла менингит, у остальных наблюдались 
неврологические симптомы (менингизм, интенсивная 
головная боль, рвота) на фоне лихорадки, респираторных 
и/или кишечных симптомов. Один из случаев ЕСНО 6-

Рис. 1. Взаимосвязь клинических симптомов с типом энтеровируса. Инфекция ЦНС — инфекция центральной нервной системы (менингит); реакция ЦНС — 
реакция центральной нервной системы (энцефалопатия, менингизм, судороги, нарушение сознания, апноэ); лихорадка (субфебрильная, фебрильная, 
пиретическая лихорадка); HFMD — hand, foot and mouth disease — энтеровирусный везикулярный стоматит с экзантемой; герпангина — энтеровирусный 
везикулярный фарингит; инф. ниж. дых. путей — инфекция нижних дыхательных путей (бронхит, пневмония); инф. верх. дых. путей — инфекция верхних 
дыхательных путей (ринит, фарингит, тонзиллит, трахеит); инфекция ЖКТ — инфекция желудочно-кишечного тракта (инфекционный гастрит, энтерит, колит); 
ИМП — инфекция мочевыводящих путей
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CV-A19 (n = 2) EV-D68 (n = 4)
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инфекции проявился у ребенка как энтеровирусный 
везикулярный фарингит, однако по эпидемиологическому 
анамнезу известно, что у матери данная инфекция протекала 
в форме энтеровирусного менингита. Приведенный пример 
не согласуется с типичной клинической моделью ЭВИ, 
согласно которой взрослые переносят инфекцию в более 
легкой или бессимптомной форме, тогда как в описанной 
ситуации более тяжелое течение заболевания наблюдалось 
у родителя.

Для других энтеровирусов вида EV-B ЭВИ протекали с 
симптомами кишечных (гастроэнтериты, энтероколиты) и 
респираторных (ринит, бронхит) инфекций без нарушений 
работы центральной нервной системы; в отдельных случаях 
наблюдалось развитие герпетической ангины (CV-B3, ЕСНО 6) 
и HFMD (ЕСНО 6, ЕСНО 9). ЕСНО 11, который связывают с 
развитием неонатального сепсиса у младенцев, был выявлен 
только у трехлетнего пациента с симптомами респираторной 
инфекции. Вирус ЕСНО 30, являвшийся на протяжении 
многих лет доминирующим возбудителем энтеровирусного 
менингита в РФ, не был выявлен в данном исследовании, 
эти данные коррелируют с результатами исследований 
Референс-центра по мониторингу за энтеровирусными 
инфекциями, так как после начала пандемии COVID-19 в 
период 2021–2022 гг. ЕСНО 30 практически не выявлялся 
на территории РФ. Однако стоит отметить, что в следующем 
периоде наблюдается рост случаев ЕСНО 30, так в 2024 г. 
они составили до 8% от всех случаев ЭВИ [2]. 

Были также выявлены два случая инфекции вирусом 
CV-A19 вида EV-C. По литературным данным CV-A19 
является достаточно редким возбудителем ЭВИ и 
может вызывать различные респираторные и кишечные 
инфекционные формы, герпангину, а также менингиты и 
острый вялый миелит [25–26]. В первом случае у пациента 
развилась герпетическая ангина с инфекционным 
энтероколитом. Во втором случае на фоне норовирусной и 
астровирусной коинфекции у ребенка наблюдались острый 
инфекционный гастроэнтерит, токсикоз, эксикоз и ацидоз, 
отмечены расстройство речи и логоневроз, по результатам 
электроэнцефалографии выявлена эпилептиформная 
активность. Затрагивающие ЦНС последствия, вероятно, 
связаны с тяжелой кишечной ко-инфекцией. 

К эпидемиологически значимым энтеровирусам 
относится EV-D68, тоже выявленный в настоящем 
исследовании. Для EV-D68 наиболее характерны 
респираторные симптомы, однако начиная с 2014 г. его 

связывают с развитием острого вялого миелита, имеющего 
симптомы с поражением нижних двигательных нейронов в 
сером веществе спинного мозга, нарушением рефлексов, 
дыхательной недостаточности, внезапным появлением 
мышечной слабости [27]. Вспышки EV-D68-инфекции, 
сопровождающейся развитием острого вялого паралича, 
миелита, миокардита, перикардита, неонатального 
сепсиса, пневмонии, были зафиксированы в США и 
Европе. В РФ единичные случаи EV-D68 регистрируются 
с 2018 г. Выявленные в данном исследовании случаи 
EV-D68 инфекции у детей 5–12 лет были сопряжены 
с заболеваниями респираторного тракта, включая 
ринофарингит, обструктивный бронхит и пневмонию.  

Наши данные показывают высокую долю случаев ЭВИ, 
сопровождающихся присутствием других инфекционных 
агентов (до 30% всех случаев), что подтвержает ранее 
опубликованные данные о случаях коинфекций при 
различных формах ЭВИ. В литературе описаны случаи 
коинфекций при неонатальном менингите EV / HSV-1 [28], 
при острой энцефалопатии CV-A6 / EV-D68 / парэховирус 
HPeV / HHV-6 [29], при менингите и сепсисе EV / Pasteurella 
multocida [30], при HFMD синдроме EV / HSV-1, CV-A6 / HHV7, 
CV-A6 / CMV [31, 32], при ИМП EV / Escherichia coli [33].  

По нашим данным в большинстве случаев коинфекция 
при ЭВИ была связана с возбудителями, которые могут 
находиться в организме в латентной форме и проявляются 
на фоне ослабления иммунитета — вирусы простого герпеса 
1-го и 2-го типов, цитомегаловирус, вирус Эпштейна–Барр, 
вирус герпеса 6-го типа, до 74% всех случаев обнаружения 
дополнительных инфекционных агентов. 

ВЫВОДЫ

Определено, что доминирующее положение среди 
обнаруженных энтеровирусов у детей с ЭВИ в 2021 и в 
2022 гг. в Московском регионе занимал Коксаки CV-А6, 
вызывающий преимущественно кожные поражения 
у пациентов. В 2022 г. наблюдался рост количества 
случаев CV-A10, для которого отмечена большая доля 
случаев с тяжелым течением заболевания по сравнению 
с CV-A6. Среди EV-B-вирусов наибольшая доля 
принадлежала ЕСНО 6, у ряда пациентов диагностирован 
менингит. Отмечено большое количество случаев ЭВИ, 
сопровождающихся присутствием в биоматериале 
пациентов других вирусных и бактериальных инфекционных 

Таблица 2. Сравнение клинических симптомов при ЭВИ, вызванных CV-A6 и CV-A10 типами

CV-A6 (n = 69) CV-A10 (n = 35)

OR (95% ДИ) p-value
Симптом Кол-во

Доля пациентов c симптомом,  
% (95% ДИ)

Кол-во
Доля пациентов c симптомом,  

% (95% ДИ)

Реакция ЦНС 4 5,8 (0,3–11,3) 6 17 (4,7–29,6) 0,3 (0,1–1,1) 0,08

Лихорадка 51 73,9 (63,5–84,3) 28 80 (66,7–93,2) 0,7 (0,3–1,9) 0,63

HFMD 25 36,2 (24,9–47,6) 7 20 (6,7–33,2) 2,3 (0,9–5,9) 0,12

Герпангина 16 23,2 (13,2–33,1) 22 62,9 (46,8–78,8) 0,2 (0,1–0,4) < 0,001

Экзантема 45 65,2 (53,9–76,4) 9 25,7 (11,2–40,2) 5,4 (2,2–13,4) < 0,001

Инфекции нижних 
дыхательных путей

7 10,1 (3,0–17,3) 5 14,3 (2,7–25,9) 0,7 (0,2–2,3) 0,53

Инфекции верхних 
дыхательных путей

30 43,5 (31,8–55,2) 9 25,7 (11,2–40,2) 2,2 (0,9–5,4) 0,09

Конъюктивит 2 2,9 (0–6,9) 1 2,9 (0–8,4) 1,0 (0,1–11,6) 1

Инфекция ЖКТ 14 20,3 (10,8–29,8) 5 14,3 (2,7–25,9) 1,5 (0,5–4,6) 0,59
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агентов, что может быть связано с ослаблением иммунитета 
при развитии ЭВИ. Нуклеотидные последовательности 
всех охарактеризованных энтеровирусов размещены 

в открытом доступе в NCBI, что делает возможным их 
использование в дальнейшем для эпидемиологического 
анализа циркуляции энтеровирусов на территории РФ.

Рис. 2. Выявление различных инфекционных агентов у пациентов с ЭВИ
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А. В. Иванова1,2      , Н. С. Чмелюк1,2, И. А. Кузьмичев1, М. И. Шиляева1, М. А. Абакумов1,2

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ВИЗУАЛИЗАЦИЯ СВЯЗЫВАНИЯ ТЕТРАПЕПТИДОВ HAEE-CY5 И ЕЕАН-СУ5 
C АГРЕГАТАМИ Aβ НА КЛЕТКАХ SH-SY5Y

В связи с высокой диагностической значимостью β-амилоидных агрегатов при болезни Альцгеймера особый интерес представляют целевые лиганды, 

способные к специфическому связыванию с патологическими агрегатами Aβ. Целью исследования было провести методом конфокальной микроскопии 

сравнительную характеристику связывающей способности тетрапептидов HAEE-Сy5 (Ac-His-Ala-Glu-Glu-Gly-Gly-Gly-Gly-Lys(ε-Cy5)-NH2) и EEAH-Cy5 

(Ac-Glu-Glu-Ala-His-Gly-Gly-Gly-Gly-Lys(ε-Cy5)-NH2) с агрегатами Aβ на клеточной линии нейробластомы человека SH-SY5Y. Показано, что тетрапептид HAEE-

Cy5 демонстрирует специфическое связывание с образованием характерных цитоплазматических скоплений и четкой колокализации с амилоидными 

агрегатами, в то время как пептид EEAH-Cy5 с обращенной последовательностью полностью утрачивает способность к связыванию. Количественный 

анализ подтвердил высокую специфичность связывания HAEE-Cy5 с агрегатами Aβ (коэффициент колокализации Мандерса 0.58 ± 0.03). Установлено, 

что N-концевое положение гистидина является критическим детерминантом специфичности взаимодействия. Результаты работы открывают перспективы 

применения пептида HAEE в качестве платформы для разработки целевых диагностических систем визуализации амилоидной патологии.
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Ivanova AV1,2      , Chmelyuk NS1,2, Kuzmichev IA1, Shilyaeva MI1, Abakumov MA1,2

COMPARATIVE IMAGING OF THE HAEE-CY5 AND ЕЕАН-СУ5 TETRAPEPTIDE BINDING 
TO THE Aβ AGGREGATES ON THE SH-SY5Y CELLS

Due to high diagnostic value of β-amyloid aggregates, the target ligands capable of specific binding to abnormal Aβ aggregates are of special interest. The study 

aimed to perform comparative characterization of the HAEE-Сy5 (Ac-His-Ala-Glu-Glu-Gly-Gly-Gly-Gly-Lys(ε-Cy5)-NH2) and EEAH-Cy5 (Ac-Glu-Glu-Ala-His-Gly-

Gly-Gly-Gly-Lys(ε-Cy5)-NH2) tetrapeptide capability of binding to the Aβ aggregates in the SH-SY5Y human neuroblastoma cell line by confocal microscopy. It 

has been shown that the HAEE-Cy5 tetrapeptide demonstrates specific binding yielding typical cytoplasmic clusters and clear co-localization with the amyloid 

aggregates, while the EEAH-Cy5 peptide with the inverted sequence totally loses the binding capability. Quantification has confirmed high specificity of the HAEE-

Cy5 binding to the Aβ aggregates (Manders' colocalization coefficient 0.58 ± 0.03). It has been found that the histidine N-terminal position is a critical determinant 

of the interaction specificity. The findings offer the prospects of using the HAEE peptide as a platform for the development of targeted disgnostic systems for 

amyloid disorder imaging.
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Болезнь Альцгеймера (БА) — наиболее распространенная 
в мире нейродегенеративная патология, которая обычно 
приводит к гибели нейронов и атрофии головного мозга, 
сопровождается накоплением патологических отложений: 
сенильных бляшек, состоящих из агрегированного 
β-амилоида (Aβ) и нейрофибриллярных клубков, 
образованных гиперфосфорилированным тау-белком [1, 2].
Несмотря на многолетние исследования, амилоидная 
гипотеза остается одной из центральных в объяснении 
патогенеза БА. Накопление олигомерных форм Aβ и их 
последующая агрегация в зрелые, стабильные фибриллы 
считаются ключевым событием, запускающим каскад 
нейротоксичности и нейровоспаления [3–5], поскольку 
агрегаты Aβ являются основным структурным компонентом 
сенильных бляшек, что делает их приоритетной мишенью 
для разработки методов диагностики и терапии. Одним 
из перспективных подходов является поиск соединений, 
способных ингибировать агрегацию Aβ. В настоящее время 
разрабатывают различные классы таких соединений, 
включая малые молекулы [6, 7], моноклональные антитела 
(адуканумаб, леканемаб) [8, 9], пептиды [10], природные 
лиганды [11], многофунгкциональные гибридные 
молекулы [12], однако многие из них сталкиваются с 
проблемами низкой биодоступности, ограниченной 
эффективности на поздних стадиях БА или серьезными 
побочными эффектами, такими как ARIA (аномалии 
визуализации, связанные с амилоидом) в случае 
антительной терапии [13, 14]. В этом контексте особый 
интерес представляют короткие пептиды, сочетающие 
целенаправленное действие с потенциально лучшей 
проникающей способностью. Таким соединением-
кандидатом является тетрапептид НАЕЕ. По некоторым 
данным [15], HAEE действует как специфический 
молекулярный инструмент, избирательно связывающийся 
с металлсвязывающим доменом пептида Aβ (11EVHH14), 
формируя в присутствии Zn²⁺ стабильный комплекс. 
Это взаимодействие, подтвержденное методами 
поверхностного плазмонного резонанса, ядерного 
магнитного резонанса и молекулярного моделирования, 
значительно нарушает Zn²⁺-зависимую димеризацию 
мономеров Aβ, тем самым препятствуя образованию 
токсичных олигомеров. Важным подтверждением 
эффективности HAEE стали эксперименты in vivo на 
гематоэнцефалическом барьере (ГЭБ): пептид не только 
подавлял Zn²⁺-индуцированное накопление амилоида, 
но и полностью предотвращал связанные с ним 
патологические фенотипы, включая паралич и сокращение 
продолжительности жизни трансгенных нематод [15]. 
В данных экспериментах не было зафиксировано 
признаков токсичности пептида, что указывает на его 
благоприятный профиль безопасности на этой модельной 
системе. Кроме того, для HAEE было показано еще одно 
ключевое свойство: фармакокинетические исследования 
и молекулярное моделирование указывают на его 
способность преодолевать ГЭБ [15]. Следует отметить, 
что НАЕЕ представляет собой пептид, происходящий 
из последовательности α4-субъединицы никотинового 
ацетилхолинового рецептора (nAChRα4) [16]. Таким 
образом, НАЕЕ обладает свойствами уникального 
кандидата для терапии БА: он имеет установленный 
механизм действия, направленный на ключевое звено 
патогенеза, и демонстрирует эффективность на уровне 
целого организма. Для дальнейшего подтверждения этого 
механизма простым и наглядным методом может служить 
прямое обнаружение связывания НАЕЕ с агрегатами Aβ 

в условиях клеточных культур. Для решения этой задачи 
одним из наиболее популярных и доступных методов 
является флуоресцентная микроскопия, в частности, с 
применением иммуноцитохимического анализа.

Таким образом, цель данной работы — провести 
прямую визуализацию и подтверждение связывания 
флуоресцентного конъюгата НАЕЕ-Су5 с агрегатами 
Aβ на клеточной линии нейробластомы человека SH-SY5Y 
с помощью флуоресцентной микроскопии для оценки 
его специфичности и перспектив использования пептида 
НАЕЕ в качестве целевого лиганда для диагностики и 
терапии БА.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Все эксперименты были выполнены в лаборатории отдела 
медицинских нанобиотехнологий Научно-исследовательского 
института трансляционной медицины РНИМУ имени 
Н. И. Пирогова. Конфокальную микроскопию проводили 
в лаборатории «Биомедицинские наноматериалы» 
Института биоинженерии Университета науки и 
технологий МИСИС.

В эксперименте исследовали соединения: HAEE-Cy5 
(Ac-His-Ala-Glu-Glu-Gly-Gly-Gly-Gly-Lys(ε-Cy5)-NH

2
, ЕЕАН-

Cy5 (Ac-Glu-Glu-Ala-His-Gly-Gly-Gly-Gly-Lys(ε-Cy5)-NH
2
, 

Су5-NH
2
. Исследуемые пептиды HAEE-Cy5 и EEAH-Cy5 

(чистота > 95% по данным ВЭЖХ) были синтезированы 
и предоставлены лабораторией отдела медицинских 
нанобиотехнологий НИИ трансляционной медицины 
РНИМУ имени Н. И. Пирогова. Пептиды состоят из 
тетрапептидной «головки» (HAEE или EEAH), соединенной 
через линкер из четырех остатков глицина (GGGG) с 
флуоресцентным красителем Cy5. 

Остаток L-лизина (K) в линкере обеспечивает точку 
конъюгации для красителя. Структурные формулы 
исследуемых соединений представлены на рис. 1. 

Лиофилизованные пептиды растворяли в стерильной 
деионизованной воде в концентрации 5–10 мМ и хранили 
аликвоты растворов при –20 °C не более 3 месяцев. Перед 
внесением пептидов на клетки растворы разводили 
в среде для культивирования клеток DMEM/F12, не 
содержащей эмбриональную телячью сыворотку (ФБС), до 
концентрации 5 мкМ. 

Культивирование клеток линии SH-SY5Y

Клеточную линию нейробластомы человека SH-SY5Y (ATCC, 
США) выращивали во флаконах для культивирования 
в среде, состоящей из DMEM/F12 (ServiceBio, Китай) с 
добавлением 10%-й ФБС («Cytiva (GE Healthcare Life Sciences 
HyClone)», США), смеси антибиотиков (пенициллин — 
100 мкг/мл, стрептомицин — 100 мкг/мл) (ServiceBio, Китай) 
и L-глутамина (100мМ) (ServiceBio, Китай), при 37 °C в 
атмосфере 5% CO

2
.

Препараты бета-амилоида

Лиофилизованный Аβ (Amyloid β-Protein (1–42) (E-PP-0428),
Elabscience, Китай) растворяли в 1% NH

4
OH до 

концентрации 1 мг/мл на ультразвуковой бане без нагрева 
в течение 10 мин. Далее раствор аликвотировали по 
10 мкл и хранили при –80 °C. Перед нанесением на клетки 
раствор вновь подвергали обработке ультразвуком 
в течение 30 мин при 37 °C в конечной концентрации 
(20 мкг/мл).
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Рис. 1. Структурные формулы исследуемых конъюгированных пептидов

Иммунофлуоресцентный анализ

Для исследования локализации соединений SH-SY5Y 
высаживали в лунки 24-луночного планшета по 200 × 103 
клеток на лунку. Через 24 ч клетки были обработаны  
препаратами Aβ (20 мкг/мл) в среде, не содержащей ФБС, и 
инкубировались 4 ч. После этого клетки дважды отмывали 
раствором Хенкса и добавляли исследуемые соединения 
(HAEE-Cy5, EEAH-Cy5, NH

2
-Cy5) в концентрации 5 мкМ 

и инкубировали 2 ч. Затем клетки подвергали фиксации 
в течение 15 мин в 4%-м параформальдегиде при 
+4 °C. Пермеабилизацию проводили в блокирующем 
буфере 0,2%-го Твин-20, 0,2%-м Тритон Х-100 и 2%-й 
козьей сыворотке в течение 30 мин при комнатной 
температуре. Далее проводили инкубацию в течение 
60 мин с первичными антителами (антитела мыши IgG1 
против человеческого белка бета-амилоида, abI, clone 
6E10 BioLegend) в разведении 1:100 000 (0,01 мкг/мл) 
в буфере (0,2% Твин-20, 0,2% Тритон Х-100, 0,2% козья 
сыворотка, ФБС). После этого клетки трижды отмывали 
раствором 0,2%-го Твин-20, 0,2%-го Тритона Х-100 по 
5 мин. Далее клетки инкубировали со вторичными атителами 
(abII, Антитела козы против IgG(H+L), конъюгированные с 
alexa 488, E-AB-1056, Elabscience, Китай). Инкубация со 
вторичными антителами также составляла 60 мин, после 
клетки трижды промывали раствором 0,2%-го Твин-20, 
0,2%-го Тритона Х-100 по 5 мин и окрашивали ядерным 
красителем DAPI.

Конфокальная микроскопия

Визуализацию клеток проводили с помощью микроскопа 
Nikon Eclipse Ti2 (Nikon, Токио, Япония), оснащенного лазерной 
сканирующей системой (ThorLabs, Ньютон, Нью-Джерси, 
США) и объективом Apo 60×/0.5-1.25 с масляной иммерсией. 
Сканирование проводили с помощью программного 
обеспечения ThorImageLS (версия 2.4) (Thorlabs, Ньютон, Нью-
Джерси, США); для обработки изображений использовали 
программное обеспечение Fiji 2.9.0.

Статистический анализ

Колокализацию изображений в каналах alexa488 и Cy5 
рассчитывали, используя программное обеспечение Fiji и 

коэффициент Мандерса; для анализа использовали n = 6 
изображений.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для подтверждения специфичности иммунофлуоресцентного 
окрашивания на клетках линии SH-SY5Y был проведен ряд 
контрольных экспериментов (рис. 2). При использовании 
только вторичных антител, конъюгированных флуоресцентной 
меткой alexa 488 (abII), значимый флуоресцентный сигнал 
не детектировался. Аналогично инкубация клеток с Aβ в 
отсутствие первичных антител (abI) не приводила к появлению 
специфического окрашивания. Обработка клеток только abI 
или abII без Aβ не вызывала значимого флуоресцентного 
сигнала. Интенсивное флуоресцентное окрашивание 
наблюдали исключительно при одновременном 
присутствии Aβ, abI и abII и соответствовало ожидаемой 
локализации целевых антигенов. Полученные результаты 
подтверждают, что специфическое окрашивание требует 
наличия всех компонентов системы и доказывают 
специфичность использованных антител.

Далее была исследована локализация НАЕЕ-
Cy5 и ЕЕАН-Сy5 на клетках. В ходе контрольного 
эксперимента с использованием свободного красителя 
Cy5-NH

2
 выявлена его неспецифическая интернализация, 

проявляющаяся в виде диффузного сигнала на мембране 
и в цитоплазме клеток. Частичную локализацию столь 
гидрофобного соединения в цитоплазме можно объяснить 
пермеабилизцией клеток при проведении анализа. 
Напротив, для соединений ЕЕАН-Сy5 и НАЕЕ-Cy5 
наблюдали интенсивный и структурно организованный 
сигнал, качественно отличающийся от контроля: он 
характеризовался выраженным мембраносвязанным 
компонентом и формированием дискретных скоплений в 
цитоплазме (рис. 3). Это свидетельствует о специфическом 
взаимодействии исследуемых соединений с клеточными 
структурами, которое не сводится к неспецифическому 
накоплению красителя.

В связи с обнаруженной специфической локализацией 
ЕЕАН-Cy5 и НАЕЕ-Cy5 была непосредственно проверена 
их способность к связыванию с агрегатами Aβ. Анализ 
конфокальных микрофотографий продемонстрировал 
четкую и интенсивную колокализацию сигнала НАЕЕ-Cy5 
(красный) с сигналом от отложений Aβ (alexa 488, зеленый), 

1 2
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визуализируемую в виде обширных желтых областей 
на совмещенном изображении (рис. 4), что однозначно 
указывает на высокоаффинное связывание тетрапептида 
НАЕЕ-Cy5 с амилоидными агрегатами. В отличие от НАЕЕ-
Cy5, для пептида ЕЕАН-Cy5 не было зафиксировано 
значимого сигнала в канале Cy5, что свидетельствует о 
его неспособности к специфическому взаимодействию 
с изучаемой мишенью. Исходный краситель Cy5 хоть 
и проявлял некоторую возможность связывания с 
амилоидными отложениями, в большей степени был 
локализован неспецифически, что также подтверждает 
высокое сродство HAEE-Cy5 к белковым агрегатам Aβ. Для 
дополнительного подтверждения колокализации каналов 
был расчитан коэффициент Мандерса между каналами 
изображений агрегатов Aβ и исследуемыми соединениями 
для полученных изображений: наиболее высоким значение 
коэффициента оказалось для соединения HAEE-Сy5 и 
агрегатов Aβ (0.58 ± 0.03), в то время как между каналами 
Aβ и Cy5 и каналами Aβ и ЕЕАН-Cy5 значения составляли 
0.22 ± 0.05 и 0.19 ± 0.02 соответственно, что говорит об 
отсутствии колокализации Cy5 и ЕЕАН-Cy5 и гораздо 
более высокой степени связывания HAEE-Cy5 с Aβ. Крайне 
невысокий сигнал флуоресценции от ЕЕАН-Cy5 может 
быть связан с его низкой способностью удерживаться 
на агрегатах Aβ и на других компартментах клетки. В 
то же время сигнал от Cy5 является значительным и 
усиливается в областях агрегатов Aβ, однако значительная 
часть флуоресценции распределена в области мембраны 
и цитоплазмы, что говорит о низкой специфичности 
связывания Cy5 с Aβ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Проведенное исследование позволило выявить 
фундаментальные различия в способности НАЕЕ-Cy5 и 
ЕЕАН-Cy5 к связыванию с агрегатами Aβ на клеточной 
линии SH-SY5Y, что, по-видимому, обусловлено их 
структурными особенностями. Несмотря на идентичный 
аминокислотный состав, обращенная последовательность 
ЕЕАН-Cy5 привела к полной потере функциональной 
активности, в то время как НАЕЕ-Cy5 продемонстрировал 
высокую специфичность к исследуемой мишени. 
Полученные данные позволяют предположить, что 
N-концевое положение гистидина в последовательности 
HAEE-Cy5 является критическим для формирования 
специфических взаимодействий с Aβ. Наши данные 
однозначно демонстрируют, что перенос гистидина (His, H) 
с первой на четвертую позицию в тетрапептидной «головке» 
лиганда приводит к резкому снижению способности к 
связыванию с Aβ. Известно, что N-концевой домен пептида 
Aβ содержит основные центры для связывания, а именно 
остатки His6, His13, His14, которые являются хорошими 
σ-донорами и участвуют в координации с металлами [17], а 
также ароматические остатки Phe4 и Tyr10, ответственные 
за π-π взаимодействия [17, 18]. Можно предположить, 
что гистидин в составе НАЕЕ участвует в аналогичных 
взаимодействиях с этими сайтами. В случае неактивного 
пептида ЕЕАН присутствие двух отрицательно заряженных 
остатков глутаминовой кислоты (Glu, E) в N-концевой 
позиции, а также присутствие флуоресцентного 
красителя Су5 на ε-конце лизина (Lys, K) могут вызывать 

Рис. 2. Контроль специфичности иммунофлуоресцентного окрашивания в клетках линии SH-SY5Y. Совмещение каналов демонстрирует локализацию 
целевых антигенов, меченных alexa 488 (зеленый) на агрегатах Aβ. Ядра клеток визуализированы с помощью DAPI (синий). Масштабный отрезок 20 мкм
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сворачивание пептидной цепи или создавать стерические 
препятствия, нарушающие пространственную ориентацию 
и доступность ключевого остатка гистидина. В такой 
конфигурации гистидин может быть стерически недоступен 
для взаимодействия с сайтами связывания на Aβ.

Количественным подтверждением высокой специфичности 
связывания НАЕЕ-Cy5 с амилоидными агрегатами 
служит расчет коэффициента колокализации Мандерса. 
Значение коэффициента 0.58 ± 0.03 для пары НАЕЕ-Cy5 / Aβ
существенно превышает значения для контрольных 
соединений (Cy5-NH

2
 / Aβ и ЕЕАН-Cy5 / Aβ), которые были 

близки к нулю. Этот количественный анализ убедительно 
свидетельствует, что интенсивный сигнал колокализации 
не является случайным и подтверждает высокое сродство 
пептида НАЕЕ именно к целевым Aβ-агрегатам, что 
полностью согласуется с визуальными наблюдениями 
и демонстрирует критическую важность правильной 
последовательности аминокислот для эффективного 
взаимодействия.

Отсутствие флуоресцентного сигнала от ЕЕАН-Cy5 при 
четкой детекции связывания HAEE-Cy5 с внеклеточными 
агрегатами Aβ указывает на его неспособность к 

специфическому взаимодействию с мишенью. Это различие, 
обусловленное неоптимальной первичной структурой 
контрольного пептида, может быть следствием нескольких 
факторов: нарушения связывания с Aβ, повышенной 
чувствительности к протеолитической деградации, 
ухудшенной клеточной проницаемости или ускоренного 
выведения из клетки. Таким образом, в отличие от HAEE-
Cy5, пептид ЕЕАН-Cy5 не выполняет целевую функцию, 
что подтверждает критическую важность конкретной 
аминокислотной последовательности для эффективного 
связывания. Стоит отметить, что в отсутствие Aβ оба 
пептида демонстрировали схожую внутриклеточную 
локализацию, что указывает на их стабильность 
и способность к проникновению в клетку. Однако 
интенсивный и структурно организованный сигнал от 
пептида НАЕЕ-Cy5, проявляющийся в виде дискретных 
цитоплазматических скоплений, указывает на его 
способность к проникновению в клетку и взаимодействию 
с внутриклеточными структурами. При этом, согласно 
литературным данным [19], наблюдаемая колокализация 
с Aβ (рис. 4) происходит во внеклеточном пространстве, 
что и подтверждает специфичность связывания. Важно 

Рис. 3. Локализация соединений EEАН-Cy5 и НАЕЕ-Cy5 в клетках линии SH-SY5Y. Сигнал от соединений, меченных Cy5 (красный). Ядра клеток визуализированы 
с помощью DAPI (синий). Масштабный отрезок 20 мкм
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Рис. 4. Визуализация связывания НАЕЕ-Cy5 и ЕЕАН-Cy5 с агрегатами Aβ в клетках линии SH-SY5Y. Сигнал от тетрапептидов, меченных Cy5 (красный). 
Антитела на Aβ, меченные alexa 488 (зеленый). Желтый цвет на совмещенном изображении указывает на колокализацию пептидов с агрегатами Aβ. Ядра 
клеток визуализированы с помощью DAPI (синий). Масштабный отрезок 20 мкм

отметить, что наблюдаемое распределение НАЕЕ-Cy5 
качественно отличалось от диффузного сигнала свободного 
красителя Cy5-NH

2
, что исключает объяснение простым 

накоплением красителя и подчеркивает роль пептидной 
последовательности в направленном связывании.

Полученные результаты имеют важное практическое 
значение. Выявленная специфичность НАЕЕ-Cy5 к 
агрегатам Aβ позволяет рассматривать его в качестве 
перспективного лиганда для создания диагностических 
средств. В частности, его можно использовать как 
основу для разработки: МРТ-контрастных препаратов 
для прижизненной визуализации амилоидных бляшек, 
флуоресцентных зондов для интраоперационной детекции 
амилоидных отложений, тераностических платформ для 
направленной доставки лекарственных средств. В отличие 
от НАЕЕ-Cy5, пептид ЕЕАН-Cy5 демонстрирует полное
отсутствие связывающей активности, и это наглядно 
показывает, что биологическая функция определяется 
не только аминокислотным составом, но и строго 
определенным порядком аминокислот. Для дальнейшего 
развития данного направления исследований требуется: 
1) детальное изучение молекулярных взаимодействий НАЕЕ 
с Aβ-методами молекулярного докинга и спектроскопии; 

2) оценка способности НАЕЕ ингибировать агрегацию 
Aβ in vitro; 3) исследование in vivo распределения 
и биодоступности НАЕЕ на трансгенных моделях 
БА. Таким образом, результаты работы не только 
идентифицировали высокоспецифичный лиганд для Aβ, 
но и продемонстрировали, что минимальные изменения 
в структуре пептида могут кардинально влиять на его 
функциональные свойства, что имеет фундаментальное 
значение для дизайна пептидных препаратов.

ВЫВОДЫ

В ходе исследования была успешно валидирована методика 
детекции агрегатов Aβ и визуализировано специфическое 
связывание тетрапептида НАЕЕ, конъюгированного с Cy5, 
с амилоидными агрегатами на клеточной линии SH-SY5Y, 
что было количественно подтверждено высоким 
коэффициентом колокализации Мандерса (0.58 ± 0.03). 
Критическая важность аминокислотной последовательности 
для этого взаимодействия была установлена на основании того, 
что пептид ЕЕАН-Cy5 с инвертированной последовательностью 
продемонстрировал полное отсутствие связывающей 
активности. Таким образом, установлено, что именно 
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А. Г. Пойдашева    , Д. О. Синицын, И. С. Бакулин, А. Х. Забирова, Д. Ю. Лагода, Н. А. Супонева, М. А. Пирадов

ОПРЕДЕЛЕНИЕ МИШЕНЕЙ ДЛЯ ПЕРСОНАЛИЗИРОВАННОЙ МУЛЬТИТАРГЕТНОЙ НЕИНВАЗИВНОЙ 
СТИМУЛЯЦИИ ЛОБНО-ТЕМЕННОЙ СЕТИ КОНТРОЛЯ

Персонализация выбора мишени для рТМС — актуальная задача, решение которой может значительно увеличить эффективность метода. Один 

из подходов к персонализации — стимуляция ключевых хабов индивидуальных сетей покоя. Цель исследования — разработка методологии 

персонализации рТМС на основе выделения индивидуальных хабов фронто-париетальной контрольной сети (FPCN) с оценкой вариабельности 

их локализации. Для определения хабов FPCN были построены индивидуальные карты с использованием в качестве seed групповой маски сети 

FPCN. С помощью алгоритма прожектора с радиусом сферы 5 мм были выбраны мишени в пределах дорсолатеральной префронтальной коры 

(ДЛПФК) и задней теменной коры (ЗТК). Анализировали вариабельность пространственной локализации мишеней и корректность применения 

рутинного «правила 5 см» для локализации ДЛПФК. У 24 здоровых добровольцев (9 мужчин, средний возраст 29±7 лет) продемонстрирована 

высокая межиндивидуальная вариабельность мишеней. Ни в одной из областей не существует универсального положения стимулирующей 

катушки, позволившего бы эффективно стимулировать мишени у всех добровольцев. Пространственный разброс точек выше в ДЛПФК (объемы 

многогранников, содержащих множества точек равны 2095 мм3 в ДЛПФК и 739 мм3 в ЗТК). Все индивидуальные мишени в ДЛПФК лежат в пределах 

маски FPCN, а для ЗТК ряд мишеней находится вне этой маски. Среднее расстояние между зоной кисти первичной моторной коры (М1) и ДЛПКК 

составило 64±13 мм. У 75% участников это расстояние превышало 5 см, что подтверждает некорректность применения рутинного «правила 5 см» 

позиционирования катушки для большинства испытуемых. Разработан алгоритм выбора персонализированных мишеней для рТМС по данным фМРТ 

покоя в ДЛПФК и ЗТК, которые являются ключевыми хабами FPCN.
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Poydasheva AG    , Sinitsyn DO, Bakulin IS, Zabirova AH, Lagoda DYu, Suponeva NA, Piradov MA

DETERMINING TARGETS FOR PERSONALIZED MULTITARGET NONINVASIVE STIMULATION 
OF THE FRONTOPARIETAL CONTROL NETWORK

Personalization of selecting a target for rTMS is a problem, solving which can significantly increase the method efficacy. Stimulation of the key hubs of individual-level 

resting-state networks represents an approach to personalization. The study aimed to develop an rTMS personalization method based on the selection of individual 

frontoparietal control network (FPCN) hubs and assessment of their localization variability. To determine the FPCN hubs, individual maps were built using the FPCN 

group mask as a seed. The searchlight algorithm with the sphere radius of 5 mm was used to select targets within the dorsolateral prefrontal cortex (DLPFC) and 

posterior parietal cortex (PPC). The target spatial localization variability and correctness of using the routine “5 cm rule” for the DLPFC localization were analyzed. 

In 24 healthy volunteers (9 males, average age 29±7 years), high interindividual variability of targets was demonstrated. In no area is there a universal position of 

the stimulation coil that would effectively stimulate targets in all volunteers. Spatial dispersion of points is higher in the DLPFC (volumes of the polyhedra containing 

the point sets are 2095 mm3 in the DLPFC and 739 mm3 in the PPC). All individual targets in the DLPFC are located within the FPCN mask, while in the PPC some 

targets are outside this mask. The average distance between the М1 zones and DLPFC is 64±13 mm. In 75% of the subjects, this exceeds 5 cm, which confirms 

that it was incorrect to use the routine “5 cm rule” for coil positioning in the majority of subjects. An algorithm to select personalized targets for rTMS based on the 

resting-state fMRI data in the DLPFC and PPC being the key FPCN hubs has been developed.

Keywords: multitarget transcranial magnetic stimulation, personalization, resting-state networks, frontoparietal control network
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Ритмическая транскраниальная магнитная стимуляция 
(рТМС) — один из методов неинвазивной нейромодуляции, 
широко используемый в исследовательской и клинической 
практике [1]. Протоколы рТМС оказывают долговременные 
эффекты, схожие с механизмами синаптической 
пластичности: высокочастотные протоколы и стимуляция
интермиттирующими тета-вспышками оказывают эффект, 
подобный долговременной потенциации (LTP-like), увеличивая 
возбудимость стимулируемой зоны коры, в то время как 
низкочастотные протоколы и стимуляция постоянными тета-
вспышками — эффект, подобный долговременной депрессии 
(LTD-like), уменьшая возбудимость стимулируемой зоны 
[2]. В последние годы широко обсуждаются нейросетевые 
эффекты рТМС, состоящие в возможности модулировать 
не только активность стимулируемой зоны, но и отдаленных 
регионов мозга, имеющих структурные или функциональные 
связи с этой зоной [3, 4].

Важной проблемой применения рТМС как в клинике, 
так и в исследовательской практике является высокая 
вариабельность эффектов, одной из возможных причин 
которой считается неоптимальный выбор мишени 
для стимуляции. Размер большинства стимулируемых 
анатомических областей превышает размер фокуса 
магнитного поля, генерируемого стимулирующей катушкой, 
что приводит к большому числу возможных вариантов 
позиционирования катушки в рамках данной области. 
Кроме того, различные зоны в пределах этих анатомических 
областей могут иметь разную цитоархитектонику, а также 
структурную и функциональную коннективности, что 
особенно важно в контексте нейросетевых эффектов 
рТМС [5, 6].

Появление нейронавигационных систем ТМС и 
алгоритмов расчета максимума ТМС-индуцированного 
электрического поля позволило в режиме реального 
времени контролировать положение стимулирующей 
катушки относительно индивидуальных структурных 
данных МРТ испытуемого, а также значительно 
увеличить точность ее позиционирования [7]. Кроме того, 
нейронавигационные системы позволили использовать для 
нацеливания данные функциональной МРТ (как групповые, 
так и индивидуальные), что открыло новые возможности 
для персонализированного определения и воздействия на 
выбранные мишени [8]. Исследуются различные подходы к 
персонализированному определению мишеней на основе 
функциональной МРТ покоя и с различными парадигмами. 
Одним из подходов является персонализированное 
определение локализации «хабов» той или иной сети 
покоя. Основная гипотеза в данном случае состоит в 
возможности оказания нейросетевых эфффектов ТМС и 
модуляции активности конкретной сети при стимуляции 
одного или нескольких ее «хабов».

Существует ряд методологических вопросов, связанных 
как с индивидуальным выделением сетей покоя, так и с 
определением самой мишени, исходя из выявляемых карт 
активации. Например, для выделения индивидуальных сетей 
покоя предложено несколько алгоритмов: итеративный 
(см. подробнее [9]), алгоритм Infomap [10], многосессионная 
иерархическая байесовская модель (multi-session hierarchical 
Bayesian model, MS-HBM) [11], метод независимых компонент 
(ICA) и др. В качестве мишени в пределах выделенных 
карт коннективности может быть задана точка, сигнал 
которой имеет максимальное значение интересующей 
характеристики функциональной коннективности [12], или 
использован ряд подходов, учитывающих коннективность 
зоны вокруг этой точки. Например, алгоритм прожектора 

(«searchlight») выделяет точку с максимальным средним 
от интересующей характеристики функциональной 
коннективности по сфере заданного радиуса с центром 
в этой точке [13], а кластерный алгоритм с помощью 
заданного порога отсекает кластер с максимальным 
сигналом и использует координаты центра масс этого 
кластера [14].

Лобно-теменная сеть контроля (frontoparietal control 
network, FPCN) — одна из наиболее стабильно выделяемых 
на фМРТ покоя сетей, активность которой связана с 
когнитивной деятельностью [15, 16]. Основными хабами 
FPCN, расположенными поверхностно и доступными для 
рТМС, являются дорсолатеральная префронтальная кора 
(ДЛПФК) и задняя теменная кора (ЗТК). В исследованиях
продемонстрирована возможность модуляции когнитивных 
функций в популяции здоровых испытуемых и пациентов при 
рТМС этих регионов без применения персонализированного 
подхода, однако результаты этих исследований гетерогенны 
вследствие высокой вариабельности эффектов [17–19]. 

Задачей настоящего исследования стала разработка 
методологии персонализированного определения мишеней 
для транскраниальной магнитной стимуляции на основе 
выделения индивидуальных хабов FPCN в пределах ДЛПФК 
и ЗТК с оценкой вариабельности локализации таких 
мишеней у здоровых добровольцев.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводили на базе ФГБНУ «Российский 
центр неврологии и нейронаук» в 2025 г. Для всех 
здоровых добровольцев собирали медицинский анамнез и 
демографические данные.

Участники исследования

Критерии включения: наличие добровольного 
информированного согласия; возраст — 20–50 лет. 
Критерии исключения: отказ от участия в исследовании; 
противопоказания к проведению МРТ; наличие 
неврологических заболеваний, влияющих на когнитивные 
функции, или психических заболеваний на момент 
включения в исследование или в анамнезе; наличие 
хронических тяжелых соматических заболеваний, 
декомпенсации хронической патологии или заболевания в 
острой фазе (например, ОРВИ).

В исследование были включены 24 здоровых 
добровольца в возрасте 21–48 лет (9 мужчин, средний 
возраст составил 29 лет, стандартное отклонение — 7 лет).

Всем добровольцам на магнитно-резонансном 
томографе Siemens MAGNETOM Prisma (Германия) 
с величиной магнитной индукции 3 Tл проводили 
нейровизуализационное обследование.

Получение и предобработка данных МРТ

Протокол нейровизуализационного исследования включал 
режим Т1-взвешенных изображений с возможностью 
реконструкции изображений в любых проекциях (MPR) 
для получения структурных данных (TR 2300 мс, воксел 
1 × 1 × 1 мм3) и режим «мультипланарное градиентное 
эхо» (TR 1500 мс, воксел 2 × 2 × 2,2 мм3) для записи 
сигнала фМРТ покоя с целью анализа функциональной 
коннективности.

Анализ данных МРТ проводили с использованием 
программных пакетов CONN (Functional Connectivity SPM
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Toolbox 2017, McGovern Institute for Brain Research, 
Massachusetts Institute of Technology (http://ww.nitrc.org/
projects/conn), Кембридж, США) версии 22.v2407 и SPM12 
(Functional Imaging Laboratory, Wellcome Department of 
Imaging Neuroscience, Institute of Neurology (http://www.
fil.ion.ucl.ac.uk/spm/software), Лондон, Великобритания).
Для функциональных изображений производили 
выравнивание с коррекцией искажений восприимчивости 
с использованием карт поля, коррекцию времени 
срезов, обнаружение выбросов. Структурные данные 
были сегментированы на ткани и нормализованы в 
пространство MNI (Montreal Neurological Institute), а 
функциональные данные нормализованы с помощью 
поля деформации, вычисленного для структурных данных 
(непрямая нормализация). Для функциональных данных 
производилось также пространственное сглаживание с 
гауссовым ядром с полной шириной на полувысоте (FWHM), 
равной 8 мм. При этом средний сигнал для региона, с 
которым рассчитывалась коннективность (в методе seed-
to-voxel, описанном ниже), вычислялся по несглаженным 
данным, чтобы избежать примешивания сигнала соседних 
регионов.

Кроме того, из функциональных данных с помощью 
регрессии были удалены вклады артефактов, 
пропорциональные сигналу белого вещества (пять 
главных компонент), ликвора (пять главных компонент), 
параметрам движения и их производным первого порядка 
(12 регрессоров), сканам-выбросам, эффекту сессии и 
его производной первого порядка (два регрессора), а 
также линейный тренд (два регрессора), с последующей 
полосовой фильтрацией в диапазоне 0,008–0,09 Гц.

Анализ данных фМРТ покоя с целью выбора 
мишеней для стимуляции

Была проанализирована литература, посвященная 
решению задачи нахождения индивидуального разбиения 
поверхности коры на функциональные сети покоя и выбора 
в имеющихся зонах оптимальной точки в рамках данного 
участка сети. Был определен оптимальный набор подходов 
на каждом из этапов анализа данных, который затем был 
объединен в алгоритм выбора персонализированных 
мишеней для рТМС. Основные шаги этого алгоритма 
представлены ниже. 

Алгоритм выбора персонализированных мишеней для 
рТМС, входящих в лобно-теменную сеть контроля 
(fronto-parietal control network, FPCN)

Шаг 1. Построение карты степени принадлежности точек 
мозга сети FPCN.

Используется метод seed-to-voxel — расчет 
коннективности данного региона (называемого seed-
регионом) с остальными вокселами мозга. Метод 
применяется к индивидуальным данным фМРТ покоя. В 
качестве seed-региона используется маска сети FPCN, 
полученная в работе [20] по средней коннективности 
в группе из 1000 здоровых добровольцев. Полученная 
карта seed-коннективности принимается в качестве карты 
степени принадлежности точек мозга сети FPCN.

Шаг 2. Формирование набора вокселов-кандидатов для 
выбора мишеней, лежащих на поверхности мозга.

Отбираются вокселы, лежащие на поверхности мозга. 
Для этого применяется функция spm_erode к маске 
внутричерепного объема из пакета SPM, приведенной 

к индивидуальному пространству данного испытуемого. 
Эта функция вычисляет область, получаемую из 
заданной области удалением одного слоя вокселов с 
ее поверхности. Вокселы, удаленные этой функцией, 
вычисляются вычитанием масок внутричерепного объема 
до и после применения spm_erode. Набор этих вокселов 
принимается за границу внутричерепного объема, среди 
них производится дальнейший выбор мишеней.

Шаг 3. Отбор вокселов-кандидатов, лежащих в заданных 
целевых регионах.

Среди полученных на предыдущем шаге вокселов 
отбираются лежащие в целевых регионах: ДЛПФК и ЗТК.

Левая ДЛПФК была определена как часть левой 
средней лобной извилины, не включающая премоторную 
кору. Маска левой средней лобной извилины была взята 
из атласа, созданного A. Hammers и коллегами [21]. Маска 
премоторной коры была получена объединением зон 
левой дорзальной и вентральной премоторной коры из 
шаблона HMAT (Human Motor Area Template, [22]). Левая 
задняя теменная кора была определена как объединение 
левых надкраевой и угловой извилин и верхней теменной 
дольки по данным атласа A. Hammers.

Шаг 4. Выбор мишеней по методу прожектора 
(«searchlight») [13, 14]. 

Для каждого из выбранных на предыдущих шагах 
вокселов рассчитывается мера качества, равная 
среднему от значений из описанной выше карты seed-
коннективности в рамках сферы с центром в данном 
вокселе и радиусом 5 мм (для учета влияния стимуляции 
на определенный участок коры вокруг точки-мишени). В 
качестве мишеней выбираются вокселы с максимальным 
значением этой меры качества в рамках каждого из 
целевых регионов.

Анализ пространственной локализации мишеней

Индивидуальные мишени для каждого испытуемого были 
приведены к пространству MNI с помощью созданного в 
процессе предобработки данных МРТ поля деформации, 
преобразующего структурное изображение в это 
пространство. Были рассчитаны средние по группе 
и стандартные отклонения координат этих мишеней 
для описания распределения их локализации у различных 
испытуемых. Были вычислены расстояния от мишеней 
в ДЛПФК до моторной коры в области коркового 
представительства мышц кисти. Для этого использовали 
групповую карту активации (для 486 испытуемых) при 
движении пальцами правой руки по данным Human 
Connectome Project [23], загруженную из базы данных 
Neurovault (идентификатор набора данных https://identifiers.
org/neurovault.image:3162). Эта карта была бинаризована с 
порогом Z > 22, подобранным таким образом, чтобы выделить 
кластер в области прецентральной извилины, не включая 
других близко расположенных кластеров. Для каждой 
мишени в ДЛПФК вычисляли расстояние до ближайшего к 
ней вокселя в полученной бинаризованной карте активации.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На основании анализа литературы разработан алгоритм 
определения координат точек в пределах индивидуальных 
хабов FPCN в ДЛПФК и ЗТК, которые могут быть 
использованы в качестве мишеней для рТМС.

Для каждого добровольца определены координаты 
мишеней в двух областях коры (таблица).
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После приведения каждой мишени к пространству 
MNI средние по группе координаты мишеней в ДЛПФК 
равны –44,6, 41,1, 19,7 мм, стандартные отклонения — 
3,1, 9,5, 12,0 мм. Для мишеней в ЗТК средние координаты 
равны –48,2, –51,7, 52,0 мм, стандартные отклонения 7,6, 
9,6, 4,2 мм. Для ДЛПФК среднее расстояние мишеней от 
их средней точки составило 14,3 мм, максимальное —
28,3 мм, для ЗТК — 10,4 мм и 28 мм соответственно. 
Максимальное из расстояний между парами мишеней в 
ДЛПФК равно 45,9 мм, в ЗТК — 54,1 мм (рис. 1).

Несмотря на сопоставимые линейные метрики 
разброса мишеней, объем многогранников, рассчитанных 
методом выпуклых оболочек и содержащих множества 
точек для каждой из оцениваемых областей, оказался для 
ДЛПФК почти в 3 раза больше, чем для ЗТК (2095 мм3 и 
739 мм3 соответственно) (рис. 2).

При наложении мишеней на маску FPCN, использованную 
в качестве seed-региона в расчетах индивидуальной 
коннективности, в области ДЛПФК все мишени находились 
в пределах маски, тогда как в области ЗТК часть мишеней 
находилась за ее пределами (рис. 3).

При оценке расстояний от индивидуальных мишеней 
в ДЛПФК до первичной моторной коры (М1) среднее 
значение составило 64 мм, стандартное отклонение — 
13 мм (таблица). При этом только у 6 добровольцев (25%) 
дистанция не превышала 50 мм.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В проведенном исследовании предложен алгоритм 
персонализированного выбора мишеней на основе 
выделения индивидуальных хабов FPCN в пределах ДЛПФК 
и ЗТК. Продемонстрирована высокая межиндивидуальная 
вариабельность мишеней, при этом пространственный 
разброс точек был выше в ДЛПФК, однако все 
индивидуальные мишени в ДЛПФК лежали в пределах 
использованной маски FPCN, тогда как для ЗТК ряд 
мишеней оказались вне этой маски. Анализ вариабельности 
локализации полученных мишеней позволяет утверждать, 
что ни в одной из заданных областей не существует единого 
универсального положения стимулирующей катушки, 
которое позволяло бы эффективно стимулировать мишени 
у всех добровольцев. Кроме того, согласно полученным 
данным, только у 25% участников исследования 
расстояние между зонами М1 и ДЛПФК не превышало 
5 см, что подтверждает некорректность применения 
рутинного «правила 5 см» для позиционирования катушки, 
по крайней мере на популяции здоровых лиц.

Разработанный алгоритм персонализации выбора 
мишеней позволяет определять индивидуальную 
локализацию мишеней в двух ключевых хабах FPCN. При 
этом локализация полученных мишеней у добровольцев 
была вариабельна как в ДЛПФК, так и в ЗТК. Более 

Таблица. Индивидуальные координаты мишеней в области дорсолатеральной префронтальной и задней теменной коры левого полушария

Примечание: ДЛПФК — дорсолатеральная префронтальная кора, ЗТК — задняя теменная кора, М1 — первичная моторная кора.

№

Область коры

Расстояние между М1 
и мишенью в ДЛПФК, мм

ДЛПФК ЗТК

Координата 
по оси x

Координата 
по оси y

Координата 
по оси z

Координата 
по оси x

Координата 
по оси y

Координата 
по оси z

1 –41 51 14 –27 –69 59 75

2 –45 48 6 –46 –57 52 76

3 –47 28 36 –39 –60 57 44

4 –41 47 21 –46 –48 58 68

5 –41 34 36 –54 –40 52 50

6 –43 48 14 –51 –53 50 72

7 –44 47 14 –51 –48 52 71

8 –49 28 32 –51 –47 52 46

9 –43 47 13 –55 –42 51 72

10 –51 21 34 –38 –72 46 39

11 –50 25 30 –39 –64 54 44

12 –46 46 9 –50 –52 52 72

13 –44 39 28 –56 –42 50 57

14 –47 43 8 –50 –51 53 71

15 –45 24 42 –45 –61 51 39

16 –42 52 6 –52 –48 51 80

17 –48 43 9 –51 –51 51 70

18 –41 40 30 –46 –57 54 59

19 –45 46 11 –60 –29 44 72

20 –40 35 37 –58 –42 46 51

21 –44 47 12 –57 –49 43 72

22 –40 51 17 –43 –54 57 73

23 –46 47 6 –46 –49 58 75

24 –45 48 6 –45 –54 56 76
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того, размер стимулируемой области для большинства 
восьмеркообразных катушек, используемых наиболее 
часто для рТМС (см. подробнее расчеты в [24]), меньше, 
чем размер области разброса индивидуальных мишеней 
как в ДЛПФК, так и в ЗТК. Таким образом, очевидно, 
что не существует единого универсального положения 
стимулирующей катушки, которое позволяло бы 
эффективно стимулировать мишени у всех добровольцев, 
ни в одной из заданных областей. Эти данные ставят 
под сомнение широко применяемую как в научных 
исследованиях, так и в клинической практике концепцию 
«one-fits-all», когда используется универсальный (одинаковый 
для всех испытуемых/пациентов) подход для определения 
мишени в регионе интереса, опирающийся на анатомические 
(например, заданные координаты в пространстве MNI) или 
поверхностные (например, «правило 5 см») ориентиры. В 
пользу некорректности такой концепции свидетельствуют 
данные о том, что в высоко гетерогенных регионах, таких 
как ДЛПФК, одна и та же анатомическая зона может быть 
частью разных сетей и, соответственно, нейросетевые 
эффекты стимуляции такой зоны будут отличаться [25].

Продемонстрировано сходство в локализации 
полученных мишеней в ДЛПФК как хабе FPCN при 
сопоставлении с имеющимися в литературе данными. Так, 
среднее из мишеней, соответствующих пикам независимой 

компоненты левой части сети FPCN, идентифицированной 
визуально среди результатов анализа независимых 
компонент (independent component analysis, ICA), полученных 
в работе [26], находилось в точке с координатами (–38, 
–39, 17) в пространстве MNI. Эта точка расположена на 
расстоянии 7.4 мм от средней точки, полученной в нашей 
работе, по направлению в глубину мозга (рис. 4). Более 
поверхностное расположение мишеней в настоящем 
исследовании объясняется особенностями методологии. 
Учитывая ограничение глубины воздействия магнитного 
поля при рТМС, мы ограничивали глубину расположения 
мишеней границей интракраниального объема, которая 
была найдена с помощью функции spm_erode пакета SPM.

Нами было выявлено, что среднее расстояние 
между зоной кисти первичной моторной коры (М1) 
и мишенями в ДЛПФК превышает 6 см. Полученные 
данные имеют значение в контексте оценки валидности 
«правила 5 см» как подхода к локализации мишени 
для рТМС в ДЛПФК. Первоначально такой подход был 
предложен в исследованиях, посвященных терапии 
фармакорезистентной депрессии [27]. Однако в 
дальнейшем ввиду простоты и удобства его стали широко 
применять для локализации мишеней в ДЛПФК и при 
других заболеваниях, а также в исследованиях у здоровых 
добровольцев. По нашим данным, лишь у 25% испытуемых 

Рис. 1. Проекции расположения мишеней 24 испытуемых плоскостях системы координат. Красным показаны мишени в ДЛПФК, синим — мишени в задней 
теменной коре

Рис. 2. Выпуклые оболочки множеств точек с координатами мишеней в ЗТК (А) и ДЛПФК (Б)

А Б



205BULLETIN OF RSMU   6, 2025   VESTNIK.RSMU.PRESS   DOI: 10.24075/BRSMU.2025.081| ||

ORIGINAL RESEARCH    NEUROLOGY

Рис. 3. Расположение мишеней для всех испытуемых в пространстве 
MNI. Желтым показана групповая маска лобно-теменной сети контроля 
(frontoparietal control network, FPCN) из работы [20], использованная в 
качестве seed-региона в расчетах индивидуальной коннективности. 
Красным показаны индивидуальные мишени в рамках ДЛПФК (определенной 
как часть средней лобной извилины, не включающая премоторную кору), 
синим — мишени в задней теменной коре (определенной как объединение 
надкраевой и угловой извилин и верхней теменной дольки). Данные 
изображены на шаблоне mni152 из программы MRIcroGL

Рис. 4. Сопоставление средних положений мишеней в ДЛПФК в пространстве 
MNI по данным настоящего исследования (красный) и работы [26] ( показаны 
зеленым). В работе [26] средняя точка определялась среди мишеней в 
ДЛПФК, найденных как пики независимых компонент индивидуального 
сигнала фМРТ покоя, визуально идентифицированных как сеть FPCN

расстояние между мишенью в ДЛПФК и зоной кисти в М1 
не превышало 5 см. При этом важно отметить, что мы 
оценивали кратчайшее расстояние между двумя точками, 
тогда как «правило 5 см» предполагает оценку расстояния 
между их проекциями по выпуклой поверхности скальпа. 
Эти данные подтверждают результаты многочисленных 
исследований, показывающих, что при использовании 
«правила 5 см» полученная мишень смещена каудально 
относительно мишеней, получаемых при использовании 
нейронавигационных систем с опорой на анатомические 
и функциональные данные, и зачастую вообще находится 
в пределах премоторной коры — другой анатомической 
области, имеющей иные функции и связи [28–30].

При сопоставлении областей, образованных множествами 
мишеней в двух заданных регионах между собой и с 
маской FPCN, использованной в качестве seed-региона, 
показано, что при сопоставимых линейных метриках 
разброса мишеней объем многогранника, в вершинах 
которого лежат полученные индивидуальные мишени, для 
ДЛПФК значительно выше, чем для ЗТК. Вместе с тем, все 
индивидуальные мишени в ДЛПФК лежат в пределах маски 
FPCN, тогда как для ЗТК ряд мишеней находится вне этой 
маски. Полученные результаты свидетельствуют о высокой 
межиндивидуальной вариабельности топографии обоих 
хабов FPCN, что только подчеркивает необходимость 
персонализации подхода к выбору мишени.

Отдельного обсуждения требует предлагаемый алгоритм 
определения мишеней. Для нахождения индивидуального 
разбиения поверхности коры на функциональные сети покоя 
нами был использован алгоритм, схожий с первым шагом 
итеративного метода [9]: групповая маска лобно-теменной 
сети контроля из работы [20] использована в качестве seed-
региона при анализе индивидуальных данных фМРТ покоя. 
При первоначальном анализе литературы оптимальным 
для выполнения задачи индивидуального выделения сетей 
покоя представлялся метод MS-HBM [11], позволяющий 
выделять наиболее однородный сигнал в получаемых 
регионах. Однако данный метод не позволяет оценить 
степень уверенности в принадлежности каждой точки 
данной сети, что требуется для выбора оптимальной точки в 
рамках данного участка сети. Подходы, включающие анализ 
независимых компонент, были отвергнуты нами ввиду 
необходимости сопоставления компонент, полученных из 
индивидуальных данных, известным сетям, полученным 
ранее на групповых данных. При этом такое сопоставление 
может выполняться как с помощью визуального сравнения 
топографии [26], так и автоматическими методами [31, 32], 
но в обоих случаях возможны ситуации с высокой 
неопределенностью в соотнесении сетей, затрудняющие 
интерпретацию результатов.

Для выбора мишени по данной карте коннективности 
был использован метод прожектора («searchlight»), который 
позволяет учитывать разнородность сигнала от соседних 
вокселей в пределах искомых областей. Однако локализация 
мишени в данном случае зависела от размеров сферы, 
задаваемой исследователем. Мы использовали радиус сферы 
5 мм, принимая во внимание размеры стимулируемой при 
рТМС области [24]. Таким образом, разработанный алгоритм 
соответствовал задаче определить индивидуальные мишени 
для рТМС на основе выявления хабов FPCN.

Ограничения исследования

Одним из ограничений настоящего исследования является 
небольшой размер выборки испытуемых. Однако даже на 

такой выборке была показана гетерогенность расположения 
мишеней для рТМС, обосновывающая важность 
персонализированного подхода. Другим ограничением 
является включение только здоровых добровольцев 
молодого и среднего возраста, в связи с чем в будущих 
работах необходимо проведение подобного анализа у 
здоровых лиц старшего и пожилого возраста, а также 
у пациентов с когнитивными нарушениями различного 
генеза. Следует также отметить, что в рамках настоящей 
работы нейровизуализационное исследование проводили 
на МР-томографе с величиной магнитной индукции
3 Тл. Представляется целесообразной валидация 
предложенного алгоритма на данных, полученных при 
использовании МР-томографов с индукцией 1–1,5 Тл, 
которые значительно более доступны. Кроме того, в данной 
работе не проводили оценку стабильности между сессиями 
для выделяемой индивидуальной сети FPCN и выбираемых 
по ней мишеней в ДЛПФК и ЗТК. Заметим, что в результате 
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концептуально аналогичной используемому методу первой 
итерации алгоритма [9] индивидуальное разбиение на 
сети покоя для данных Human Connectome Project имело 
воспроизводимость около 0,9, которая была измерена как 
доля вокселов, попадающих в ту же сеть при повторном 
исследовании (при этом данные имели приблизительно 
вдвое большие длительность и временное разрешение).

ВЫВОДЫ

Персонализация выбора мишени для рТМС — актуальная 
задача, решение которой может значительно увеличить 
эффективность применения метода в клинической практике 
и научных исследованиях. Анализ индивидуальных карт 
сетей покоя позволяет получать персонализированные 
мишени, локализация которых характеризуется высокой 
межиндивидуальной вариабельностью. В то же время 

следует отметить, что проведение такого анализа 
сопряжено с целым рядом методологических проблем и 
требует обоснованного выбора того или иного подхода на 
каждом этапе. В рамках исследования нами предложен 
алгоритм выбора персонализированных мишеней для рТМС 
по данным фМРТ покоя в ДЛПФК и ЗТК, которые являются 
ключевыми хабами FPCN и основными мишенями для 
рТМС как у пациентов с когнитивными нарушениями, так и у 
здоровых лиц в работах по модуляции когнитивных функций. 
Разработка автоматизированных алгоритмов анализа 
фМРТ покоя с учетом особенностей задачи — определение 
мишеней для рТМС — может в дальнейшем способствовать 
более широкому распространению персонализированной 
рТМС. В будущих рандомизированных контролируемых 
исследованиях необходимо подтверждение повышения
эффективности рТМС при использовании разработанного 
подхода к персонализированному выбору мишеней.
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Е. Б. Жигмитова1, А. В. Косых1, Н. Г. Гурская1,2

ДИФФЕРЕНЦИРОВКА иПСК В ПРЕДШЕСТВЕННИКИ ЭПИТЕЛИЯ РОГОВИЦЫ В ТРЕХМЕРНЫХ 
УСЛОВИЯХ IN VITRO

Заболевания, связанные с дефицитом лимбальных стволовых клеток (хронические эрозии, рубцевание роговицы), требуют новых подходов регенеративной 

медицины. Цель исследования — разработать протокол получения клеток-предшественников эпителия лимба и роговицы из индуцированных 

плюрипотентных стволовых клеток (иПСК). Использовали метод дифференцировки иПСК в направлении органоида глаза для получения трехмерных 

гетерогенных структур за три недели. Полученные органоиды содержат клетки-предшественники эпителия роговицы, экспрессирующие кератин 3 и 

коллаген 7, что подтверждает возможность генерации функционального эпителия in vitro. Протокол позволяет создавать изогенные пациент-

специфичные линии для терапии лимбальной недостаточности и дистрофического буллезного эпидермолиза, в том числе после предварительного 

редактирования генома иПСК.

Ключевые слова: иПСК, сфероид, дифференцировка, органоид глаза, эпителий, лимб, роговица, коллаген 7
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DIFFERENTIATION OF IPSCS INTO CORNEAL EPITHELIAL PRECURSORS IN THREE-DIMENSIONAL
IN VITRO CULTURE

Diseases associated with limbal stem cell deficiency, such as chronic epithelial erosion and corneal scarring, require new therapeutic approaches rooted in 

regenerative medicine. This study aimed to develop a protocol for obtaining progenitor cells of the epithelium of the limb and cornea from induced pluripotent stem 

cells (iPSCs). We differentiated iPSCs toward eye organoids to obtain three-dimensional heterogeneous structures within three weeks. The resulting organoids 

contain corneal epithelial progenitor cells expressing keratin 3 and collagen 7, which confirms the possibility of generating functional epithelium in vitro. The protocol 

enables the generation of isogenic, patient-specific cell lines for treating limbal insufficiency and dystrophic epidermolysis bullosa, including applications following 

preliminary genome editing of iPSCs.
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Слепота и нарушение зрения — глобальная проблема 
здравоохранения, затрагивающая, по данным ВОЗ, как 
минимум 2,2 млрд человек в мире, среди которых у 6,17 млн 
тяжелые нарушения зрения вызваны патологиями 
роговицы [1]. Трансплантация роговицы (кератопластика) 
восстанавливает зрение при ее тяжелых заболеваниях 
путем замены поврежденного участка донорским 
трансплантатом. Данный вид трансплантации, 

выполняемый более 180 000 раз в год, считается самым 
распространенным и одним из самых успешных в этой 
области [2]. Однако потребность в донорской роговице 
намного превышает ее доступное количество, особенно 
в странах с ограниченными ресурсами. Это побуждает 
научное сообщество искать альтернативные решения 
аллотрансплантации роговицы, от использования 
децеллюляризованных ксенотрансплантатов роговицы до 
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внедрения методов тканевой инженерии и регенеративной 
медицины с использованием дифференцированных стволовых 
клеток [3, 4]. 

Глаз — это сложный орган, состоящий из 
высокоспециализированных тканей, происходящих из разных 
зачатков [5]. Сетчатка развивается из нейроэктодермы 
через зрительный пузырь, эпителий роговицы происходит 
от поверхностной эктодермы, а радужная оболочка и 
строма роговицы имеют происхождение от нервного гребня. 
Развитие методов дифференцировки из стволовых клеток 
в специализированные клетки глаза также способствует 
созданию перспективного ресурса для новых исследований 
морфогенеза и развития глаз. 

Индуцированные плюпипотентные стволовые 
клетки человека (иПСК) являются уникальной моделью, 
позволяющей использовать преимущества регенеративной 
медицины. По свойствам иПСК схожи с эмбриональными 
стволовыми клетками и способны дифференцироваться 
в самые различные типы клеток. Разнообразны методы 
получения иПСК и источники соматических клеток для 
их репрограммирования (от кератиноцитов и дермальных 
фибробластов, получаемых в ходе биопсии кожи, до 
мононуклерных клеток периферической крови или 
клеток мочи доноров) для получения в конечном счете 
аутологичного материала.  

Протоколы дифференцировки из иПСК условно 
можно подразделить на две группы — с использованием 
стандартных протоколов ведения клеточных культур в виде 
суспензии и с использованием трехмерных моделей [6, 7]. 

Согласно прогнозу [8], в последние годы значительно 
выросло количество клинических исследований, 
посвященных использованию трансплантаций пигментного 
эпителия сетчатки (ПЭС), полученного в результате 
дифференцировки иПСК. Сетчатка млекопитающих во 
взрослом возрасте лишена значительного регенеративного 
потенциала, самопроизвольного восстановления функции 
при дегенеративных процессах не происходит. Врожденные 
и приобретенные дегенеративные заболевания сетчатки 
сопровождаются утратой фоторецепторов в ней, что 
приводит к тяжелой и необратимой потере зрения. На 
фоне значительного прогресса в понимании патогенеза 
дегенеративных заболеваний сетчатки ключевое значение 
приобретает разработка методов генерации клеток (ПЭС) из 
клеток-предшественников. Перспективными источниками 
являются аллогенные клетки и аутологические, получаемые 
из пациент-специфичных клеток-предшественников ПЭС, 
способные потенциально компенсировать функциональные 
дефекты [6].

В отличие от сетчатки, передний эпителий роговицы 
взрослого организма способен к репаративной 
регенерации, хотя скорость и тип замещающей ткани 
зависят от выраженности травматических повреждений. 
При глубоких дефектах поражается не только эпителий, 
но и Боуменова мембрана, состоящая из коллагеновых 
волокон, и лежащая ниже часть стромы роговицы. В 
процессе репарации поражений происходит размножение 
эпителия, покрывающего раневой дефект, при этом 
часто формируется более толстый эпителиальный 
пласт, чем в норме. Дефекты нижележащих слоев 
замещаются фиброзной тканью грубоволокнистого 
(рубцового) содержания [9]. Помимо травмы различные 
заболевания и генетические нарушения могут привести к 
повреждению и дегенеративным изменениям роговицы. 
Среди заболеваний, влияющих на функционирование 
лимба и роговицы, выделяется синдром лимбальной 

недостаточности (СЛН), буллезная кератинопатия 
(эндотелиально-эпителиальная дистрофия роговицы), 
а также симблефарон, при котором сращивание 
конъюнктивы стекловидного тела с внутренней 
поверхности века приводит к рубцовому перерождению 
роговицы. Так, например, офтальмологические осложнения 
распространены у пациентов с буллезным эпидермолизом 
(БЭ) в целом, но частота их возникновения значительно 
варьируется в зависимости от подтипа заболевания. 
Наиболее тяжелые проявления наблюдаются при 
рецессивном дистрофическом (РДБЭ) и пограничном 
подтипах. В результате нарушения синтеза коллагена 
VII типа у пациентов с РДБЭ помимо прочего возникают 
повторяющиеся эрозии роговицы, пузыри, рубцы, что 
приводит к таким осложнениям, как экспозиционный 
кератит и симблефарон [10].

Цель нашего исследования — разработка протокола, 
совмещающего преимущества различных подходов 
к получению органоида глаза и эпителия роговицы, в 
частности, путем культивирования дифференцируемых 
клеток в виде трехмерной модели.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культуральная работа

иПСК (KYOU-DXR0109B) культивировали при 37 °C (5% CO
2
) 

в среде mTESR (85850, STEMCELL Technologies Inc., Канада) 
на пластиковых чашках Петри, покрытых матригелем 
(356234, Corning, CША). Для получения отдельных колоний 
иПСК высаживали по 3800 кл./см2, и через 5 суток собирали 
сформированные колонии иПСК после обработки 0,4 мг/мл
диспазой (17105041, Gibco, Thermo Fisher Scientific, 
США), позволяющей открепить колонии от пластика без 
диссоциации на отдельные клетки.

Для последующего культивирования неадгезивных 
культур использовали Ultra low attachment чашки Петри 
(3261, Corning, США).

Переход между разными типами культуральных сред 
всегда осуществляли поэтапно в течение 4–5 дней по схеме:

– 1-й день: –1 мл/+1 мл; 
– 2-й день: –1,5 мл/+1,5 мл; 
– 3-й день: –2 мл/+2 мл и т. д., 

где «–» обозначает отбираемый объем текущей культуральной 
среды, а «+» — добавленный объем дифференцировочной 
среды следующей стадии.

Среда для эмбриоидных телец (ЭТ) состояла из DMEM/F12
(С470п, «ПанЭко»; Россия) с добавлением 20% FBS 
(F800820, GlobeKang, Китай), 100 мкМ β-меркаптоэтанол 
(21985023, Thermo Fisher Scientific, США), 100 мкМ MEM 
NЕАА (Ф115/100, «ПанЭко», Россия), 1 мМ Пируват 
натрия (11360070, Thermo Fisher Scientific, США), 50 ед./мл 
раствора пенициллин-стрептомицина (15140122, Thermo 
Fisher Scientific, США) и 2 мМ GlutaMAX (35050061, Thermo 
Fisher Scientific, США) [11].

Среда XF-KO-SR (Xeno-free KnockOut Serum media) 
включала в себя DMEM (С455п, «ПанЭко», Россия) с 15% 
KnockOut SR XenoFree CTS (12618012, Thermo Fisher 
Scientific, США), 100 мкМ β меркаптоэтанол (21985023, 
Thermo Fisher Scientific, США), 100 мкМ MEM NЕАА 
(Ф115/100, «ПанЭко», Россия), 2 мМ GlutaMAX (35050061, 
Thermo Fisher Scientific, США), 50 ед./мл раствора 
пенициллин-стрептомицина (15140122, Thermo Fisher 
Scientific, США) и 10 мкМ ROCK inhibitor (ab120129, abcam, 
США) [12].
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На последующих этапах протокола дифференцировки 
в среду XF-KO-SR дополнительно вносили 50 нг/мл Noggin4 
(PSG100-10, SciStore, Россия), 50 нг/мл bFGF (PSG060-10, 
SciStore, Россия) и затем 25 нг/мл BMP4 (PCH9534, Thermo 
Fisher Scientific, США). 

Среда hCEpCs (Human Corneal Epithelial Cells media) 
включала в себя DMEM/F12 (С470п, «ПанЭко», Россия) с 10% 
KnockOut SR XenoFree CTS (12618012, Thermo Fisher Scientific, 
США), 2 мМ GlutaMAX (35050061, Thermo Fisher Scientific,США), 
10 мкМ ROCK inhibitor (ab120129, abcam, США), 0,4 мкг/мл 
Hydrocortisone (H0888, Sigma-Aldrich, США), 5 мкг/мл Insulin 
(Ф062, «ПанЭко», Россия), 1,4 нг/мл 3,3',5-Triiodo-L-thyronine 
(100-0548, STEMCELL Technologies Inc, Канада), 24 мкг/мл 
Аденин сульфат (A0013500100, SUVCHEM, Индия), 10 мкМ 
Forskolin (F6886, Sigma-Aldrich, США), 10 нг/мл EGF (PSG130, 
SciStore, Россия), 10 нг/мл KGF (PSG230-10, SciStore, Россия) 
и 50 ед./мл раствора пенициллин-стрептомицина (15140122, 
Thermo Fisher Scientific, США) [13].

Состав указанных сред был разработан на основании 
приведенных литературных источников с частичными 
модификациями в связи с недоступностью ряда компонетов. 
Замену производили исходя из аналогичных механизмов 
воздействия веществ по литературным данным.

Фотографии цельных органоидов были получены с 
использованием стереомикроскопа Leica M205.

 
Гистологическое исследование

Органоиды фиксировали в 10%-м растворе забуференного 
формалина (00020709, Histoline, Россия) в течение 30 мин, 
отмыли от фиксатора в DPBS (Р060п-1, «ПанЭко», Россия), 
инкубировали по 1 ч в растворах сахарозы (170764, 
«Ленреактив», Россия) в DPBS с последовательным 
увеличением концентрации (10–20–30%) для предотвращения 
сильной деформации органоидов. Затем органоиды 
максимально осушили от раствора и заморозили в жидком 
азоте в Tissue-Tek O.C.T. Compound (4583, Electron Microscopy 
Sciences, США).

Срезы толщиной 10 мкм получили при помощи Thermo 
Scientific Microm HM 525 Cryostat, высушили, дополнительно 
зафиксировали в 10%-м растворе забуференного 
формалина (00020709, Histoline, Россия) в течение 15 мин
при комнатной температуре, затем отмыли в DPBS трижды 
в течение 5 мин, после чего последовательно инкубировали 
30 мин в 1%-м растворе перекиси водорода (153142, 
«Ленреактив», Россия) в DPBS и 30 мин в 2,5%-м растворе 
BSA (A7906, Sigma-Aldrich, США) в DPBS.

Иммуногистохимия

Для последующего иммуногистохимического окрашивания 
срезы инкубировали ночь при +4 °С с первичными 

антителами к кератину 3 (PAA490Hu01, CLOUD-CLONE, 
США) и коллагену 7 (pA5-18390, Invitrogen, Thermo 
Fisher Scientific, США), разведенными 1 : 100 и 1 : 300 
соответственно, в блок-растворе DPBS с 2% BSA (A7906, 
Sigma-Aldrich, США), 1% Triton X100 (1001776062, Sigma-
Aldrich, США) и 1% Tween 20 (P7949, Sigma-Aldrich, США). 
На следующий день срезы отмыли в DPBS и инкубировали 
ночь при +4 °С со вторичными антителами к IgG кролика, 
конъюгированными с Alexa594 (A11012, Invitrogen, Thermo 
Fisher Scientific, США), и IgG козы с Alexa488 (A32814, 
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, США), разведенными 
1:1000 в блок-растворе. На следующий день срезы 
отмыли в DPBS и заключили в среде с защитой от 
выцветания VectaSHIELD Antifade с DAPI (Н-1200-10, Vector 
Laboratories, США). 

Срезы были проанализированы с помощью прямого 
микроскопа Nikon Eclipse Ni с DS-Ri2 (Nikon Corporation, Япония) 
и серии изображений были получены с использованием 
набора оптических фильтров этого микроскопа для детекции 
эмиссии флуоресценции,  изображения были обработаны 
с помощью пакета программ ImageJ (США) для получения 
микрофотографий.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Формирование исходных ЭТ проходило в два этапа (рис. 1). 
На первом этапе с Д(–12) в условиях адгезионной культуры 
происходило формирование колоний иПСК, которые затем 
приводили в неадгезивную форму (Д(–7)). Через 7 суток 
культивирования в неадгезивных условиях происходило 
созревание ЭТ, колонии приобретали более округлую форму 
с гладкими краями, после чего переходили к протоколу 
дифференцировки в эпителиальные клетки роговицы (Д(1)).

С 8 дня протокола дифференцировки в среду XF-KO-SR
вводили Noggin4 и bFGF — факторы, блокирующие 
TGFβ- и Wnt-сигналинг и активирующие FGF-сигналинг 
для индукции эктодермальной дифференцировки. 
Дополнительно вводили BMP4, поскольку было показано, 
что BMP4 способствует дифференцировке иПСК в 
эпителиальные клетки роговицы [14]. 

На 13-й день начали поэтапно заменять среду XF-KO-SR 
на среду для культивирования клеток эпителия роговицы 
человека (hCEpCs).

К 22-м суткам среди органоидов наблюдались как 
моносферы (рис. 2А), так и комплексные образования, 
сформированные, вероятнее всего, несколькими 
агрегировавшими ЭТ (рис. 2Б, В). Большая часть 
органоидов становилась оптически полупрозрачной в 
проходящем свете, однако у ряда объектов наблюдали 
пигментированные участки (рис. 2).

Для анализа паттернов экспрессии маркеров 
дифференцировки были получены криосрезы 

Рис. 1. Протокол получения ЭТ и последующей дифференцировки в эпителиальные клетки роговицы. Д(–12) — начало эксперимента; Д(1) — первый день 
протокола дифференцировки; Д(22) — последний день дифференцировки, сбор органоидов для последующего анализа
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сформированных органоидов и проанализированы при 
помощи иммуногистохимии. Для оценки уровня экспрессии 
биомаркеров роговицы и конъюнктивы используется 
иммуноцитохимический анализ на кератины 3, 7 и 19, 
поскольку в обширном исследовании было показано, 
что эпителий роговицы в 100% случаев положительно 
окрашивается на любой из данных маркеров [15].

Эпителий роговицы поддерживается комплексом 
базальной мембраны, который прикрепляет эпителий к 
боуменовой мембране посредством сложной сетки из 
прикрепляющих фибрилл (состоящих из коллагена типа VII) 
и прикрепляющих бляшек (коллаген типа VI), эти структуры 
взаимодействуют с плотной пластинкой и коллагеновыми 
фибриллами боуменова слоя [16].

На рис. 3 представлены фотографии срезов органоидов, 
представляющих из себя сферу с полупрозрачным 
содержимым, окаймленным клеточными слоями, с 
положительным окрашиванием на маркеры эпителиальной 
дифференцировки (кератин 3) и базальной мембраны 
(коллаген 7). Клетки, положительно окрашенные на кератин 3,
наблюдали на периферии во внешнем клеточном слое 
органоида. Экспрессия коллагена 7 обнаружена в 
подлежащих клеточных слоях.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Трансплантация роговицы является примером наиболее 
успешной трансплантации органов человека. Успех и высокая 

частота применения ортотопических аллотрансплантатов 
роговицы как у людей, так и у экспериментальных животных, 
связаны с феноменом «иммунной привилегии» глаза, 
ассоциированным с естественным процессом подавления 
воспалительных процессов для сохранения функции 
зрения. В настоящее время считается, что три основных 
механизма обеспечивают иммунную привилегию при 
трансплантации роговицы: 1) анатомические, клеточные 
и молекулярные барьеры в роговице; 2) толерантность, 
связанная с присутствием регуляторных Т-клеток и 
иммунными отклонениями в передней камере глаза; 
3) иммуносупрессорное внутриглазное микроокружение [17]. 

Мы описываем протокол дифференцировки 
функционального эпителия роговицы из иПСК человека 
in vitro. При соблюдении этого протокола часть клеток 
спонтанно образует круглые колонии, сфероиды или 
эмбриоидные тельца, которые в ходе последовательных 
стадий дифференцировочного процесса, при котором 
постепенно меняют культуральную среду и добавляют 
факторы роста и ингибиторы каскада WNT, постепенно 
приобретают свойства органоида глаза. Основу нашему 
протоколу дало использование методики, описанной 
в статье Isla-Magrané, в которую был внесен ряд 
изменений [18]. В данной работе использована также 
трехмерная модель дифференцировки с вынужденной 
агрегацией ЭТ при культивировании в условиях 
предотвращающих адгезию клеток к поверхности 
пластика. К преимуществам данного протокола можно 

Рис. 2. Темнопольная фотография органоидов на 22-е сутки дифференцировки. Помимо полупрозрачных сфер наблюдаются пигментированные участки 
органоидов. * — полупрозрачные области на периферии органоида, предположительно участки роговицы; ** — пигментированные области органоида, 
предположительно соответствующие органоидам пигментного эпителия сетчатки. Масштабный отрезок — 1 мм

Рис. 3. Иммуногистохимическое окрашивание криосрезов органоидов на 22-е сутки дифференцировки. Реакция с антителами к кератину 3 (красный цвет) и 
реакция с антителами к коллагену 7 (зеленый цвет). Ядра дополнительно окрашены DAPI. Масштабный отрезок — 50 мкм
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отнести возможность сокультивирования клеток различных 
типов, и получение одиночных трехмерных моделей, размер 
которых можно контролировать [19]. Агрегация клеток и 
образование сфероидов происходит за счет способности 
клеток к межклеточной адгезии, стимулированной 
отсутствием адгезии клеток к культуральному пластику 
[20]. Опубликованный здесь протокол дифференцировки 
потенциально может быть полезен исследователям, 
интересующимся развитием глаз и/или регенерацией 
поверхности глаза, специалистам в области трансляционной 
регенеративной медицины.

Развитие методов направленной дифференцировки 
иПСК в ПЭС позволило использовать некоторые подходы 
для получения эпителия лимба и роговицы. Для получения 
клеток ПЭС из иПСК используют малые молекулы, 
ингибиторы WNT/β-катенин каскада или рекомбинантные 
белки и факторы [22, 23]. 

При дифференцировке колоний иПСК в адгезивных 
условиях постепенно формируются концентрические 
зоны — SEAM (self-earned autonomous multi-zone), клетки в 
которых начинают приобретать различную морфологию и 
специфический набор маркеров. Отметим преимущество 
такого протокола: при таком культивировании клетки 
одного типа могут быть выделены механическим 
способом и последующей проточной цитофлуориметрией 
в популяцию клеток-предшественников, подобных 
эпителию лимба. Клетки этого типа можно размножить 
и дифференцировать с образованием эпителиального 
слоя, экспрессирующего маркеры кератины 3 и 12, 
PAX6. Исследователи подтвердили функциональность 
полученных клеток на модели на животных эпителиальной 
дисфункции роговицы после хирургической 
ксенотрансплантации. В 2024 г. опубликованы результаты 
первых успешных клинических исследований по аллогенной 
трансплантации эпителиальных клеток роговицы, 
дифференцированных из иПСК по SEAM-протоколу, 
четырем пациентам. Два пациента страдали синдромом 
лимбальной недостаточности, один — пемфигоидом 
слизистой оболочки глаза и один — токсическим 
эпидермальным некрозом [24]. Во всех случаях после 
52 недель наблюдения было отмечено улучшение состояния 
глаз, увеличение остроты зрения, а также уменьшение 
помутнения роговицы. Дефекты эпителия роговицы, 
субъективные симптомы, показатели качества жизни и 
неоваскуляризация роговицы в основном улучшились 
или остались без изменений. Никаких серьезных 
нежелательных явлений, таких как опухолеобразование 

или клиническое отторжение, не обнаружено в течение 
всего периода наблюдения. 

Получение органоида глаза из иПСК с помощью 
разработанного протокола позволило детектировать 
экспрессию коллагена 7 в области, прилежащей к базальной 
мембране. Прикрепляющие фибриллы, образуемые 
коллагеном 7, являются важным структурным элементом, 
поддерживающим интегральную целостность ткани. 
Больные, страдающие наследственными нарушениями в 
экспрессии коллагена 7 (РДБЭ), инвалидизируются с детства 
за счет хронического воспаления кожи и эпителиальной 
выстилки внутренних органов. Применяемые в настоящее 
время клинические методы лечения офтальмологических 
проявлений, включая использование контактных линз, 
смазок и антибиотиков для уменьшения симптомов, не 
предлагают решения для предотвращения образования 
рубцов на роговице [10].

Для клеточной терапии в таких случаях могут быть 
применимы аллогенные трансплантации эпителия лимба 
и роговицы, дифференцированные из иПСК здоровых 
доноров. Создание банков стволовых клеток с линиями 
гомозиготных клеток по лейкоцитарному антигену человека 
(HLA) может обеспечить эффективный и экономически 
выгодный ресурс для терапии нового типа. 

Аутологичное лечение на основе иПСК может быть 
непомерно дорогостоящим и трудоемким, однако 
использование пациент-специфических иПСК (РДБЭ-иПСК)
и их дифференцировки в органоид глаза создает модели 
заболевания для тестирования новых лекарств и применения 
методов генной терапии. 

ВЫВОДЫ

Данное исследование описывает протокол получения 
органоида глаза с сформированным эпителием роговицы 
путем дифференцировки иПСК. Разработка различных 
методов получения эпителиальных тканей роговицы и 
лимба способствует развитию регенеративной медицины 
в офтальмологии. Хотя единый тип трансплантата роговицы 
вряд ли станет универсальным решением, сочетание 
различных подходов может способствоваль решению 
проблемы нехватки донорских роговиц, помочь в разработке 
биоинженерных матриц, которые можно имплантировать 
с клетками или без них для стимуляции восстановления и 
регенерации тканей, а также помочь в разработке методов 
лечения заболеваний, которые невозможно вылечить с 
помощью доступных в настоящее время методов.
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ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ    ТРАНСПЛАНТОЛОГИЯ

Bilyalov AR    , Chugunov SS, Akhatov ISh, Tikhonov AA, Shangina OR, Pavlov VN, Danilko KV, Galautdinov MF, Akbashev VN

DEVELOPMENT AND ASSESSMENT OF THE BONE ALLOGRAFT-BASED MATERIAL 
FOR DLP 3D PRINTING

The use of allogenic bone material as a ceramic filler for DLP printing makes it possible to obtain personalized complex-shaped implants combining the matrix 

biomimetic nature with the additive technology benefits. The study aimed to assess the possibility of using the calcined cortical bone allograft powder as part of 

photopolymerizable suspension for DLP printing and producing bioceramics with the characteristics comparable to that of synthetic hydroxyapatite by sintering. 

The bone allograft was subjected to multi-stage specialized treatment involving complete removal of cells with preservation of the intercellular matrix and collagen 

fiber structure. The calcined medical allograft was crushed, introduced into a photopolymerizable matrix, and used for DLP printing of the samples that were further 

sintered and analyzed by X-ray diffraction and energy-dispersive spectroscopy methods before and after additive production. The sintered material specific gravity 

was 81.5%, compressive strength — 75.8 MPa, tensile strength — 12 MPa, Young's modulus — 3.08 GPa, and Vickers hardness — 0.55 GPa, which was within 

the range of values for porous hydroxyapatite. After DLP printing and sintering the sample phase and elemental composition did not change considerably compared 

to the source calcined material. The calcined bone allograft powder is suitable for preparing photopolymerizable suspensions and subsequent DLP printing of 

ceramic samples without deteriorating the material phase and chemical stability. The resulting mechanical properties make it possible to consider this allogenic 

bone material as a promising candidate for production of personalized implants with sophisticated geometry.
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А. Р. Билялов    , С. С. Чугунов, И. Ш. Ахатов, А. А. Тихонов, О. Р. Шангина, В. Н. Павлов, К. В. Данилко, М. Ф. Галаутдинов, В. Н. Акбашев

РАЗРАБОТКА И ИССЛЕДОВАНИЕ МАТЕРИАЛА НА ОСНОВЕ КОСТНОГО АЛЛОТРАНСПЛАНТАТА 
ДЛЯ DLP-3D-ПЕЧАТИ

Использование аллогенного костного материала как керамического наполнителя для DLP-печати позволяет получать индивидуализированные 

имплантаты сложной формы, совмещающие биомиметичную природу матрицы с преимуществами аддитивных технологий. Целью работы было 

оценить возможность использования прокаленного порошка кортикального костного аллотрансплантата в составе фотополимеризуемой суспензии 

для DLP-печати и получения после спекания биокерамики с характеристиками, сопоставимыми с синтетическим гидроксиапатитом. Костный 

аллотрансплантат подвергали многоэтапной специализированной обработке с полным удалением клеток при сохранении структуры межклеточного 

матрикса и коллагеновых волокон. Прокаленный медицинский аллотрансплантат измельчали, вводили в фотополимеризуемую матрицу и использовали 

для DLP-печати образцов, которые затем спекали и анализировали методами рентгеновской дифракции и энергодисперсионной спектроскопии до 

и после аддитивного производства. Относительная плотность спеченного материала составила 81,5%, прочность на сжатие — 75,8 МПа, прочность 

на растяжение — 12 МПа, модуль Юнга — 3,08 ГПа и твердость по Виккерсу — 0,55 ГПа, что находится в диапазоне значений для пористого 

гидроксиапатита. Фазовый и элементный состав образцов после DLP-печати и спекания не претерпевал существенных изменений по сравнению с 

исходным прокаленным материалом. Прокаленный порошок костного аллотрансплантата пригоден для приготовления фотополимеризуемых суспензий 

и последующей DLP-печати керамических образцов без ухудшения фазовой и химической стабильности материала. Полученные механические свойства 

позволяют рассматривать данный аллогенный костный материал в качестве перспективного кандидата для изготовления индивидуализированных 

имплантатов сложной геометрии.

Для корреспонденции: Азат Ринатович Билялов
ул. Ленина, д. 3, г. Уфа, 450008, Россия; azat.bilyalov@gmail.com

Башкирский государственный медицинский университет, Уфа, Россия

Статья получена: 03.11.2025 Статья принята к печати: 29.11.2025 Опубликована онлайн: 18.12.2025

DOI: 10.24075/vrgmu.2025.068

Вклад авторов: А. Р. Билялов, С. С. Чугунов — планирование исследования, анализ литературы, интерпретация данных, подготовка рукописи; 
И. Ш. Ахатов — планирование исследования, интерпретация данных, подготовка рукописи; А. А. Тихонов — планирование исследования, анализ 
литературы, сбор, анализ, интерпретация данных; О. Р. Шангина — планирование исследования, анализ, интерпретация данных; В. Н. Павлов — 
планирование исследования; К. В. Данилко — планирование исследования, сбор, анализ, интерпретация данных; М. Ф. Галаутдинов — сбор данных; 
В. Н. Акбашев — анализ литературы.

Ключевые слова: гидроксиапатит, 3D-печать, биокерамика, аллографт, аллоплант, биомедицинское применение, обжиг, керамика

Авторские права: © 2025 принадлежат авторам. Лицензиат: РНИМУ им. Н. И. Пирогова. Статья размещена в открытом доступе и распространяется 
на условиях лицензии Creative Commons Attribution (CC BY) (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Финансирование: работа выполнена при поддержке гранта Российского научного фонда № 23-15-20042.

Funding: the study was supported by the Russian Science Foundation grant No. 23-15-20042.



216 BULLETIN OF RSMU   6, 2025   VESTNIK.RSMU.PRESS   DOI: 10.24075/BRSMU.2025.068| ||

ORIGINAL RESEARCH    TRANSPLANTOLOGY

К 2023 г. ежегодное количество травматолого-ортопедических 
хирургических операций в России превысило 1,2 млн. 
Наиболее востребованные методы лечения включают 
использование ортопедического костного цемента и 
пластических материалов для лечения травм костей. 
В сфере ортобиологических процедур наибольшая доля в 
2022 г. приходилась на костные трансплантаты и заменители [1]. 

Аутотрансплантаты широко распространены как 
эффективные имплантаты для замещения костных дефектов 
[2], особенно в ортопедических и стоматологических 
операциях. Полученные от пациента, обычно из 
подвздошного гребня, аутотрансплантаты обладают 
высокой биосовместимостью, низким риском отторжения 
и значительным остеогенным потенциалом [3]. При 
оценке преимуществ и недостатков аутотрансплантатов 
аллотрансплантаты оказываются многообещающей 
альтернативой [4]. Полученные от доноров, часто 
кадаверных, аллотрансплантаты устраняют необходимость 
в дополнительной хирургической агрессии, что снижает 
риск осложнений. Использование аллотрансплантатов 
кроме того может сократить как хирургическое, так и 
анестезиологическое время, поскольку необходимость в 
дополнительном хирургическом вмешательстве устраняется. 
Кроме того, размер и форму аллотрансплантатов можно 
изменить под область имплантации задолго до операции на 
этапе предоперационного планирования.

Однако аллотрансплантаты не лишены недостатков. На 
практике проблемой при использовании аллотрансплантатов 
является сложность объемного формирования костных 
блоков для соответствия размерам костного дефекта [5].

Важность применения технологии DLP-печати керамики 
в медицине обусловлена возможностью создания сложных 
по форме и функциональных биосовместимых изделий 
для имплантатов и реконструктивной хирургии. DLP 
предлагает высокое разрешение и точность обработки, 
что критично для изделий из биоинертных или биоактивных 
керамических материалов. Это позволяет создавать 
пористые структуры, имитирующие костную ткань, 
способствующие остеоинтеграции и восстанавливающие 
биологическую функцию [6]. 

Традиционные методы производства керамики 
затруднены из-за сложности обработки и формования, 
тогда как DLP-печать позволяет добиться сложных 
геометрических форм без значительных затрат времени 
и материалов. Современные исследования также 
отмечают важность оптимизации реологических свойств 
фотополимерных суспензий для успешной печати и 
достижения требуемых механических характеристик 
изделий [7]. 

Используемые в DLP керамические материалы, такие 
как гидроксиапатит, оксид алюминия и оксид циркония, 
обладают отличной биосовместимостью и биоинертностью, 
что снижает риски отторжения и воспалительных реакций 
у пациентов. Технология позволяет контролировать 
микроструктуру поверхности, что улучшает сцепление 
имплантата с тканями [6].

DLP-печать хорошо сочетается с другими методами 
аддитивного производства и постобработки, что расширяет 
возможности по созданию мультифункциональных и 
композитных материалов для медицины [8].

В данной работе исследуется применимость метода 
аддитивного производства на основе цифровой 
обработки света (DLP) к гидроксиапатитовому материалу, 
полученному из кортикальных костей кадаверного 
костного аллотрансплантата. Насколько нам известно, до 

настоящего времени в литературе не было представлено 
ни одного исследования, специально посвященного 
аддитивному производству керамических изделий с 
использованием костных аллографтов человека.

Материал, используемый в данном исследовании, 
представляет собой коммерчески доступный 
медицинский костный аллотрансплантат в форме блоков 
(аллотрансплантаты для хирургии «Аллоплант»® по ТУ 9398-
001-04537642-2011; регистрационное удостоверение на 
медицинское изделие ФСР 2011/12012; производитель —
ФГБОУ ВО БГМУ Минздрава России, Россия). Этот 
коммерческий материал широко используют в медицинской 
практике, и ежегодно в медицинских клиниках проводится 
более 2000 ортопедических операций.

Исследование инициировано в ответ на запросы 
практикующих хирургов о разработке передовых 
технологий формирования аллотрансплантатов. Основная 
цель применения данного аллотрансплантатного материала 
в технологии 3D-печати заключается в достижении высокой 
точности геометрических параметров с отклонениями 
в пределах сотен микрон, что позволяет адаптировать 
изделия к неправильной форме костных дефектов при 
сохранении высоких биомедицинских свойств.

Цель исследования — оценить применимость технологии 
аддитивного производства на основе цифровой обработки 
света (DLP) для формирования высокоточных по геометрии 
имплантатов сложной формы из материала на основе 
костного аллографта.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Обработка аллотрансплантационного материала 
и приготовление фотополимеризующейся суспензии

Кадаверный костный материал проходит ряд процедур 
химической обработки и радиационной стерилизации для 
устранения иммуногенных компонентов и индукции лизиса 
мембранных тканей, при этом сохраняются коллаген и 
некоторые элементы аморфного костного матрикса [9]. 
Схема проведения исследования представлена на рис. 1.

Костные блоки размером 0,5–6 см подвергали 
прокаливанию в лабораторной печи Kittec CLL15 (Kittec, 
Германия) при температуре 900 °C в течение 5 ч для 
устранения органического содержимого. Примерно 15% 
прокаленных блоков имели желтоватые и сероватые 
отложения на поверхности. Как чистые прокаленные блоки, 
так и блоки с отложениями анализировали с помощью 
сканирующего электронного микроскопа Jeol JSM-6390LV 
(JEOL, Япония), оснащенного энергодисперсионным 
рентгеновским анализатором (EX-230 BU).

После прокаливания материал аллотрансплантата 
подвергали двухэтапной процедуре измельчения с 
использованием циркониевых измельчительных стаканов 
и циркониевых шаров в шаровой мельнице Retsch PM400 
(Retsch, Германия). Целью первого этапа было измельчить 
блоки аллотрансплантата в порошок миллиметрового 
размера. Второй этап был направлен на измельчение до 
размера частиц 1–5 мкм. Такое измельчение включало 
мокрое измельчение в изопропаноле (ИПА). Затем 
измельченный материал сушили в сушильной печи Binder 
ED56 (Binder GmbH, Германия) при 115 °C в течение 2 ч для 
удаления остатков ИПА.

После первого этапа измельчения была получена фракция 
порошка с использованием лабораторных сит с размером 
ячеек 400 мкм и 315 мкм. «Образец А» состоял из фракции 
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Рис. 1. Схема проведения исследования

порошка в диапазоне от 315 до 400 мкм. После второго 
этапа измельчения из полученного порошка был собран 
«образец В».

Порошок аллотрансплантата микронного размера 
смешивали с диспергатором Dysperbyk-180 (BYK GmbH, 
Германия) в массовой концентрации 2% в шаровой мельнице 
Retsch PM400 с использованием 8-миллиметровых 
циркониевых шаров со скоростью 200 об./мин в течение 
1 ч. Для создания фотополимеризующейся суспензии 
органическое связующее вещество CB2-DLP-GM/2 (ООО 
«ВундерТех», Россия) смешивали с красителем Е104 
в массовой концентрации 0,24% и затем добавляли к 
диспергированному порошку аллотрансплантата для 
достижения загрузки порошка в массовой концентрации 
68,9%, что соответствовало объемной концентрации 
42,6%. Включение красителя было предназначено 
для минимизации рассеяния света керамическими 
частицами в процессе 3D-печати. Наконец, суспензию 

гомогенизировали в шаровой мельнице Retsch PM400 с 
использованием циркониевых шаров диаметром 20 мм 
при скорости 200 об./мин в течение 5 ч.

Испытания фотополимеризующейся суспензии 
и операций 3D-печати

Все исследования с применением фотополимеризующейся 
суспензии проводили с использованием 3D-принтера 
Creality Mage Pro 8K DLP (Creality, Китай).

Первоначально оценивали эффективность полимеризации 
суспензии. Квадратные объекты размером 1 × 1 см 
полимеризовались при различной энергии света 0,12, 
0,2, 0,24, 0,8 и 16 Дж/см2, что соответствовало времени 
экспозиции 15, 25, 30, 100 и 2000 с соответственно. В 
каждом случае слой суспензии толщиной 2 мм помещали 
в ванну принтера, и эксперимент повторялся четыре 
раза. После полимеризации толщину полимеризованного 
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слоя измеряли с помощью толщиномера Interapid (Schut, 
Швейцария) с точностью 0,001 мм. Эта оценка дала 
два важных результата: a) подтверждение пригодности 
суспензии на основе аллотрансплантата для печати на 
основе DLP; б) установление связи между энергией света 
и глубиной полимеризации.

На основании этой зависимости были определены 
оптимальные параметры 3D-печати, а именно время 
экспозиции 20 с и толщина слоя 30 мкм. Процесс 
3D-печати проводили в две серии. Первая серия — 
изготовление цилиндров с размерами 3 × 7,5 мм для 
проведения механических испытаний на сжатие (ASTM 
C1424) [10] и рентгеновскую дифракцию (ISO 10993-14)
[11], и параллелепипеды размером 7 × 5 × 3 мм для 
измерения плотности, усадки при спекании, пористости, 
твердости по Виккерсу (ISO 10993-14). 

Вторая серия — оценка возможности печати сложной 
керамической структуры в виде сетки или скаффолда. 
После 3D-печати все объекты были подвергнуты 
термическому удалению связующего в печи Kittec CLL15, 
путем нагревания до 700 °C со скоростью 3 °C в час в 
воздушной атмосфере. Измерения размеров объектов 
проводили с помощью цифрового штангенциркуля Topex 
31C628 (Group Topex, Польша) с точностью 0,02 мм, в то 
время как измерения массы были проведены с помощью 
лабораторных весов AND HR250-AZG (AD Company, 
Япония) с точностью 0,001 г. Эти измерения позволили 
достаточно точно оценить плотность и пористость 
образцов на этапе неспеченного изделия (сырца).

Образцы после удаления связующего (дебаундинга) 
показали пористость 58% и были охарактеризованы как 
рыхло-консолидированные и механически слабые. Они 
спекались в печи Kittec CLL15 в воздушной атмосфере при 
температуре 1300 °C при скорости нагрева 120 °C в час с 
последующей выдержкой 1 ч.

После завершения испытаний физико-механических 
характеристик спеченного аллотрансплантатного материала 
предварительно раздробленные образцы, цилиндры 
и параллелепипеды, измельчали в агатовой ступке и 
просеивали для получения порошкообразной фракции 
315–400 мкм. Из полученного порошка отбирали «образец С».

Лабораторная оценка свойств материалов

Оценка неспеченного аллотрансплантатного материала

Энергодисперсионную спектроскопию использовали 
для оценки химического состава прокаленных 
аллотрансплантатных блоков, в частности, на чистых 
участках, а также на сероватых и желтоватых поверхностных 
отложениях. Этот метод также применяли к «Образцу B» для 
оценки химического состава целевого порошкообразного 
материала, предназначенного для операций 3D-печати. 
Ожидалось, что состав «Образца B» будет отражать 
эффекты процессов прокалки и измельчения, включая 
потенциальную механическую активацию или деградацию 
химических соединений. Порошкообразный образец был 
равномерно распределен по площади 1 × 1 см держателя 
образца в сканирующем электронном микроскопе (СЭМ) и 
исследован в восьми различных местах с использованием 
напряжения 20 кВ и времени экспозиции 120 с.

Распределение размеров частиц «Образца B» 
оценивали с помощью лазерного дифрактометра Fritsch 
Analysette 22 NanoTec (Fritsch GmbH, Идар-Оберштайн, 
Германия), чтобы убедиться, что большинство частиц 

порошка имеют размер менее 10 мкм, в соответствии с 
требованиями процесса цифровой обработки света (DLP).

Оценка физико-механических свойств аддитивно 
изготовленного спеченного аллотрансплантатного 
материала

Плотность и пористость зеленых, отожженых и спеченных 
объектов рассчитывали на основе их измеренных 
размеров и массы. Измерения проводили для каждого 
объекта индивидуально. Размеры измеряли с помощью 
цифрового штангенциркуля Topex 31C628, а массу 
определяли с помощью весов AND HR250-AZG. Расчеты 
относительной плотности основывались на теоретической 
плотности гидроксиапатита, которая составляет 3,16 г/см3.

Коэффициенты усадки в результате термического 
спекания были рассчитаны путем анализа изменений 
размеров между зеленым и спеченным состояниями 
объектов. Важно отметить, что из-за анизотропной 
природы 3D-печати коэффициенты усадки различались в 
направлениях X, Y и Z.

Твердость объектов в форме параллелепипеда 
оценивали с помощью аналитической установки Nanovea 
PB1000 (Nanovea, США), оснащенной микроиндентором 
Виккерса. Испытания на сжатие и растяжение при 
раскалывании проводили с использованием двухколонной 
испытательной системы Instron 5969 (Instron, США). 
Испытания на сжатие соответствовали стандартам ASTM 
C1424, при этом испытываемые образцы представляли 
собой цилиндры размером 3 × 7,5 мм. Эти образцы 
были изготовлены в соответствии с главой X2 стандарта 
испытаний ASTM C1424 [10], но были пропорционально 
уменьшены в размере на 40%. Эволюция двумерного поля 
деформации во время нагрузки была записана с помощью 
системы измерения корреляции цифровых изображений 
(DIC) Vic-3D (Correlated Solutions Inc., США).

Параметры растяжения спеченного аллотрансплантатного 
материала были получены из испытаний на растяжение 
при раскалывании, проведенных в соответствии с ASTM 
D3967. 

Изготовленный аддитивным способом и спеченный 
скаффолд был исследован на предмет потенциальных 
структурных артефактов с помощью сканирующего 
электронного микроскопа (СЭМ) Helios G4 PFIB 
ThermoFisher Scientific (ThermoFisher Scientific, США). 

Оценка эволюции фазы аллотрансплантата 
при аддитивных производственных процессах

Исследование фазовой эволюции материала на различных 
этапах производственного процесса было проведено 
для образцов A, B и C с использованием камеры Guinier, 
сопряженной с рентгеновским дифрактометром Huber 
G670 (Huber Diffraktionstechnik GmbH Co. KG, Германия). 
Порошкообразные образцы наносили на пленку Mylar с 
помощью ацетона перед переносом для тестирования. 
Измерения проводили с помощью изогнутого 
монохроматора Ge (111) и детектора с пластиной 
изображения с использованием CoKα1 (λ = 1,78892 Å). 
Оцененный диапазон 2θ составлял от 4° до 100° с угловым 
шагом 0,01°.

Анализ результатов рентгеновской дифракции (XRD) 
был выполнен с использованием базы данных ICDD PDF-2 
(The International Centre for Diffraction Data Powder Diffraction 
File-2). Результаты XRD для образцов A, B и C были 
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сравнены для оценки влияния измельчения материала и 
термической обработки.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценка неспеченного аллотрансплантатного 
материала

Прокаливание объемных образцов аллотрансплантата 
удаляет остаточное органическое содержимое и этанол 
из материала аллотрансплантата, в результате чего 
получается сухая, хрупкая керамическая матрица. Потеря 
массы при прокаливании составила 41,9%.

В нашем анализе обработанных объемных образцов 
аллотрансплантатов примерно 15% костных блоков 
показали видимые поверхностные отложения. Эти 
отложения включали желтоватые вещества, богатые 
цинком, и сероватые материалы, содержащие значительное 
количество углерода. Некоторые желтоватые отложения 
также показали следы сероватого материала. Остальные 
образцы выглядели чистыми и белыми, без видимых 
признаков отложений.

Анализ химического состава отложений с использованием 
EDS выявил высокие концентрации цинка, вероятно, 
в форме желто-коричневых кристаллов гопеита, в 
желтоватых отложениях (рис. 2). Анализ выявил атомы 
кальция, фосфора, кислорода, натрия и цинка, которые в 
совокупности составляли до 82% исследованной площади. 
Остальные 18% включали аналогичные химические 
компоненты вместе с дополнительными атомами углерода, 
возможно, указывающими на ограниченное количество 
сажи, образующейся при разложении органического 
вещества.

Значительное количество углерода, вероятно, в 
виде сажи, было обнаружено в сероватых отложениях. 
Результаты EDS показали, что в этих сероватых областях 
отсутствовали обнаруживаемые атомы кальция, а 84% 
анализируемой области также не содержали фосфора.

Анализ EDS визуально «чистых» кальцинированных 
образцов аллотрансплантатов выявил наличие атомов 
кальция, фосфора и кислорода во всех исследованных 
областях. До 93% этих областей все еще были покрыты 
тонким слоем углеродных отложений, в то время как 
27% содержали атомы натрия (рис. 3). В данных EDS 
с поверхностей кальцинированных образцов точно 
определить соотношение Ca/P невозможно, поскольку 
при термическом разложении органическое вещество, 
вероятно, диффундировало через пористую структуру 
неорганического матрикса, вызывая неоднородное 
распределение элементов на поверхности.

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ) показала, 
что прокаленный аллотрансплантат состоит из плотно 
упакованных зерен кальций-фосфатной керамики 
размером 130 нм–2,2 мкм. Зерна имеют округлую 
морфологию, характерную для спеченной керамики. 

После прокаливания органическое содержимое 
аллотрансплантата разложилось, что повысило хрупкость 
и упростило измельчение. На первом этапе прокаленную 
кость измельчили до порошка с частицами менее 1,2 мм, 
прошедшими через сито 1200 мкм. На втором этапе получен 
порошок с частицами 0–5 мкм. По данным лазерной 
дифрактометрии, размер частиц составляет 300 нм–5 мкм, 
среднее значение — 2,57 мкм. Вторичный пик распределения 
(5–25 мкм) обусловлен агломератами мелких частиц, что 
подтверждается СЭМ. Такие агломераты не мешают 

Рис. 2. Результаты анализа EDS окрашенных отложений на поверхности 
прокаленных аллотрансплантатов: распределение химических элементов по 
желтоватой области отложения, несколько цветов некоторых соединений 
соответствуют одному и тому же набору химических компонентов, 
появляющихся в результатах EDS в разном порядке, например, Ca/P/O/Na/
Zn или Ca/P/O/Zn/Na

Рис. 3. Результаты EDS-анализа поверхности прокаленного аллотрансплантата, 
не имеющего идентифицируемых отложений, — распределение химических 
элементов по площади аллотрансплантата. Несколько цветов некоторых 
соединений соответствуют одному и тому же набору химических 
компонентов, появляющихся в результатах EDS в разном порядке, 
например, Ca/P/O/C или Ca/C/P/O

DLP-процессам, так как разрушаются при приготовлении 
суспензии.  

Оценка физико-механических свойств аддитивно 
изготовленного спеченного 
аллотрансплантатного материала

На основе полимеризационных испытаний фото-
полимеризующейся суспензии установлена зависимость 
между световой энергией и глубиной полимеризации. По 
методологии Якобса [12], критическая энергия, необходимая 
для эффективной полимеризации, составляет 
Ec = 3,51 мДж/см2, что соответствует возможностям 
используемого 3D-принтера. Минимальное время 
экспозиции, обеспечивающее полимеризацию, определено 
в 15 с (толщина слоя 122 мкм), однако такие образцы были 
мягкими и нестабильными. При экспозиции 20 с получены 
твердые и прочные «зеленые тела» без дефектов. Объекты 
простой формы и скаффолды успешно напечатаны 
методом DLP, очищены от связующего и спечены.

Скаффолд исследовали с помощью СЭМ (рис. 4). 
Слоистая структура отчетливо видна. Во время 
термообработки в зонах контакта выступающих структур 
образовались микротрещины с отверстиями около 10–15 мкм, 
что указывает на необходимость оптимизации спекания. 
Внутренние поверхности трещин содержат плотно 
упакованные зерна размером 5–10 мкм, тогда как исходный 
порошок имел зерна 0,3–5 мкм, что свидетельствует о 
перестройке и росте зерен при спекании.
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Рис. 4. Напечатанный на 3D-принтере и спеченный скаффолд, изготовленный 
из аллотрансплантата и имеющий сложную форму. Видны выпуклые и 
вогнутые участки объекта, слоистая структура; микротрещины в слоистой 
структуре объекта возникли во время термической обработки

Рис. 5. Механическое поведение материала аллотрансплантата, напечатанного на 3D-принтере и спеченного при 1300 °С, при механическом испытании на 
сжатие (шесть образцов) и испытании на растяжение при раскалывании (шесть образцов)

Отсутствие нанопористых пустот в углах сопряженных 
зерен, характерных для высокотемпературного спекания, 
является примечательным. В материале отмечены 
межзеренные микротрещины, которые при отсутствии 
нанопор могут формировать пористую систему. При 
относительной плотности 82% ожидаемая пористость 19% 
согласуется с наблюдениями. Пористость обусловлена 
межзеренными микротрещинами и крупными пустотами 
между зерненными скоплениями, что типично для материалов 
с низкой плотностью.  

Уплотнение аллотрансплантата в процессе спекания
привело к уменьшению линейных размеров и геометрических 
особенностей. В среднем линейная усадка аллотрансплантата 
составила 24%. Такая анизотропная усадка характерна 
для 3D-печати и может быть связана с неравномерным 
нанесением исходного сырья как внутри, так и снаружи 
плоскости формирования слоя.

Результаты EDS, полученные для «образца C», дают 
представление о соотношении кальция и фосфора (Ca/P), 
поскольку они охватывают данные как с поверхности, так и с 
объема материала. Анализ EDS показывает, что основными 
компонентами спеченного аллотрансплантатного материала 
являются кальций (Ca), фосфор (P) и кислород (O), а также 
следовые количества натрия (Na), магния (Mg), стронция 
(Sr), алюминия (Al) и калия (K).

Соотношение Ca/P варьировалось среди восьми 
протестированных образцов, в диапазоне от 1,6 до 1,7. 

Результаты испытаний на сжатие и растяжение при 
раскалывании представлены на рис. 5. Прочность на 
сжатие спеченного аллотрансплантатного материала 
варьировалась от 50 до 100 МПа, со средним значением 
76 МПа. Прочность на растяжение, полученная из испытания 
на растяжение при раскалывании, варьировалась от 4 
до 23 МПа, со средним значением 12 МПа. Кроме того, 
модуль Юнга оказался между 2,9 и 3,3 ГПа.

Твердость по Виккерсу спеченного аллотрансплантата 
варьировалась от 0,3 до 0,8 ГПа.

Такое высокое значение локальной твердости может 
быть связано с включением ZrO2, полученным в результате 
процесса измельчения. За исключением этого выброса, 
средняя твердость по Виккерсу составила приблизительно 
0,6 ГПа.

Оценка эволюции фазы аллотрансплантата 
вследствие помола и аддитивных 
производственных процессов

Результаты анализа рентгеновской дифракции (XRD) 
для «образца A», «образца B» и «образца C» близко 
совпадают с контрольными пиками для карточки «[9–432] 
Hydroxyapatite» базы ICDD PDF-2. Все протестированные 
образцы прошли прокалку при 900 °C перед анализом 
XRD, что отражает эффекты этой обработки. Небольшое 
количество аморфной фазы было обнаружено в «образце 
A» и «образце B», на что указывают более широкие пики 
и небольшие отклонения от базовой линии. Напротив, 
«образец C» показал более узкие и острые пики, что 
предполагает снижение содержания аморфной фазы. 
Кроме того, в «образце C» были идентифицированы новые 
пики, соответствующие CaO (2 𝜃 ≈ 43°) и ZrO

2
 (2 𝜃 ≈ 34°). 

Наличие включений CaO можно объяснить механической 
активацией и потенциальной деградацией гидроксиапатита 
и аморфных соединений фосфата кальция. Пики ZrO2 
связаны с включениями диоксида циркония, которые 
загрязнили материал аллотрансплантата на втором этапе 
помола.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Материал аллотрансплантата, полученный из кадаверных 
кортикальных костей человека, продемонстрировал 
потенциал для успешного применения в аддитивной 
процедуре на основе цифровой обработки света (DLP). 
В научной литературе мы не нашли исследований, 
посвященных применению костного аллографта для 
3D-печати. Нами было показано, что материал на 
основе костного аллотрансплантата может эффективно 
использоваться с использованием методов аддитивного 
производства, демонстрируя поведение, аналогичное 
поведению синтетического гидроксиапатита в процессе 
3D-печати.

Оптимизированные для синтетической кальций-фосфатной 
керамики протоколы печати и термообработки не обеспечили 
нужных свойств аллотрансплантата из кости. Признаком 
этого стали трещины в спеченных образцах, вызванные 
низкой плотностью коричневых тел и неоптимальным 
спеканием. Повысить плотность можно увеличением 
загрузки порошка в фотополимеризующейся суспензии. 
Оптимизация спекания потребует серии параметрических 
исследований и лабораторного анализа свойств материалов.

Несмотря на то что процесс изготовления образцов из 
аллотрансплантата, изготовленных аддитивным способом, 
не был оптимизирован, он позволил получить относительно 
высокую плотность спекания в микромасштабе, что 
указывает на потенциал для дальнейших улучшений. 
Примечательно, что не было пустот в углах сопряженных 
зерен, а естественные химические включения в 
структуре материала, такие как натрий (Na), магний (Mg), 
стронций (Sr), алюминий (Al) и калий (K), были сохранены 
в количествах, типичных для человеческих костей. Эти 
факторы свидетельствуют о превосходящих свойствах 
аллотрансплантата по сравнению с синтетическими 
альтернативами.

Операции помола способствовали эффективной 
гомогенизации химического состава аллотрансплантата. 
Однако из-за низкого коэффициента заполнения порошком 
в исходном сырье начальная плотность «коричневого тела» 
была недостаточной, что приводило к ненужным напряжениям 
и недостаточному уплотнению при термическом спекании. 
В результате образовывались межзерновые микротрещины 
и большие межзерновые пустоты, что способствовало 
пористости спеченного материала в 15,8%. Кристаллы 
кальций-фосфата в неповрежденной кости представляют 
собой пластинчатые частицы размером 40 × 3 × 7,5 нм, 
переплетенные с коллагеновыми волокнами [12]. Отсутствие 
таких нанопластин в прокаленном образце указывает 

на их спекание и превращение в округлые зерна при 
прокаливании.

Никаких существенных изменений в фазах материала 
или химического состава не наблюдалось на протяжении 
всего процесса производства. Коммерческий костный 
аллотрансплантат человека содержит приблизительно 
60–70% минералов и 30–40% органических компонентов 
по массе [13–15]. Подробный анализ подтвердил кальций-
дефицитную природу костного минерала со средним 
соотношением кальция к фосфору (Ca/P) 1,65. Керамика 
на основе фосфата кальция резорбируется быстрее при 
снижении соотношения Ca/P, поэтому ожидается, что 
биорезорбция для материалов аллотрансплантата будет 
протекать быстрее, чем для синтетического гидроксиапатита. 
Это соотношение соответствует ожиданиям для фазы 
гидроксиапатита с дефицитом кальция, подтвержденным 
результатами рентгеновской дифракции (XRD) [16]. В 
одних исследованиях показано, что соотношение Ca/P в 
человеческой кости в среднем составляет около 1,67 [17], 
по результатам других работ [18], костный минерал обычно 
имеет соотношение Ca/P ниже 1,67 из-за дефицита кальция.

Механические свойства спеченного материала имеют 
решающее значение для определения его общей прочности 
и твердости, особенно с учетом неоптимизированной 
микроструктуры материала. Следовательно, улучшения 
свойств материала могут быть достигнуты путем 
оптимизации технологий обработки и производства.

ВЫВОДЫ

Материал аллотрансплантата, используемый в этом 
исследовании, был получен из кадаверной кортикальной 
костной ткани человека. Этот материал подвергся обжигу 
и впоследствии был измельчен в порошок микронного 
размера для создания фотополимеризуемой суспензии и для 
последующего его использования в процессе аддитивного 
производства на основе DLP. Результаты подтвердили высокую 
совместимость материала аллотрансплантата с технологиями 
аддитивного производства. Полимеризационные испытания 
и операции 3D-печати продемонстрировали стабильность 
материала на основе костного аллотрансплантата на каждом 
этапе процесса аддитивного производства. Необходимы 
дальнейшие исследования для уточнения характеристик 
аддитивно изготовленных аллотрансплантатных имплантов 
и сравнения их с синтетическими аналогами. Это включает 
оптимизацию этапов подготовки процесса аддитивного 
производства и оценку их потенциала для регулирования 
процессов остеоиндукции, остеокондукции и механической 
стабильности как в условиях in vitro, так и in vivo.
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А. С. Иванов1,2    , Т. П. Тананакина1, С. А. Кащенко1, И. А. Погорелова1

ЭКСПРЕССИЯ микроРНК MIR146A В ПЛАЗМЕ КРОВИ КРЫС С ОЖИРЕНИЕМ 
И АРТРОЗОМ КОЛЕННОГО СУСТАВА НА ФОНЕ ВВЕДЕНИЯ ДЕКСАМЕТАЗОНА

МикроРНК не поддаются действию РНКаз и высокоспецифичны для различных патологических состояний, в частности воспаления, что позволило 

рассматривать их как биомаркеры данного патологического процесса. Обнаружить их удалось во всех жидкостях организма, в патогенезе воспаления 

ключевую роль играют микроРНК miR146а. Целью работы было определить уровень экспресии miR146а у крыс с гонартрозом, сочетанным ожирением 

и коррекцией дексаметазоном с целью разработки дальнейших патогенетических механизмов лечения остеоартроза. Для исследования отобрали 

180 самцов белых крыс линии Вистар в возрасте 8–10 недель массой 200–250 г. Животные были разделены на пять групп по 36 в каждой: в первой группе 

вводили физиологический раствор хлорида натрия внутримышечно, остальным экспериментально смоделировано ожирение и артроз коленного 

сустава. Особям второй группы вводили 1,0 мл раствора хлорида натрия внутримышечно, третьей, четвертой и пятой — дексаметазон в дозе 1 нг/мл, 

10 нг/мл и 100 нг/мл соответственно. Забор крови для проведения исследования проводили на 3, 5, 10 сутки. Полученные показатели исследовали при 

уровне статистической значимости (p < 0,05). Установлено повышение уровня miR146а у животных второй группы в сравнении с остальными, за счет 

развития воспаления на фоне ожирения и сопутствующего гонартроза. В третьей группе уровень экспрессии незначительно снижался, но оставался 

высоким. В четвертой группе на фоне применения 10 нг/мл дексаметазона уровень экспрессии miR-146а снижался максимально на 3 и 5 сутки. В пятой 

группе изменения практически отсутствовали, показатель снижался незначительно. Наибольшую эффективность в процессе эксперимента выявлена 

при дозе дексаметазона 10 нг/мл — она обладала набольшей противовоспалительной активностью по отношению к остальным. 
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Ivanov AS1,2    , Tananakina TP1, Kashchenko SA1, Pogorelova IA1

EXPRESSION OF microRNA MIR146A IN THE BLOOD PLASMA OF RATS WITH OBESITY 
AND KNEE ARTHROSIS AFTER ADMINISTRATION OF DEXAMETHASONE

MicroRNAs are resistant to RNases and are highly specific for various pathological conditions, particularly inflammation, allowing them to be considered inflammation 

biomarkers. They were detected in all body fluids, and miR146a plays a key role in the pathogenesis of inflammation. A total of 180 male white Wistar rats were 

selected for the study. All animals were 8–10 weeks old and weighed 200–250 grams. The animals were divided into five groups of 36 each. The first received 

saline solution intramuscularly, while the others underwent experimental modeling of obesity and knee arthrosis. The second group received 1.0 ml of saline solution 

intramuscularly, while the third, fourth, and fifth groups received dexamethasone at doses of 1 ng/ml, 10 ng/ml, and 100 ng/ml, respectively. Blood samples for the 

study were collected on days 3, 5, and 10. The obtained parameters were analyzed at the statistical significance level (p < 0.05). Increased miR146a levels were 

observed in animals in the second group compared to the others, due to the development of inflammation associated with obesity and concomitant gonarthrosis. 

In the third group, expression levels decreased slightly, remaining high. In the fourth group, with the use of 10 ng/ml dexamethasone, miR146a expression levels 

decreased most significantly on days 3 and 5. In the fifth group, virtually no changes were observed, with the parameter decreasing only slightly. The 10 ng/ml 

dexamethasone dose demonstrated the greatest efficacy during the experiment, possessing the greatest anti-inflammatory activity compared to the other doses.
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В 2008 г. в плазме крови было экспериментально обнаружено 
присутствие некоторых форм микро-РНК в стабильной 
форме, исключающей воздействие РНКаз, что послужило 
началом их исследования в качестве биомаркеров 
воспалительного процесса [1–5]. Стабильность обусловлена 
дисрегуляцией клеточной экспрессии микроРНК, 
что можно наблюдать при инфекции, кроме того, 
клетка способна высвобождать некоторые формы во 
внеклеточное пространство. Дальнейшие исследования 
показали наличие биомаркеров не только в плазме крови, 
но и в слюне, моче, желчи, грудном молоке и других 
жидкостях организма [6]. На сегодняшний день имеются 
данные о специфических изменениях профиля экспрессии 
микроРНК при различных патологических состояниях, 
например, при онкологии, заболеваниях сердца и сосудов, 
воспалении, старении организма и др. [7–8].

Прогресс, наступивший в изучении взаимосвязи 
различных генов, их продуктов и факторов окружающей 
среды, привел к очевидности роли эпигенетической 
изменчивости, состоящей в изменении экспрессии 
генов, которые не влияют на структуру ДНК, но способны 
передаваться в ряду поколений. Есть три уровня 
эпигенетической регуляции — геномный (метилирование 
ДНК), протеомный (отвечает за модификацию гистонов), 
а также транскриптомный (регуляция РНК). МикроРНК 
представляют собой большой класс малых некодирующих 
информацию РНК-молекул длиной 18–25 нуклеотидов, 
регулирующих экспрессию генов за счет комплементарного 
взаимодействия с 3'-нетранслируемыми участками мРНК, 
что приводит к разрушению молекулы РНК или угнетению 
процессов трансляции [9].

Известно большое количество микроРНК, которые 
специфичны для каждого патологического состояния и 
дают возможность начать наиболее раннюю диагностику 
с целью начала своевременного лечения.  По последним 
данным, в патогенезе воспалительных заболеваний 
задействованы микроРНК miR21 и miR146а [10]. 
Выяснена роль miR146а в регуляции клеточного цикла, 
процессов апоптоза, пролиферации и дифференцировке 
клеток, роль в патогенезе инфекционных заболеваний 
[11–13]. 

За последние 10 лет выявлена роль микроРНК в 
качестве специфических факторов остеоартроза и 
ревматических заболеваний [14–18]. Обнаружение 
miR146а в синовиальной жидкости и плазме при 
остеоартрите является потенциальным диагностическим 
и прогностическим маркером [18]. Повышение уровня 
miR146а в плазме крови свидетельствует о развитии и 
прогрессировании гонартроза, который в подавляющем 
большинстве случаев сочетается с наличием избыточной 
массы тела [20]. МiR146a считают маркером ожирения, и 
повышение его уровня в плазме крови является признаком  
его развития и прогрессирования. Физическая активность 
способствует снижению массы тела, в результате чего 
снижается уровень экспрессии miR146a [21].

Использование при лечении гонартроза нестероидных 
и стероидных противовоспалительных средств (например, 
целекоксиба, ибупрофена, дексаметазона, метотрексата и 
др.) способствует подавлению синтеза провоспалительных 
цитокинов и miR-146a за счет усиления экспрессии miR149-5p 
и miR-let-7c-5p [22, 23]. Среди глюкокортикостероидов 
для лечения воспалительных заболеваний суставов, 
в том числе и остеоартроза, одним из наиболее часто 
применяемых препаратов является дексаметазон [24]. 
По данным метаанализа за 2018 г., уровень экспрессии 

miR146a выше у пациентов с ревматоидными артритом 
и остеоартрозом, чем у здоровой группы пациентов, 
поскольку он служит регулятором первичного иммунного 
ответа и участвует в патогенезе остеоартроза [22]. 
Остается недостаточно изученным уровень экспрессии 
miR146a на фоне ожирения, сочетанного с артрозом, на 
фоне коррекции глюкокортикостероидами.

Исследование уровня экспрессии miR146a у крыс на 
фоне ожирения и остеоартроза дает возможность понять 
патогенетические механизмы развития заболевания 
и разработать оптимальные схемы лечения. Целью 
данного исследования было разработать патогенетическую 
схему лечения остеоартроза, сочетанного с ожирением 
на фоне применения дексаметазона с учетом уровня 
экспрессии miR146a, дать оценку влияния различных доз 
дексаметазона (1 нг/мл, 10 нг/мл и 100 нг/мл) на уровень 
экспрессии miR-146a у крыс с экспериментальной 
моделью ожирения и гонартроза. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперимент был проведен на базе Научно-
исследовательского центра «Аск-Хэлс» (Болгария) и 
ФГБОУ ВО «ЛГМУ им. Свт. Луки» МЗ РФ  Для проведения 
эксперимента было отобрано 180 белых лабораторных 
крыс-самцов линии Вистар, возрастом 8–10 недель, массой 
200–250 г. Животных содержали в условиях вивария при 
температуре 22 ± 2 °C и 12-часовом цикле дня и ночи при 
свободном доступе к воде и пище. Путем случайного отбора 
животные были разделены на пять групп (n = 36). Особям 
первой (контрольной) группы вводили внутримышечно 1,0 мл
физиологического раствора хлорида натрия, второй 
(ожирение + гонартроз) — 1,0 мл физиологического 
раствора хлорида натрия, третьей, четвертой и пятой 
(ожирение + гонартроз) — 1,0 нг/мл, 10 нг/мл и 100 нг/ 
внутримышечно раствора дексаметазона соответственно. 

Дозы дексаметазона подбирали из такого расчета: 
1 нг/мл — низкая, отражает минимально эффективную 
концентрацию с целью моделирования минимального 
противовоспалительного эффекта без выраженной 
иммуносупрессии; 10 нг/мл — терапевтическая доза, 
которую применяют с целью подавления цитокин-
индуцированного воспаления у крыс; 100 нг/мл — высокая 
доза, использована с целью моделирования возможного 
«парадоксального» эффекта при гиперэкспозиции 
глюкокортикоидов. Диапазон доз подбирали с целью 
оценки дозозависимых ответов miR146a от минимальной 
до супертерапевтической. Физиологический раствор 
и дексаметазон вводили внутримышечно 1 раз в сутки 
ежедневно на протяжении 10 дней. На 3, 5 и 10 сутки 
проводили забор крови из хвостовой вены с последующим 
центрифугированием с целью получения сыворотки 
для определения динамики экспрессии miR146a. Такая 
схема полностью соответствует ранее опубликованным 
работам по моделированию противовоспалительного 
эффекта дексаметазона у лабораторных крыс [24]. 
Побочные эффекты дексаметазона оценивали на 
основе поведенческой активности (тест «открытое 
поле»), массы тела, и индекса Ли, состояния шерсти и 
кожных покровов, уровня глюкозы крови (выраженных 
дозозависимых побочных эффектов при введении 1 и 
10 нг/мл не наблюдалось, при 100 нг/мл наблюдали 
признаки гипергликемии и снижение активности, что 
согласуется с известными побочными эффектами высоких 
доз глюкокортикостероидов).
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Ожирение на животных моделировали с помощью 
высококалорийной диеты путем добавления в рацион 
повышенного количества жиров (45%) растительного 
и животного происхождения и углеводов (35%) на 
протяжении 8 недель. Для оценки результата использовали 
индекс Ли (Ли = 1000 × (масса тела (г)) / (длина от кончика 
носа до ануса (см)). О наличии ожирения свидетельствовал 
показатель более 310 и повышение массы тела на 25–40% 
по сравнению с исходной величиной, что свидетельствует 
о средней степени ожирения [25]. Гонартроз был 
смоделирован по авторской методике путем многократного 
повреждения суставного хряща малоинвазивным методом 
с последующей иммобилизацией на протяжении 2–4 
недель с использованием авторского устройства до 
достижения достоверных рентгенологических признаков 
артроза при помощи высокочастотного портативного 
стоматологического рентген-аппарата Posdion Rextar X, 
70 кВ (Posdion, Южная Корея).

Определение микроРНК (miR146a) проводили методом 
количественной обратной транскрипции с последующей 
полимеразной цепной реакцией (ПЦР) в режиме реального 
времени. Сыворотку получили путем центрифугирования 
1,0 мл венозной крови крыс, отобранной из хвостовой 
вены, при 12 000 об./мин, на протяжении 15 мин при 
температуре 4 °C. Полученные образцы были подвергнуты 
немедленному замораживанию при температуре –80 °C до 
момента исследования.

Выделение тотальной РНК проводили с использованием 
набора miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen, Германия; № 
217184) в соответствии с протоколом производителя. 
Контроль эффективности экстракции проводили путем 
добавления внешнего синтетического контроллера 
(cel-miR-39, Qiagen, Германия), РНК очищали на силикагелевых 
колонках и путем элюирования в объеме 14 мкл без-RNase 
воды. Для синтеза кДНК использовали реагенты TaqMan™ 
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, 
Thermo Fisher Scientific, США; № 4366596) совместно 
со специфическими штаммами праймеров TaqMan™ 
MicroRNA Assays (США) для miR146a (№ 000468).

Выполнение количественной ПЦР проводили на 
96-луночных планшетах на амплификаторе QuantStudio™ 
5 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, США) с 
использованием реагентов TaqMan™ Universal PCR Master 
Mix, No AmpErase UNG, США, № 4324018). В качестве 
референсной РНК использовали U6 snRNA, уровень 
экспрессии которой оставался стабильным во всех 
исследуемых группах.

Для выполнения каждой реакции использовали три 
технических повторности, для оценки относительной 
экспрессии микроРНК применяли метод Ливака (2^-ΔΔCt). 

Статистическая обработка результатов

После получения цифрового материала рассчитывали 
среднее значение и стандартное отклонение, статистически 

анализировали с помощью однофакторного дисперсионного 
анализа (ANOVA) в пакете программ SPSS (v.16.0 для 
Windows, 2007; SPSS, Inc., Чикаго, Иллинойс). Значимые 
различия обозначены как p < 0,05, при подсечете 
процентного соотношения данные первой группы 
принимали за 100%. Для проверки одномерности 
распределения результатов использовали диаграммы по 
типу «ящик с усами» [26]. Статистическую обработку и 
построение диаграмм и графиков проводили с помощью 
программы Statistica10.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В результате проведенного исследования установлена 
зависимость экспрессии микроРНК miR146a на фоне 
ожирения, гонартроза и применения дексаметазона. 
В организме miR146a принимает участие в регуляции 
иммунного ответа и воспалительного процесса путем 
подавления последнего. МiR146a приводит к снижению 
продукции провоспалительных цитокинов (IL-6, IL-8 и TNFα), 
принимает активное участие в регуляции дифференцировки 
Т-клеток, в нейровоспалительных процессах. 

Исследованием установлено возрастание miR146a в 
группе 2, что дает право предполагать развитие воспаления 
в организме, которое вызывают цитокины, продуцируемые 
адипоцитами, и дополнительно провоцируемое гонартрозом. 
Использование в эксперименте дексаметазона приводит 
к снижению показателей miR146a в плазме крови во всех 
исследуемых группах на фоне его длительного применения 
в качестве противовоспалительного средства с целью 
лечения гонартроза, сочетанного с избыточной массой тела 
(табл. 1).

По результатам исследования установлено повышение 
показателя miR146a на третьи сутки в группе 2 на 188,6% 
(p < 0,05), на пятые сутки — на 184,5% (p < 0,05), на 
10 сутки — на 146,6% (p < 0,05), в сравнении с группой 1, что 
может отражать развитие ответной реакции организма на 
воспаление, к которому приводит ожирение, сочетанное с 
гонартрозом. В группе 3 наблюдали снижение показателя 
miR146a в сравнении с группой 2, однако показатель 
оставался высоким. На третьи сутки miR146a выросла 
на 151,1% (p < 0,05), на пятые — на 156,7% (p < 0,05), 
спустя 10 суток эксперимента наблюдали повышение на 
146,6% (p < 0,05) в сравнении с группой 1. При сравнении 
показателей групп 1 и 3 установлено повышение уровня 
miR146a на 151,5% (p < 0,05) на третьи сутки, на 156,7% 
(p < 0,05) — на пятые сутки, на 146,6% (p < 0,05) — 10 сутки.

При динамическом анализе экспрессии miR146a в 
группе 1 на пятые сутки увеличения не произошло, на 
10 сутки уровень повысился на 106,1% (p < 0,05). В группе 
2 на пятые сутки наблюдалось снижение miR146a на 2,2% 
(p < 0,05), на 10 сутки — на 3,3% (p < 0,05) в сравнении 
с третьими сутками и на 1,2% (p < 0,05) при сравнении с 
пятыми сутками эксперимента. В группе 3 на пятые сутки 
в сравнении с третьими сутками произошло повышение на 

Таблица 1. Динамика показателей экспрессии miR146a сыворотки крыс в группах 1, 2 и 3 на 3, 5, 10 сутки

Примечания: р — средняя квадратическая ошибка на уровне значений 0,05.

Показатель miR146a р

Сутки 3 5 10 3 5 10

Группа 1, n = 36 0,97 0,97 1,03 0,07 0,03 0,07

Группа 2, n = 36 1,83 1,79 1,77 0,08 0,08 0,02

Группа 3, n = 36 1,47 1,52 1,51 0,05 0,05 0,05
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103,4% (p < 0,05), на 10 сутки — на 102,7% (p < 0,05) в 
сравнении с третьими сутками и снижение на 0,7% (p < 0,05) 
в сравнении с пятыми сутками.  

Введение в организм 10 нг/мл дексаметазона оказало 
более выраженный противовоспалительный эффект в 
группе 3 по сравнению с остальными. Показатель микро-
РНК miR146a был достоверно выше в сравнении с группой 1, 
но наблюдали его снижение по отношению к группе 2 
(табл. 2).

Экспериментально установили повышение уровня 
экспрессии miR146a на третьи сутки эксперимента на 
112,3% (p < 0,05), на пятые сутки — на 108,2% (p < 0,05), 
а на 10 сутки — на 113,5% (p < 0,05) в сравнении с 
группой 1, что было статистически меньше, чем в группе 2. 
При сравнении уровня экспрессии miR146a в группе 4 с 
показателями группы 2 установлено снижение на 40,5% 
(p < 0,05) на третьи сутки, на 41,4% (p < 0,05) — на пятые 
сутки, на 39,9% (p < 0,05) — на 10 сутки.

Динамический анализ показателя в пределах группы 4
дает понять четкую тенденцию к снижению уровня 
экспрессии miR146a на пятые сутки на 3,7% (p < 0,05) в 
сравнении с третьими сутками, на 10 сутки уровень вырос 
на 107,3% (p < 0,05) в сравнении с третьими сутками и на 
111,4% (p < 0,05) в сравнении с пятыми сутками.    

Иной результат наблюдали при повышении дозы 
дексаметазона до 100 нг/мл. Показатель микроРНК 
miR146a был достоверно выше, чем в группе 1. В сравнении 
с группой 2 показатели незначительно отличались, но были 
достоверно ниже (табл. 3). 

Наблюдали достоверное повышение показателя miR146a 
в группе 5 на третьи сутки на 176,2% (p < 0,05) в сравнении 
с группой 1. При исследовании микроРНК в плазме 
крови животных из группы 5 на пятые сутки показатель 
увеличился на 178,3% (p < 0,05) по отношению к группе 1. 
На 10 сутки эксперимента наблюдали достоверное 
повышение концентрации miR146a в  группе 5 на 159,2% 
(p < 0,05) в сравнении с группой 1. При сопоставлении 
показателей в группе 5 с группой 3 установили снижение 
концентрации на фоне введения дексаметазона, на третьи 
сутки на 6,6% (p < 0,05), на пятые сутки — на 3,4% (p < 0,05), 
на 10 сутки — на 5,7% (p < 0,05).

Динамика показателя внутри группы 5 продемонстрировала 
изменение уровня экспрессии miR146a на фоне введения 
дексаметазона, на пятые сутки показатель вырос на 
101,1% (p < 0,05) в сравнении с третьими сутками, на 
10 сутки он снизился на 2,4% (p < 0,05) в сравнении с 

третьими сутками и на 3,5% (p < 0,05) в сравнении с 
пятыми сутками.

Динамика изменения miR146a в плазме крови во всех 
исследуемых группах представлена на рисунке.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

В результате проведенного исследования установлено 
повышение концентрации микроРНК miR146a в плазме 
крови крыс во всех группах под действием дексаметазона 
в сравнении с группой контроля. У животных  группы 2
показатель был максимален, что свидетельствует в 
пользу воспалительного процесса, вызываемого группой 
цитокинов, выделяемых адипоцитами, и одновременным 
развитием, а также последующим  прогрессированием 
гонартроза [27]. Это обстоятельство подтверждается 
повышением экспрессии miR146a у животных группы 3. 
На фоне введения дексаметазона в дозе 1 нг/мл 
наблюдалось снижение уровня экспрессии miR146a у 
животных группы 3 в сравнении с группой 2, что указывает 
на противовоспалительные свойства дексаметазона даже 
в минимальной дозе. Уровень экспрессии miR146a в 
группе 3 оставался высоким по отношению к группе 1, что 
дает возможность предполагать низкую эффективность 
1 нг/мл дексаметазона в отношении анализируемого 
показателя на протяжении всего периода исследования в 
сравнении с дозой в 10 нг/мл [28]. 

В группе 4 на фоне введения дексаметазона наблюдали 
более выраженное снижение уровня экспрессии miR146a, 
что можно также объяснить ингибированием цитокинов, 
угнетением воспаления, которое вызывает ожирение и 
избыточную массу тела [24]. Максимальный результат в этой 
группе наблюдался на пятые сутки эксперимента, что может 
свидетельствовать о накопительном эффекте препарата 
за счет его ежедневного использования или о блокировке 
рецепторов клеток, чувствительных к цитокинам [29]. На 
10 сутки при сохранении противовоспалительного эффекта 
уровень экспрессии miR146a незначительно повышается, 
что может быть связано со снижением восприимчивости 
рецепторов к препарату или повышенным его метаболизмом.

В группе 5 на фоне применения дексаметазона 
не наблюдали значительного изменения показателей 
miR146a в сравнении с группой 2, что говорит в пользу 
низкой эффективности дозы 100 нг/мл дексаметазона 
на протяжении всего периода эксперимента. Подобное 
может свидетельствовать о гибели рецепторов к 

Таблица 2. Динамика показателей экспрессии miR146a сыворотки крыс в группах 1, 2 и 4 на 3, 5, 10 сутки

Таблица 3. Динамика показателей экспрессии miR146a сыворотки крыс в группах 1, 2 и 5 на 3, 5, 10 сутки

Примечания: р — средняя квадратическая ошибка на уровне значений 0,05.

Примечания: р — средняя квадратическая ошибка на уровне значений 0,05.

Показатель miR146a р

Сутки 3 5 10 3 5 10

Группа 1, n = 36 0,97 0,97 1,03 0,07 0,03 0,07

Группа 2, n = 36 1,83 1,79 1,77 0,08 0,08 0,02

Группа 4, n = 36 1,09 1,05 1,17 0,04 0,07 0,04

Показатель miR146a р

Сутки 3 5 10 3 5 10

Группа 1, n = 36 0,97 0,97 1,03 0,07 0,03 0,07

Группа 2, n = 36 1,83 1,79 1,77 0,08 0,08 0,02

Группа 5, n = 36 1,71 1,73 1,67 0,03 0,04 0,03
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Рис. Динамика изменения показателя miR146a плазмы крови крыс в группах 1–5 на 3, 5, 10 сутки

дексаметазону за счет его высокой концентрации или 
невосприимчивости к нему в высокой дозе, несмотря на 
противовоспалительные свойства препарата [30]. 

ВЫВОДЫ 

В процессе исследования установлено, что максимальный 
положительный эффект был достигнут в группе 4, о чем 
говорит стойкое и наиболее значимое снижение уровня 
экспрессии miR146a. Данное обстоятельство дает 
возможность рекомендовать дозу 10 нг/мл в качестве 
патогенетически обоснованного лечения гонартроза, 
сочетанного с ожирением на протяжении длительного 
периода времени. Незначительный положительный 
эффект от введения дексаметазона наблюдался в группе 3,
поскольку дексаметазон приводил к снижению уровня 
экспрессии miR146a, однако показатель оставался 
высоким по отношению к группе 1. Дексаметазон 
в дозе 1 нг/мл может быть рекомендован в качестве 
патогенетической терапии болевого синдрома или при 

наличии минимального воспалительного процесса, а также 
при лечении гонартроза, не сочетанного с ожирением. 
Установлено, что доза 100 нг/мл дексаметазона не 
проявляет эффективность на протяжении всего периода 
введения и не приводит к выраженному снижению уровня 
экспрессии miR146a в группе 5: уровень оставался 
высоким, колебания показателя были незначительны на 
протяжении всего периода эксперимента. В связи с этим 
нельзя говорить о дозозависимом эффекте дексаметазона 
100 мг на показатель miR146a, что требует дальнейшего 
клинического изучения. Перспектива дальнейших 
исследований состоит в изучении эффекта от применения 
других разновидностей микроРНК плазмы крови на фоне 
гонартроза, сочетанного с ожирением, а также уровня 
глюкозы крови на фоне применения дексаметазона, 
функции рецепторов клеток к дексаметазону и 
концентрации провоспалительных цитокинов, состояния 
коры надпочечников. Вызывают интерес дальнейшее 
изучение и подбор дозы дексаметазона в зависимости от 
уровня экспрессии miR146a в клинической практике. 
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КЛИНИЧЕСКИЙ СЛУЧАЙ    ТОКСИКОЛОГИЯ

Н. П. Макаровская1,2, А. Н. Лодягин1,2,3      , Ч. Б. Батоцыренов4, С. Ю. Разамасова3, А. М. Антонова1, Р. А. Нарзикулов1, Е. С. Соколова1

В настоящее время острые отравления современными психоактивными веществами и наркотическими веществами входят в число основных причин 

экстренной госпитализации лиц в отделения токсикологии. Имеется четкая тенденция к росту числа жизнеугрожающих осложнений при отравлениях 

психоактивными веществами, одним из которых является рабдомиолиз. Представлен клинический случай острого тяжелого отравления альфа-PVP, 

осложненного развитием системного рабдомиолиза, описаны особенности клинического течения и интенсивной терапии при данной патологии. Ранняя 

диагностика, своевременное и эффективное лечение путем проведения агрессивной инфузионно-детоксикационной терапии позволили избежать 

развития анурической стадии острого повреждения почек, а также отказаться от проведения инвазивных процедур экстракорпоральных методов 

детоксикации и, вероятно, избежать неблагоприятного исхода острого отравления α-PVP, осложненного развитием системного рабдомиолиза.

Ключевые слова: катиноны, альфа-PVP, α-PVP, α-пирролидиновалерофенон, клиника острого отравления, диагностика, лечение, рабдомиолиз
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КЛИНИЧЕСКИЙ СЛУЧАЙ ОСТРОГО ТЯЖЕЛОГО ОТРАВЛЕНИЯ α-PVP, ОСЛОЖНЕННЫЙ  
РАЗВИТИЕМ СИНДРОМА СИСТЕМНОГО РАБДОМИОЛИЗА

Makarovskaya NP1,2, Lodyagin AN1,2,3      , Batocyrenov ChB4, Razamasova SYu3, Antonova AM1, Narzikulov RA1, Sokolova ES1

SEVERE ACUTE α-PVP POISONING COMPLICATED BY SYSTEMIC RHABDOMYOLYSIS SYNDROME: 
CASE REPORT

Today, acute poisoning with modern psychoactive substances and narcotic drugs is among the major causes of emergency admissions to toxicology units. There 

is a clear upward trend in the number of life-threatening complications of poisoning with psychoactive substances, one of which is rhabdomyolysis. Here we report 

a clinical case of severe acute α-PVP poisoning complicated by systemic rhabdomyolysis, describe the features of the clinical course and  intensive care for this 

disorder. The early diagnosis, timely and effective treatment by conducting aggressive detoxification infusion therapy made it possible to prevent progression to 

the anuric phase of acute kidney injury, as well as to avoid invasive procedures of extracorporeal detoxification methods and probably avoid the adverse outcome 

of the acute α-PVP poisoning complicated by systemic rhabdomyolysis.
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В настоящее время острые отравления наркотическими 
веществами занимают ведущие позиции в структуре 
поступления пациентов токсикологического профиля и 
отсутствует тенденция к снижению их числа, что определяет 
высокую актуальность проблемы.

К одним из наиболее многочисленных относятся 
случаи острого отравления синтетическими катинонами 
(на сленге — «дизайнерские наркотики»), которые 

обладают мощным психостимулирующим действием 
и частым развитием жизнеугрожающих осложнений 
со стороны ЦНС, дыхательной, сердечно-сосудистой 
систем [1]. Так, на примере эпидемиологической ситуации в 
Санкт-Петербурге, в Центр острых отравлений ГБУ «Санкт-
Петербургского научно-исследовательского института скорой 
помощи им. И. И. Джанелидзе» за 2024 г. было доставлено 
2596 пациентов с отравлениями синтетическим катиноном 
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α-пирролидиновалерофеноном (α-PVP), что значительно 
превосходит число случаев острых отравлений другими 
наркотическими средствами, например, метадоном (за 2024 г. 
поступило 1422 пациентов), кокаином (за аналогичный 
период было доставлено 68 пациентов). Вышесказанное 
подчеркивает преобладание острых отравлений α-PVP в 
структуре острых отравлений в настоящее время.

Впервые свойства α-PVP были описаны в 1963 г.
исследователями фармацевтической компании «Boehringer 
Ingelheim» (Германия) [2]. Однако в дальнейшем подтверждений 
успешного медицинского применения в лечебных целях 
α-PVP не было. С начала 2010-х гг. химическое вещество 
α-PVP появилось на нелегальном наркотическом рынке в 
странах Европы, где распространялось под видом «солей для 
ванн» (отсюда одно из названий — «соль»), а затем отмечено 
его распространение в Москве, Санкт-Петербурге и России 
[3]. Учитывая социальную опасность данного токсиканта, в 
настоящее время оборот α-PVP контролируется в 16 странах 
Евросоюза и запрещен в Российской Федерации [4].

Рекреационные эффекты синтетических катинонов, 
в том числе α-PVP, связаны с мощным стимулирующим 
влиянием на ЦНС и сердечно-сосудистую систему. При 
крайне тяжелых острых отравлениях, помимо токсических 
поражений нервной и сердечно-сосудистой систем тяжесть 
состояния отягощают раннее формирование тяжелых 
метаболических расстройств в виде декомпенсированного 
метаболического ацидоза, коагулопатии [5, 6]. Одно из 
наиболее тяжелых осложнений при остром тяжелом 
отравлении α-PVP — развитие системного рабдомиолиза, 
как правило, сопровождающееся острым повреждения почек.

Рабдомиолиз — это синдром, характеризующийся 
некрозом мышц и высвобождением внутриклеточных 
мышечных компонентов в кровоток [1]. Развитие 
системного рабдомиолиза, являющегося одним из 
наиболее тяжелых осложнений при острых отравлениях, в 
том числе наркотическими веществами, на данный момент 
изучено недостаточно [3]. Целью настоящей работы 
является демонстрация клинического случая острого 
отравления α-PVP, осложненного развитием системного 
рабдомиолиза с выявлением ранних диагностических 
критериев и эффективности проводимой консервативной 
терапии.

Описание клинического случая

Пациент М., мужчина, 23 лет, поступил в отделение острых 
отравлений ГБУ «СПб НИИ СП имени И. И. Джанелидзе» с 
диагнозом направившего учреждения: «Острое отравление 
неизвестным веществом нейротропного действия 
средней степени тяжести. Токсическая энцефалопатия». 
При осмотре у пациента отмечали наличие спутанного 
сознания, психомоторное возбуждение, дезориентацию в 
пространстве, времени и собственной личности. Сознание 
на уровне +3 по шкале RASS. С целью купирования 
психомоторного возбуждения пациенту был введен 
препарат элзепам 2,0 мг внутримышечно. Гемодинамика 
стабильная, частота сердечных сокращений (ЧСС) 
составляет 125 уд/мин, ритм — синусовая тахикардия, 
артериальное давление — 150 и 80 мм рт. ст.

При проведении клинико-лабораторных исследований 
отмечали в общем клиническом анализе крови 
лейкоцитоз до 26,58 × 1012/л со сдвигом количества 
нейтрофилов вправо, при биохимическом исследовании 
крови — повышение уровня креатинина до 227 мкмоль/л 
и уровня мочевины до 19,7 ммоль/л. В общем анализе 

мочи наблюдали протеинурию (с повышением уровня 
белка до 0,75 г/л), гематурию (с повышением количества 
эритроцитов до 2,5 × 102/мкл). По результатам химико-
токсикологического исследования методом газовой 
хромато-масс-спектрометрии (ГХМС) в моче обнаружен 
α-PVP.

Через 12 ч от момента поступления пациент был 
переведен в отделение реанимации и интенсивной 
терапии (ОРИТ) № 11 связи с ухудшением состояния. 
При поступлении в ОРИТ общее состояние пациента 
оценено как тяжелое. Величина зрачков D = S, мидриаз. 
Реакция зрачков на свет живая. Тонус мышц нормальный. 
Рефлексы нормальные. Патологических рефлексов нет.
Частота дыхательных движений 16 в мин. Сатурация 
кислорода — 98%. Гемодинамика стабильная, ЧСС —
89 уд./мин, артериальное давление составило 120 и 
70 мм рт. ст., центральное венозное давление — (+2) см 
водн. ст. При катетеризации мочевого пузыря получено 
100 мл мочи. Цвет мочи бурый. Был установлен 
диагноз: «Острое отравление α-РVP тяжелой степени. 
Токсическая энцефалопатия. Осложнение: системный 
рабдомиолиз. Острое повреждение почек».

На вторые сутки от момента поступления отмечали 
снижение числа лейкоцитоза до 14,9 × 1012/л; в 
биохимических показателях крови выявлены отрицательная 
динамика в виде нарастания уровня креатинина до 
235 мкмоль/л и мочевины до 25,1 ммоль/л, повышение 
уровня цитолитических ферментов (АЛТ — до 462,6 ед./л,
АСТ — до 1782 ед./л), уровня креатинкиназы — до 
88 980 ед./л и гиперкалиемия до 5,4 ммоль/л. Наряду с 
отрицательными значениями биохимических показателей 
крови отмечали снижение темпа диуреза до 100 мл/сут., что 
по классификации KDIGO соответствует 2-й стадии острого 
повреждения почек [5].

Кроме того, при исследовании газового и кислотно-
основного состояния смешанной венозной крови у пациента 
наблюдали развитие субкомпенсированного метаболического 
ацидоза с дисэлектролитными расстройствами: pH — 7,285, 
HCO

3
– — 16 ммоль/л, BEb — (–9,3) ммоль/л, BEect — 

(–10,6) ммоль/л, Na+ — 133 ммоль/л, К+ — 4,49 ммоль/л, 
Са2+ — 1,018 ммоль/л., осмолярность крови — 266 мОсм/л. 

Через 6 часов от начала интенсивной коррекции 
метаболического ацидоза отмечали положительную динамику 
ряда показателей: pH — 7,523, HCO3– — 27,9 ммоль/л,
BEb — 5,1 ммоль/л, BEect — 5,1 ммоль/л, К+ — 2,87 ммоль/л.

Назначенная инфузионная терапия включала в себя 
использование инфузионных растворов с целью коррекции 
метаболического ацидоза (Sol. Natrii hydrocarbonatis 
4% — 200,0 № 3). Расчет количества гидрокарбоната 
натрия проводили по формуле Мелленгаарда–Аструпа: 
необходимое количество ммоль гидрокарбоната натрия 
равно произведению массы тела в килограммах на 0,3 
на ВЕ (избыток оснований) [7]. Согласно данному расчету, 
необходимое количество гидрокарбоната составило 
297 ммоль, что в пересчете на 4%-й раствор гидрокарбоната 
натрия равно 623,9 мл. С целью коррекции гиперкалиемии 
использовали глюкозо-инсулиновый раствор (Sol. Glucosae 
10% — 500,0 + Sol. Magnii sulf. 25% — 10,0 + Insulini 2 ED 
№ 3/сут.). С целью коррекции лактатациоза проводили 
инфузию Sol. Reamberini 500,0 № 2/сут. С целью коррекции 
волемического статуса назначили Sol. Natrii chloridi 0,9% — 
500,0 № 2/сут. Объем инфузионной терапии рассчитывали 
с учетом диуреза, который составлял 1 мл/кг/ч (суточный 
объем при этом достигал 2160 мл), перспирационных 
потерь из расчета 0,5 мл/кг/ч и гипертермии более 
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38 °С (0,5 мл/кг/ч — 1580,0). По истечении первых суток 
госпитализации суточный диурез составил 2900 мл/сут. 
При этом отмечали изменение цвета мочи с черного до 
соломенно-желтого. В ответ на проводимую инфузионную 
терапию на вторые сутки от начала проводимой терапии 
суточный диурез составил — 3900 мл при центральном 
венозном давлении (+4) см водн. ст.

На четвертые сутки проводимой интенсивной терапии 
отмечали положительную динамику в виде снижения 
уровня реатинкиназы до 35 000 ед./л, снижения уровня 
цитолитических ферментов (АЛТ до 372,7 ед./л, АСТ до 
760 ед./л). В общем клиническом анализе венозной крови 
выявили снижение количества лейкоцитоза до 6,4 × 1012 л. 
Суточный диурез составил 5200 мл при центральном 
венозном давлении (+8) см водн. ст.

На пятые сутки лечения в биохимическом анализе крови 
отмечена положительная динамика в виде снижения 
уровня креатинина до 183 мкмоль/л, уровня мочевины — 
до 10,9 ммоль/л, уровня креатинкиназы — до 14 220 ед./л, 
K+ — 3,35 ммоль/л. Суточный диурез составил 6200 мл, 
центральное венозное давление (+8) см водн. ст.

На восьмые сутки пациент был переведен в отделение 
токсикологии и выписан домой в удовлетворительном 
состоянии.

Таким образом, ранняя диагностика и своевременное 
и эффективное проведение интенсивной терапии 
позволили избежать развития анурической стадии острого 
повреждения почек и, вероятно, избежать неблагоприятного 
исхода острого отравления α-PVP, осложненного развитием 
системного рабдомиолиза.

Обсуждение клинического случая

Данный клинический случай демонстрирует формирование 
системного рабдомиолиза при остром отравлении 
α-PVP, который является следствием комбинации 
прямых и опосредованных факторов, вызывающих 
раннее развитие этого жизнеугрожающего состояния. 
Основным эндотоксином при системном рабдомиолизе 
является миоглобин [8–10]. В норме миоглобин 
свободно фильтруется в почечных клубочках, однако в 
условиях метаболического ацидоза и гиповолемии он 
преципитирует, образуя нерастворимые компартменты, 
которые обтурируют просвет канальцев, что приводит к 
миоглобинурийному острому повреждению почек (ОПП), 

что и наблюдалось у пациента (изменение цвета мочи до 
бурого, олигурия, рост креатинина и мочевины). Одним 
из диагностических маркеров повреждения скелетной 
мускулатуры является повышение уровня креатинкиназы 
(КФК), в данном случае отмечалось его повышение до 
98 780 ед./л), что являлось диагностическим критерием 
развития системного рабдомиолиза.

Исходя из вышеизложенного, в основе лечения 
в данном клиническом случае было проведение 
агрессивной инфузионно-детоксикационной терапии, 
направленной на решение быстрой и эффективной 
коррекции метаболического ацидоза путем применения 
гидрокарбоната натрия с последующим использованием 
инфузионного препарата с щелочным резервом — 
реамберина, проведение массивной инфузионной терапии 
под строгим контролем центрального венозного давления 
и темпа диуреза. Общий объем инфузии рассчитывали 
с учетом дефицита объема, перспирационных потерь и 
необходимости поддержания достаточного темпа диуреза 
(> 1 мл/кг/ч) [11]. Это позволило «промыть» почечные 
канальцы и предотвратить обструкцию миоглобиновыми 
цилиндрами. Одним из клинических критериев 
эффективности проводимой терапии были сохранение 
диуреза и изменение цвета мочи с черного до соломенно-
желтого. Быстрая коррекция гиперкалиемии путем применения 
глюкозо-инсулиновой смеси для устранения гиперкалиемии, 
возникшей вследствие массивного клеточного распада. Также 
проведение витаминотерапии, гастропротективной терапии, 
антикоагулянтой терапии являлось важным компонентом 
комплексного лечения [12–14].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, данный клинический случай демонстрирует, 
что острое отравление α-PVP может приводить к 
раннему развитию тяжелого системного рабдомиолиза с 
высоким риском развития острого повреждения почек, 
метаболическому ацидозу и токсическому поражению 
ЦНС. Ключевыми факторами благоприятного исхода 
являются ранняя диагностика системного рабдомиолиза 
и быстрое и эффективное проведение интенсивной 
инфузионной терапии, направленной на раннюю и 
эффективную коррекцию метаболических расстройств 
и поддержание адекватного почечного кровотока для 
профилактики необратимого повреждения почек.
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ПОЧВЕННЫЕ ЧЕРВИ КАК ИСТОЧНИК НОВЫХ ПОДХОДОВ В БИОМЕДИЦИНСКИХ ИССЛЕДОВАНИЯХ

Применение почвенных червей в традиционной медицине имеет многовековую историю и охватывает широкий спектр патологических состояний. 

Современные исследования сосредоточены в основном на выделении и изучении биологически активных соединений. Среди значимых примеров 

можно выделить гликопротеин G90 с тромболитическими и противоопухолевыми свойствами, комплекс ферментов люмброкиназу, а также 

внеклеточный кислородтранспортный белок эритрокруорин, рассматриваемый как основа для разработки заменителей крови. Важную роль играют и 

модельные организмы, такие как Caenorhabditis elegans, используемые для изучения механизмов старения, нейродегенеративных заболеваний и оценки 

эффективности лекарственных средств. Особый интерес представляют биолюминесцентные системы кольчатых червей, продемонстрировавшие 

разнообразие химических механизмов свечения и наличие уникальных кофакторов, перспективные для развития практических приложений 

биомедицины. Совокупность этих направлений подчеркивает значимость червей как источника ферментов, белков, метаболитов и модельных систем, 

способных решать как фундаментальные, так и прикладные задачи в биомедицине.
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EARTHWORMS AS A SOURCE OF NEW APPROACHES IN BIOMEDICAL RESEARCH

Traditional medicine has been using earthworms to treat a wide range of pathological conditions for many centuries. Current research focuses primarily on the 

isolation and characterization of biologically active compounds, including notable examples such as glycoprotein G90, which exhibits thrombolytic and antitumor 

properties; the enzyme complex lumbrokinase; and the extracellular oxygen transport protein erythrocruorin, regarded as a potential basis for blood substitute 

development. Model organisms such as Caenorhabditis elegans, which are used to study the mechanisms of aging, neurodegenerative diseases, and evaluate 

the effectiveness of medicines, also play an important role. Bioluminescent systems of annelids are of particular interest because they exhibit a variety of chemical 

mechanisms of luminescence and unique cofactors that hold promise for applications in biomedicine. The combination of these properties and abilities underscores 

the importance of worms as a source of enzymes, proteins, and metabolites, as well as model systems for finding solutions to both fundamental and applied 

biomedical problems.
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Использование почвенных червей в лечебной практике 
с целью терапии различных заболеваний имеет давнюю 
историю и было широко распространено в традиционной 
медицине. Экстракты из червей различных видов 
применяли при аллергических и астматических состояниях, 
для снижения артериального давления и детоксикации 
организма, а также в качестве средств с антитромботической, 
жаропонижающей, диуретической и спазмолитической 
активностью [1]. Развитие современных методов 
биохимического и фармакологического анализа позволило 
перевести эти эмпирические наблюдения в плоскость 
систематических исследований и целенаправленно 
выделять биологически активные соединения животного 
происхождения. Например, в 1992 г. из гомогената тканей 
дождевых червей был выделен гликопротеин G90, который 
обладает тромболитическими и противоопухолевыми 
свойствами. Комплекс фибринолитических ферментов 
люмброкиназа, источником которого служат также 
дождевые черви, применяют в качестве пищевой добавки 
для поддержания работы сердечно-сосудистой системы, 
поскольку он способен улучшать кровообращение 
и рассасывать тромбы [1]. Помимо ферментных 
комплексов, перспективным направлением является 
разработка заменителей крови на основе эритрокруорина — 
внеклеточного молекулярного комплекса, являющегося 
функциональным аналогом гемоглобина, выделенного из 
кольчатых червей [2]. Эритрокруорин рассматривают как 
потенциальный переносчик кислорода нового поколения 
ввиду ряда преимуществ: внеклеточной организации 
белка, высокой стабильности и низкой подверженности 
окислительным процессам, широкого температурного 
диапазона устойчивости, а также способности связывать 
и переносить монооксид азота, что снижает риск 
вазоконстрикции и др. [3]

В современных исследованиях червей рассматривают 
не только как источник биологически активных соединений 
и белковых комплексов, но и в качестве модельных 
организмов, например, почвенная нематода Caenorhabditis 
elegans. Короткий жизненный цикл, прозрачное тело, 
полностью секвенированный геном, низкие требования 
к условиям культивирования, а также способность за 
короткое время производить многочисленное потомство 
посредством самооплодотворения привели к популярности 
этой модели в качестве инструмента при изучении процессов 
старения, патогенеза нейродегенеративных заболеваний 
(например, болезни Альцгеймера), а также при тестировании 
противоопухолевых и противомикробных препаратов [4].

Развитие биотехнологий сделало возможным 
применение в биомедицине другого уникального 
биологического явления, характерного для кольчатых 
червей, — биолюминесценции, или излучения света 
живыми организмами. Из двух десятков светящихся 
кольчатых червей большинство обитает в тропических 
регионах, однако некоторые встречаются и в Сибири, где 
их свечение можно наблюдать невооруженным глазом 
в темное время суток. Практическая значимость изучения 
биолюминесцентных систем заключается в создании 
новых аналитических инструментов и совершенствовании 
методов молекулярной визуализации. Биолюминесцентный 
биоимиджинг обладает рядом преимуществ перед 
флуоресцентными методами, в частности, отсутствие 
необходимости во внешнем источнике возбуждения 
исключает автофлуоресценцию, снижает фоновый 
сигнал, а также обеспечивает высокую чувствительность 
и возможность детекции излучения на уровне отдельных 

клеток [5]. В настоящее время применяют лишь несколько 
люциферинов насекомых и морских организмов, включая 
D-люциферин, целентеразин и его синтетический аналог 
фуримазин [6]. Однако активно обсуждается расширение 
набора люциферин-люциферазных пар для мультицветной 
визуализации, позволяющей одновременно отслеживать 
различные молекулярные процессы [7].

Долгое время считалось, что у всех почвенных червей 
биолюминесценция основана на едином перекисно-
зависимом механизме Diplocardia longa (λ

max
 = 490 нм) 

(рис. 1А) [8]. В случае D. longa свечение представляет 
собой результат окисления низкомолекулярного субстрата 
люциферина — N-изовалерил-3-аминопропаналя — в 
присутствии белка люциферазы. Однако открытие в 
Сибири трех новых видов — Fridericia heliota, Henlea 
petushkovi и Henlea rodionovae — показало, что у кольчатых 
червей существует еще как минимум два отличных 
механизма свечения [9]. Люциферин F. heliota (λ

max
 = 478 нм) 

представляет собой тетрапептид, окисляемый кислородом 
в присутствии АТФ, Mg2+ и люциферазы (рис. 1Б). В 
Henlea sp. (λ

max
 = 464 нм) люциферин имеет триптофановую 

природу и окисляется кислородом в присутствии Ca2+ и 
люциферазы [8] (рис. 1В), а дополнительным усилителем 
свечения является кофактор F0 (ActH) (структурный 
аналог рибофлавина), который принимает энергию от 
возбужденного оксилюциферина и переизлучает ее с 
33-кратным усилением и спектральным сдвигом от 410 
до 464 нм посредством механизма Ферстеровского 
резонансного переноса энергии (FRET) [10, 11]. Благодаря 
высокой стабильности люциферина и наличию кофактора-
усилителя, именно биолюминесцентная система Henlea sp.
представляет особый интерес для разработки новых 
платформ биолюминесцентного биоимиджинга и 
многоцветного мониторинга внутриклеточных событий.

Дополнительно при анализе метаболитов Henlea sp.
было обнаружено значительное количество нового для
биолюминесцентных систем соединения — α-С-
маннозилтриптофана (ManTrp). Спектры поглощения 
и флуоресценции ManTrp совпадают с таковыми 
для люциферина Henlea, поэтому ManTrp считается 
его вероятным метаболическим предшественником. 
Маннозилтриптофан встречается в природе либо в виде 
свободного мономера ManTrp, либо в составе полипептидной 
цепи белка как результат необычного C-гликозилирования 
по второму положению индольного остатка. Механизм 
С-гликозилирования в составе полипептидной цепи был 
открыт в 1994 г. на примере РНКазы человека. Мономерный 
ManTrp был найден в крови и моче человека и других 
млекопитающих, в том числе мышей и крыс, а также 
некоторых морских губок [12]. Установлено, что концентрация 
ManTrp в плазме крови повышается при ряде патологий, 
включая миелофиброз, сахарный диабет 2-го типа, 
хронические заболевания почек, рак яичников и нарушения 
регуляции тромбоцитарного роста. В связи с этими данными 
можно предположить, что ManTrp станет перспективным 
биомаркером для диагностики онкологических заболеваний.

В качестве одного из возможных применений 
люциферин-люциферазной системы Henlea sp. можно
предложить разработку биолюминесцентной тест-системы 
для диагностики рака яичников на основе специфического 
распознавания ManTrp. Изменение BRET-индекса при 
связывании ManTrp может быть использовано в качестве 
высокочувствительного диагностического сигнала, 
а кофактор ActH/F0 обеспечит усиление свечения. 
Подобные стратегии нашли практическое воплощение 
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Рис. 1. Схемы биолюминесцентной реакции D. longa (A), F. heliota (Б), Henlea sp. (В)

в системах «люцифераза–наночастица» в BRET-
активируемой фотодинамической терапии [13]. Кроме 
того, были успешно созданы устойчивые гибридные 
конструкции, объединяющие наночастицы на основе 
золота, фермент люциферазу (включая Phrixotrix hirtus) и 
фотосенсибилизатор. Эти биоконъюгаты демонстрируют 
стабильный биолюминесцентный сигнал и сохраняют 
функциональную активность в клеточных условиях [14]. 
Результаты показывают, что люциферазные системы могут 
быть интегрированы в наноплатформы для совмещения 
визуализации и активации терапевтических процессов 
[15]. В перспективе это открывает возможность создания 
систем молекулярной тераностики на основе ManTrp как 
диагностического маркера и одновременно триггера 
свечения активации биолюминесцентной системы.

Таким образом, разработка сенсоров на основе 
биолюминесцентной системы Henlea sp. и специфического 
распознавания ManTrp может стать основой новых 
платформ для ранней диагностики и мониторинга рака 
яичников и других метаболических нарушений.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Современное применение почвенных червей в медицине 
вышло за рамки традиционных практик: их использование 

эволюционировало от приготовления народных снадобий
до целенаправленного скрининга биологически активных 
соединений с применением современных научных методов. 
В настоящее время дождевые черви и нематоды 
рассматривают как источники ферментов и белковых 
комплексов, а также как модельные организмы, используемые 
для решения фундаментальных и прикладных задач 
биомедицины.

Особый интерес представляют биолюминесцентные 
системы кольчатых червей, отличающиеся разнообразием 
химических механизмов и уникальными кофакторами. 
Их изучение не только углубляет понимание эволюции 
и биохимии свечения, но и открывает путь к созданию 
новых инструментов молекулярной визуализации [16]. В 
частности, сочетание люциферин-люциферазных систем 
с механизмами переноса энергии (например, BRET) 
делает такие системы потенциально применимыми в 
фотодинамической терапии (PDT), особенно в случаях, 
когда требуется генерация света непосредственно внутри 
клеток организма. Исследование биолюминесцентных 
систем червей остается важным и перспективным полем 
современной биологии, объединяющим эволюционные и 
биохимические аспекты с инновационными приложениями 
в диагностике, терапии, целевой доставке лекарств и 
биолюминесцентной визуализации.
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