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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность темы и степень ее разработанности. 

ЦМВ, также обозначаемый как человеческий герпесвирус 5 (HHV-5), 

широко распространен в человеческой популяции, о чем свидетельствуют данные 

об обнаружении антител к ЦМВ у 40-95% населения в разных регионах мира 

[121]. ЦМВ инфекция (ЦМВИ) у иммунокомпетентных лиц редко вызывает 

клинически выраженные заболевания, тогда как у лиц с иммуносупрессией 

различной этиологии заражение ЦМВ может привести к поражениям различных 

органов и систем, стать причиной тяжелых заболеваний с неблагоприятным 

исходом [184]. Особенностью ЦМВИ является переход литической инфекции в 

латентную форму, которая позволяет вирусу пожизненно присутствовать в 

организме и реактивироваться под действием многочисленных внутренних и 

внешних факторов [172, 257]. Реактивация ЦМВ особенно опасна для беременных 

женщин и новорожденных детей [4, 16, 24], а также для ВИЧ-инфицированных 

пациентов [8] и лиц после трансплантации органов, и тканей [25].  

В течение последних лет опубликованы данные об обнаружении вирусных 

генов в значительном количестве опухолей человека разного происхождения, в 

связи с чем возникает вопрос о роли вирусов в установлении резистентности к 

противоопухолевым антибиотикам. Одним из часто обнаруживаемых вирусов в 

опухолевых клетках является цитомегаловирус человека (ЦМВ) [77, 144, 261]. 

Проблема устойчивости к антибиотикам приобретает в последнее время все 

возрастающее значение не только для инфекционной патологии, но и для 

онкологии. Резистентность к противоопухолевым антибиотикам снижает 

эффективность лечения злокачественных новообразований и способствует 

возникновению метастазов. Причины возникновения резистентности активно 

изучаются многими исследователями [207], однако молекулярные и клеточные 

механизмы во многих случаях остаются не раскрытыми.  

Недавно показана возможность реактивации латентного ЦМВ в клетках 

злокачественной гематологической опухоли – ТНР-1 [32, 266]. Клетки 
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моноцитарной лейкемии ТНР-1 представляют удобную модель для изучения 

клеточных и молекулярных механизмов взаимодействия вирусных и клеточных 

факторов в опухолевых клетках, приводящих к возникновению устойчивости к 

антибиотикам, среди которых широко применяется противоопухолевый препарат 

доксорубицин (ДОКС).  

Одним из возможных объяснений неэффективного действия ДОКС может 

быть антиапоптозная программа, которую запускает ЦМВ в зараженной клетке 

[222], что способствует выживанию опухолевых клеток, обработанных 

антибиотиком. Чувствительность к цитостатикам связана с активностью генов 

опухолевых супрессоров р53, в том числе, менее изученного белка этого 

семейства р73. Изоформы белка p73 могут оказывать как проонкогенное, так и 

антионкогенное действие [267]. Влияние ЦМВИ на изоформы р73 в опухолевых 

клетках ТНР-1 и действие ДОКС на экспрессию р73 в инфицированных клетках 

мало изучены. В то же время показано, что при ЦМВИ активируются 

молекулярные пути, включающие экспрессию транскрипционного фактора E2F1, 

который может оказывать как активирующее, так и ингибирующее действие на 

клеточные гены [170]. Представляло интерес выяснить влияние E2F1 на 

изоформы белка р73 и установить связь активности E2F1 с изменением 

чувствительности к ДОКС инфицированных ЦМВ клеток ТНР-1. Активность 

транскрипционных факторов E2F1 и p73 зависит от уровня метаболических 

процессов в опухолевых клетках, в том числе от уровня биогенных полиаминов. 

Биогенные полиамины участвуют в пролиферации и программированной гибели 

клеток, однако влияние ЦМВИ на цикл полиаминов в злокачественных 

гематологических опухолях и устойчивость к антибиотикам пока недостаточно 

изучены. 

Недавние исследования продемонстрировали участие сигнального пути 

PI3K/Akt/mTOR в регуляции ЦМВИ и показали, что ЦМВ модулирует 

молекулярный путь PI3K/Akt/mTOR в латентно инфицированных моноцитах 

[205]. 
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Мы предположили, что воздействие на регуляцию биосинтеза полиаминов и 

путь PI3K/Akt/mTOR может сенсибилизировать лейкемические клетки ТНР-1, 

зараженные ЦМВ, к действию ДОКС. 

 

Цель исследования. 

Изучить влияние ЦМВ на устойчивость опухолевых клеток к препарату 

ДОКС, оценить роль транскрипционных факторов E2F1 и изоформ белка p73 в 

формировании резистентности к антибиотику, а также определить вклад 

молекулярного пути PI3K/Akt/mTOR и биогенных полиаминов в поддержании 

устойчивости к ДОК 

 

Задачи исследования: 

1. Провести количественный анализ маркеров ЦМВ (вирусные ДНК, 

мРНК и белки) в клетках THP-1 в динамике ЦМВИ. 

2. Оценить влияние ДОКС на жизнеспособность ЦМВ инфицированных 

клеток ТНР–1 в разные сроки после заражения ЦМВ. 

3. Изучить влияние ДОКС на повреждение ДНК и активацию каспаз 3, 8 

и 9 в инфицированных и неинфицированных клетках THP-1. 

4. Определить содержание изоформ белка p73 и транскрипционного 

фактора E2F1 в ЦМВ инфицированных и неинфицированных клетках THP-1 под 

действием ДОКС. 

5. Оценить влияние ингибиторов метаболизма полиаминов: DFMO и 

MDL72.527 на жизнеспособность клеток, обработанных ДОКС в разные сроки 

ЦМВИ. Провести сравнительный анализ соотношения изоформ белка р73 и 

транскрипционного фактора E2F1 в клетках ТНР–1 в присутствии ингибиторов 

цикла полиаминов.  

6. Изучить действие ингибиторов молекулярного пути PI3K/Akt/mTOR 

на чувствительность клеток ТНР–1 к действию ДОКС инфицированных ЦМВ 

клеток при активной и латентной ЦМВИ. 
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7. Оценить возможность сочетанного использования ДОКС и ингибиторов 

клеточного метаболизма для восстановления чувствительности клеток ТНР-1 к 

антибиотику. 

 

Научная новизна. 

1. Впервые показано, что гемопоэтические опухолевые клетки ТНР-1 

устойчивы к противоопухолевому препарату ДОКС как при активной ЦМВИ при 

первичном заражении, так и при воздействии ДОКС на латентно инфицированные 

клетки лейкемии. 

2. Установлено, что формирование устойчивости к ДОКС в клетках 

ТНР-1 ассоциируется с изменением соотношения изоформ белка p73 – 

увеличением содержания укороченной проонкогенной формы DNр73, а также со 

значительным увеличением содержания транскрипционного фактора E2F1.  

3. Впервые показано участие внутриклеточных метаболических 

процессов цикла биогенных полиаминов и молекулярного пути PI3K/AKT/mTOR 

в формировании резистентности к ДОКС клеток, инфицированных ЦМВ, в том 

числе в латентной фазе. Установлено, что подавление катаболизма полиаминов и 

ферментов пути mTOR восстанавливают чувствительность к ДОКС клеток 

моноцитарной лейкемии THP-1, инфицированных ЦМВ. 

4. Установлено, что молекулярный механизм восстановления 

чувствительности к ДОКС под действием MDL72.527 включает активацию 

регуляторного пути E2F1/р73, что приводит к запуску апоптозной программы в 

инфицированных опухолевых клетках. 

5. Впервые показано, что сочетанное применение ДОКС с ингибиторами 

метаболизма полиаминов и пути mTOR позволяет уменьшить концентрации 

использованных соединений в 2-4 раза при сохранении эффективности 

восстановления чувствительности клеток ТНР-1 к антибиотику. 
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Методология и методы исследования. 

Методологической основой исследования послужили современные подходы 

к анализу теоретических проблем вирусологии и применение комплекса 

экспериментальных методов вирусологии. В работе использованы также 

актуальные методы молекулярной биологии, а также методы прикладной 

статистики. 

 

Основные положения, выносимые на защиту: 

1. В клетках ТНР-1 активная ЦМВИ переходит в латентную фазу в 

течение 14 дней после заражения. 

2. Клетки ТНР-1, инфицированные ЦМВ, устойчивы к действию ДОКС 

как при активной (24 ч после заражения), так и при латентной (7-14 сут) 

инфекции. 

3. В активно инфицированных ЦМВ клетках ТНР-1 в 1,6 раз снижается 

количество разрывов ДНК под действием ДОКС, а также в 3,8 раза уменьшается 

количество клеток, содержащих маркеры апоптоза – активированные формы 

каспаз 3, 8 и 9, по сравнению с неинфицированными опухолевыми клетками. 

4. В ЦМВ инфицированных клетках, обработанных ДОКС, отношение 

полноразмерной изоформы белка р73 ТАр73 к укороченной изоформе DNp73 

уменьшается в 1,8 раз по сравнению с неинфицированными ТНР-1, что 

ассоциируется с 6-кратным повышением содержания транскрипционного фактора 

E2F1. 

5. Ингибитор катаболизма полиаминов MDL72.527 восстанавливает 

чувствительность ТНР-1 к ДОКС как при активной, так и при латентной ЦМВ 

инфекции. Восстановление чувствительности сопровождается увеличением 

соотношения ТАр73/DNp73 и повышением уровня E2F1 в присутствии 

MDL72,527 в 9 раз по сравнению с уровнем контрольных клеток, обработанных 

ингибитором. 
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6. Преодоление резистентности к ДОКС ингибиторами молекулярного 

пути  PI3K/Akt/mTOR показано при воздействии как на активно инфицированные 

ЦМВ клетки ТНР-1, так и на латентно инфицированные опухолевые клетки. 

7. Комбинированное применение ДОКС и ингибиторов метаболизма 

опухолевой клетки (цикла полиаминов и ферментов пути mTOR) позволяет 

уменьшить цитотоксические концентрации соединений и полностью 

восстановить чувствительность клеток лейкемии к ДОКС. 

 

Степень достоверности результатов. 

Достоверность полученных результатов обусловлена использованием 

достаточного объема фактического материала, применением адекватных 

поставленным задачам методов исследования и использованием современных 

методов статистической обработки экспериментальных данных. 

 

Внедрение результатов исследования. 

Полученные результаты диссертационной работы используются: кафедрой 

онкологии с усовершенствованием врачей ФГБОУ ВО ДГМУ Минздрава России 

при обучении студентов 5-6 курсов, интернов, клинических ординаторов и 

аспирантов; отделением гематологии ГБУ РД «Республиканской клинической 

больницы»   для дополнительной диагностики цитомегаловирусной инфекции у 

пациентов с моноцитарной лейкемией резистентной к химиотерапии 

доксорубицином и применение рапамицина в комплексе терапии у пациентов с 

выявленной цитомегаловирусной инфекцией. 

 

Соответствие диссертации паспорту научной специальности 

Основные научные положения диссертации соответствуют п. 3, п. 6 и п. 10 

паспорта специальности 03.02.02 – «вирусология». 
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Декларация личного участия автора. 

Все этапы работы выполнены автором лично. Самостоятельно проведен 

анализ и интерпретация полученных результатов; лично или при 

непосредственном участии автора подготовлены публикации по материалам 

исследования. Суммарное личное участие автора в работе составляет не менее 

95%. 

 

Апробация работы. 

Основные результаты работы были представлены на следующих научных 

мероприятиях: XXIV международная научная конференция студентов, 

аспирантов и молодых учѐных «Ломоносов - 2017», 10-14 апреля, 2017, Москва; 

международная научная конференция «Клиническая протеомика. Постгеномная 

медицина» 30 октября - 1 ноября 2017, Москва; IV Всероссийская конференция по 

молекулярной онкологии, 17-19 декабря 2018, Москва; XX международный 

конгресс «Здоровье и образование в XXI веке», 17-20 декабря 2018; 

международный конгресс «VII съезд Вавиловского общества генетиков и 

селекционеров, посвященный 100-летию кафедры генетики СПБГУ, и 

ассоциированные симпозиумы» 18-22 июня 2019, Санкт-Петербург; VII 

международная научно-практическая конференция "Биотехнология: наука и 

практика" 18-20 сентября 2019, Севастополь, Всероссийская конференция с 

международным участием «Актуальные проблемы клеточной биологии и 

клеточных технологий», 8-11 октября 2019, Санкт-Петербург. 

 

Публикации. 

По результатам диссертационной работы опубликовано 12 работ: 6 статей, в 

том числе 4 статьи в журналах, рекомендуемых ВАК, а также 6 тезисов докладов 

в сборниках материалов российских и международных конференций. 
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Структура и объем диссертации. 

Диссертация изложена на 172 страницах машинописного текста, содержит 6 

таблиц и 51 рисунок. Диссертационная работа включает: введение, обзор 

литературы, материалы и методы исследования, результаты исследования и 

обсуждение, а также заключение, выводы, список сокращений и список 

литературы, состоящий из 26 отечественных и 282 зарубежных источников. 



16 
 

ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1 ЦИТОМЕГАЛОВИРУС ЧЕЛОВЕКА 

 

Цитомегаловирус человека (ЦМВ) или герпесвирус человека 5 (HHV-5) – 

один из 8 членов семейства Herpesviridae, способных инфицировать человека, 

относится подсемейству Betaherpesvirinae и является типичным представителем 

рода Cytomegalovirus [197]. 

 

1.1.1. СТРУКТУРА ВИРИОНА И ГЕНОМ ЦМВ 

 

ЦМВ имеет структуру, характерную для всех герпесвирусов (рисунок 1А).  

 

Рисунок 1. (А) Трехмерное изображение строения вириона ЦМВ представлено с 

легкими изменениями из книги Fields virology [197]. (Б) Схема соотношения длинных 

уникальных областей UL и коротких уникальных областей US на схеме структуры генома 

ЦМВ, блоками обозначены каждая из областей фланкирования, соответствующая 

повторяющимся последовательностям дана с легкими изменениями из книги Fields virology 

[197]. 
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Диаметр вириона ЦМВ составляет 200-230 нм. Вирусная ДНК находится 

внутри высокостабильного капсида икосаэдрической формы, окруженного 

плотным аморфным слоем – тегументом (матриксом). Вирион покрыт 

двухслойной липопротеиновой оболочкой, которая содержит элементы мембраны 

клетки-хозяина и вирусные гликопротеины.  

Линейный геном ЦМВ представлен двухцепочечной ДНК (дцДНК), 

размеры которой варьируют от 125 до 236 т.п.н., потенциально кодируя более 100 

белков (рисунок 1Б). ДНК ЦМВ представлена уникальным длинным (UL) и 

уникальным коротким (US) компонентами. Длинный компонент фланкирован 

инвертированными повторами IRL и TRL, короткий компонент – IRS и TRS, 

которые частично дублируются набором сверхранних генов IRS1 и TRS1.  

Геном ЦМВ богат парами пиримидиновых оснований, входящих 

преимущественно в состав прямых и инвертированных повторов [180]. 

Капсид вириона 15 нм имеет икосаэдрическую форму и состоит из 162 

капсомеров. В его состав входят мажорный капсидный белок, кодируемый геном 

UL86, комплекс минорного капсидного белка (TR2, UL85), минорный капсид-

связывающий белок (TR1, UL46) и малый капсидный белок (SCP, UL48A).  

Тегумент представлен, по меньшей мере, 32 известными в настоящее время 

вирусными белками. Наиболее изученным белком тегумента в вирионе ЦМВ 

является рр65 (UL83). Тегумент содержит также белки pp71 (UL82), pp150 (UL32), 

и вирусную протеинкиназу (UL97), необходимую на начальной стадии инфекции, 

а также для созревания вирусных частиц. Большинство белков фосфорилируются 

и многие из них высоко иммуногенны. Члены семейства US22 могут 

модулировать передачу сигналов в клетках хозяина. Некоторые из них участвуют 

в программе клеточной гибели [209]. Оболочка вириона ЦМВ является 

производной цитоплазматической мембраны клетки-хозяина и мембраны 

эндосом, содержит более 20 гликопротеинов. Гликопротеины ассоциированы в 

комплексы, включающие gB (UL55), gM (UL100), gN (UL73), gH (UL75) и gL 

(UL115). Поверхностные белки являются главными мишенями для антител, среди 

которых некоторые нейтрализуют инфекционную активность вируса. Белки 
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оболочки усиливают инфекционный процесс в эпителиальных и эндотелиальных 

клетках и влияют на взаимодействие вируса с дендритными клетками, 

нейтрофилами и многими другими типами клеток иммунной системы. На 

основании исследований пентамерного комплекса белков, кодируемых UL75, 

UL115, UL128, UL130, UL131А, показано, что вирусные частицы, произведенные в 

одном типе клеток, могут различаться по биологическим характеристикам от 

вирусных частиц, полученных в других клетках. 

 

1.1.2. ЛИТИЧЕСКИЙ ЦИКЛ ЦМВ-ИНФЕКЦИИ 

 

1.1.2.1. Прикрепление и проникновение вируса в клетку 

 

Проникновение вируса в клетку включает в себя следующие этапы: 

связывание со специфическими рецепторами клеточной мембраны; слияние 

оболочки вируса с клеточной мембраной; транслокация нуклеокапсида к ядру с 

помощью компонентов цитоскелета, проникновение нуклеокапсида через 

ядерные поры и высвобождение вирусного генома в ядро.  

ЦМВ проникает в моноциты благодаря взаимодействию ряда его 

поверхностных гликопротеинов gB, gH, gL, gO и UL128-131 [210] с рецепторами 

клеточной поверхности. Гликопротеин gB – один из наиболее изученных 

вирусных белков, взаимодействующих с рецепторами клеточной мембраны, 

установлена кристаллическая структура gB, который образует триммер [59]. 

Гликопротеины gH и gL образуют два отдельных комплекса: тримерный 

gH/gL/gO или пентамерный gH/gL/UL128/UL130/UL131A. Тримерный комплекс 

необходим для проникновения вируса в фибробласты, тогда как пентамерный 

комплекс необходим для проникновения в эндотелиальные, эпителиальные, 

моноцитарные и дендритные клетки [240, 294]. 

В последнее время получены данные о том, что проникновение вируса в 

различные клетки происходит с использованием разных механизмов и с участием 

различных вирусных белков [280]. Вирионы ЦМВ активируют TLR, причем в 
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клетках разных типов репертуар используемых TLR неодинаков: в фибробластах 

– преимущественно TLR2, в клетках THP-1 – TLR2,4,9 [53]. При вхождении в 

фибробласты вирус взаимодействуют с platelet-derived growth factor receptor alpha 

(PDGFRα) [297], с рецептором эпидермального фактора роста (EGFR) [288]. Для 

проникновения в моноциты вирус использует β1 и β3 интегрины, запуская 

integrin/Src/paxillin путь, что обеспечивает интернализацию ЦМВ в моноциты 

[210]. 

Белки оболочки ЦМВ не проникают в клетку, вирус «раздевается» и внутрь 

клетки проникают белки тегумента и капсид. После проникновения 

нуклеокапсида ЦМВ в цитоплазму, он по цитоплазматическим микротрубочкам 

транслоцируется в ядро, где высвобождается вирусная ДНК. Белки тегумента 

рUL48 и рUL47 контролируют высвобождение вирусной ДНК из нуклеокапсида.  

 

1.1.2.2. Сверхранняя стадия инфекции 

 

После проникновения генома ЦМВ в ядро начинается экспрессия 

сверхранних генов (IЕ). Регулирование экспрессии происходит с участием 

клеточных факторов и направлено как на внутриклеточную защиту от патогена, 

так и на размножение вируса. Клеточные факторы могут непосредственно влиять 

на транскрипцию путем связывания с элементами промотора/энхансера напрямую 

(транскрипционные факторы), либо через взаимодействие с другими белками 

(адаптерами) и/или путем влияния на хроматин. Один из механизмов – 

подавление экспрессии вирусных IE генов гистон-деацетилазой (HDACs), 

представляет внутренний защитный механизм клетки-хозяина, который должен 

обезвредить вирус до начала его продуктивной репликации.  

Из комплекса сверхранних белков наиболее изучены IE1-p72 и IE2-p86, 

кодируемые UL123 и UL122 соответственно. Активность этих белков ослабляет 

эпигенетическую репрессию и индуцирует ранние и поздние (E и L) вирусные 

гены в ходе продуктивной репликации. Кроме того, IE белки ауторегулируют 

экспрессию главного сверхраннего промотора (MIEP), а также устанавливают 
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ядерные участки, где продолжается синтез вирусной ДНК. Независимо от типа 

клеток, эпигенетическая репрессия MIEP должна быть ослаблена согласованной и 

последовательной деятельностью тегументных белков, таких как pp71 и ppUL69, 

и основных IE белков IE1-p72 и IE2-p86, которые с другими вирусными белками и 

транскрипционным аппаратом клетки-хозяина поддерживают экспрессию 

вирусного генома при его длинном цикле репликации. Некоторые IE белки 

противодействуют внутриклеточным механизмам защиты, запускаемым вирусной 

инфекцией. IE1-p72 связывается с хроматином и управляет STAT-сигналом 

(сигнал трансдукции и активатор транскрипции), а также разрушает ядерный 

домен 10 (ND10), что в дополнение к HDACs и Daxx способствует 

ремоделированию хроматина и прямой регуляции экспрессии генов [241, 286]. 

Один из IE генов (US3) участвует в посттрансляционной модуляции генов 

МНС класса I, что помогает избежать цитотоксического действия T-клеток. Не 

только IE1 и IE2, но также и другие IE белки осуществляют регуляторные 

функции, внося вклад в развитие инфекции. 

Освобождение от HDAC-репрессии первоначально осуществляется 

преимущественно с помощью тегументного белка рр71 (UL82), основного 

трансактиватора вириона (VTA) человеческого ЦМВ. VTA уменьшает HDAC-

репрессию, снижая Daxx/ATRX-опосредованное предотвращение репрессии 

MIEP. Эти свойства рр71 используются в экспериментальных условиях для 

увеличения продукции инфекционно активного вируса после трансфекции 

вирусной ДНК или бакмиды. Белок рр71 ассоциирован с тегументным белком 

ppUL35, являющегося модификатором реакции повреждения клеточной ДНК. 

После проникновения тегументный комплекс рр71: ppUL35 более эффективно 

стимулирует экспрессию MIEP, чем автономный рр71, как в экспериментальных 

условиях, так и в контексте вирусной инфекции [175, 189]. 

Другие тегументные белки также способствуют оптимальной экспрессии 

MIEP. ppUL69 усиливает начальные стадии вирусной инфекции, хотя имеет 

большое влияние и на поздних стадиях инфекции. ppUL26 является 

транскрипционным активатором MIEP, который, вероятно, регулирует уровень 
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фосфорилирования других белков тегумента. Мажорный белок рр65 также 

взаимодействует с MIEP, необходим для экспрессии сверхранних генов и 

участвует в подавлении генов системы ИФН [51, 155]. 

 В дополнение к вирусным белкам, на экспрессию MIEP влияют клеточные 

транскрипционные факторы различных молекулярных путей, участвующих в 

клеточном ответе на инфекцию, белки метаболических циклов, регуляторы 

клеточной пролиферации.  

Основная функция сверхранних белков IE1-p72 и IE2-р86 – активация 

вирусных генов, экспрессируемых на последующих стадиях инфекции. IE1-p72 и 

IE2-р86 ассоциируются с внутриядерным доменом ND10. IE1-p72 разрушает этот 

домен и разрушает ND10-зависимую активацию интерферона (ИФН), 

одновременно участвуя в экспрессии вирусных генов и в инициации синтеза 

вирусной ДНК.  

 

1.1.2.3. Регуляция ранней стадии литической ЦМВИ 

 

После пика экспрессии сверхранних регуляторных белков, через 8-12 часов 

после инфицирования, транскрипционно активными становятся ранние E гены. 

Хотя некоторые генные продукты E синтезируются с начала заражения, 

большинство из 65 белков и мРНК накапливаются постепенно. Ранний период 

продолжается от 18 до 24 часов после инфицирования, когда инициируется синтез 

вирусной ДНК. Ранние гены имеют решающее значение для синтеза вирусной 

ДНК и выполняют несколько функций, которые становятся важными на поздних 

стадиях инфекции для созревания и выхода вирусных частиц.  

Экспрессия ранних генов вызывает нарушение регуляторных путей 

клеточного цикла клетки-хозяина. Подробно изучены промоторные участки трех 

E генов (UL112-UL113, UL54 и UL4).  Четыре продукта, кодируемых UL112-113 

(pp34, рр43, рр50, рр84), функционируют совместно с IE1/IE2 и модулируют 

экспрессию ранних генов.  UL21A усиливает репликацию вирусной ДНК на 

ранней стадии. Гены нескольких мажорных белков тегумента, в том числе рр65, 
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рр71, pp150 и LTP/ppUL48 транскрипционно активируются на ранней стадии 

инфекции, но их основное действие проявляется на более поздних стадиях, 

включая созревание вириона.  

ЦМВ активирует экспрессию клеточного генома, наблюдается стимуляция 

клеточного метаболизма и энергетических путей в пользу репликации ЦМВ. 

ЦМВИ стимулирует синтез клеточных РНК и белков, одновременно нарушая 

клеточный цикл таким образом, что инфицированные неделящиеся клетки 

вступают в митотический цикл и проходят фазы G1, S, G2 в зависимости от 

стадии, на которой произошло заражение [23]. Вероятно, это происходит в 

результате нарушения регуляции клеточных циклин-зависимых киназ и 

дислокации белков, обычно ассоциированных с участками вирусного созревания 

в цитоплазме. Нарушения клеточного цикла под действием ЦМВ зависят от типа 

зараженных клеток. В фибробластах синтез клеточной ДНК обычно блокируется 

при участии IE2-p86 и тегументных белков рр71 и ppUL69. Кроме того, описаны и 

другие белки ЦМВ, участвующие в подавлении клеточного цикла на разных его 

стадиях [264]. 

Синтез ДНК ЦМВ при литической инфекции происходит в ядре, в 

инфицированных фибробластах он начинается через 14-16 часов после заражения, 

увеличивается к 24 часам, достигая более 10000 копий вирусных ДНК на клетку. 

В фибробластах созревшие вирионы покидают клетку через цитоплазму в течение 

следующих 24-48 часов. В эпителиальных клетках и клетках астроцитомы 

репликация вируса менее продуктивна, и максимальные уровни ДНК не 

превышают 1000 копий вирусных геномов на клетку. Для репликации ДНК ЦМВ 

необходимы 6 основных белков, которые высоко консервативны среди 

Herpesviridae [54] и составляют реплисому: ДНК-полимераза и его процессивный 

фактор (UL54 и UL44); белок, связывающийся с одноцепочечной ДНК (UL57), и 

гетротримерный геликаза-праймазный комплекс (UL70, UL105, UL102). Кроме 

того, в трансфицированных клетках в репликации ДНК ЦМВ могут участвовать 

дополнительно ряд вирусных генов [251]. 

 



23 
 

1.1.2.4. Регуляция поздней стадии литической ЦМВИ 

 

Экспрессия L генов ЦМВ максимальна после начала репликации вирусной 

ДНК. В фибробластах, спустя 24 часа после инфицирования, как правило, 

определяются точки разделения между E и L фазами инфекции. Следует 

отметить, что экспрессия части E генов продолжается в течение L фазы. Кроме 

того, темп транскрипции и набор транскрибируемых генов зависят от типа 

клетки. Поздние гены управляют созреванием капсида, инкапсидированием 

вирусной ДНК, созреванием вириона и выходом из клетки. К L фазе инфекции 

клетки хозяина существенно изменяются под действием вирусных генов. 

Образуются большие ядерные включения, которые содержат реплицированную 

вирусную ДНК и капсиды, а также компоненты цитоплазмы, где происходит 

окончательное формирование вирусной частицы и выход из клетки. 

 Основные особенности сборки капсида ЦМВ и капсидирования ДНК 

являются общими для всех герпесвирусов. В процессе созревания вируса 

участвуют вирусные и клеточные ферменты, в том числе протеинкиназы, 

протеазы и терминазы [71, 129]. Сборка начинается в ядре, где вновь 

синтезированная вирусная ДНК упаковывается в заранее синтезированный 

капсид, и завершается, когда нуклеокапсиды получают оболочку из 

цитоплазматической мембраны. Тегументные белки добавляются к 

нуклеокапсиду сначала в ядре и затем в цитоплазме, где нуклеокапсиды 

покрываются мембраной. Вирусный белок UL104 обеспечивает канал для 

капсидирования вирусной ДНК. В формировании и стабилизации капсида 

участвуют несколько белков ЦМВ, включая UL77, UL93, UL51 и UL52. 

Локализация капсида, упаковка и нарезка вирусной ДНК регулируются с 

помощью фосфорилирования. В поддержании репликации ДНК ЦМВ участвуют 

UL97-киназа и регуляторные киназы клеточного цикла. После формирования в 

ядре нуклеокапсиды транслоцируются в цитоплазму. Белок гена UL32 pp150 – 

основной тегументный белок ЦМВ, добавляется к нуклеокапсиду в ядре и 

сопутствует созреванию частиц в цитоплазме. Транслокация нуклеокапсида из 
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ядра в цитоплазму осуществляется с помощью консервативного для 

герпесвирусов «ядерного выводящего комплекса» (NEC), который расположен на 

внутренней поверхности ядерной мембраны. Особенностью этого процесса 

является то, что предпочтение получают ДНК-содержащие капсиды, а не 

дефектные частицы. 

После формирования вирионы транслоцируются к поверхности клетки в 

небольших везикулах. В результате созревания вириона ядро клетки приобретает 

характерную форму – «почка», в то время как клетка приобретает характерный 

внешний вид – «глаз совы». После того, как вирионы окружены оболочкой, они 

переносятся в везикулы и выходят из клетки путем экзоцитоза во внеклеточное 

пространство.  

 

1.1.3 ЛАТЕНТНАЯ ИНФЕКЦИЯ И РЕАКТИВАЦИЯ ЦМВ 

 

Для ЦМВ характерна медленная репликация и строгий видовой тропизм, но 

широкий тропизм для типов клеток внутри хозяина. ЦМВ является самым 

большим из герпесвирусов человека, сложность генома которого обеспечивает 

богатую молекулярную платформу, которая управляет множеством 

разнообразных процессов в клетке-хозяине, способных модулировать латентные, 

персистирующие и литические формы инфекций. 

После проникновения ЦМВ в организм не наблюдается полной элиминаций 

вируса. Во время латентной инфекции ЦМВ экспрессирует ряд латентных 

вирусных генов при отсутствии полностью продуктивной вирусной репликации 

[254]. Считается, что недифференцированные гемопоэтические клетки-

предшественники в костном мозге и моноциты являются основным резервуаром 

латентной инфекции ЦМВ [115]. При получении внешнего стимула может 

происходить дифференцировка этих клеток и реактивация литической 

репликации [236]. При реактивации ЦМВ способен поразить различные ткани, 

вызывая пневмонию, колит, гепатит и другие заболевания [157]. При снижении 

иммунитета, вызванном иммуносупрессивным лечением у пациентов с 
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трансплантацией, больных раком, врожденными иммунодефицитами, ВИЧ в 

стадии СПИДа, и/или при старении, реактивация может привести к виремии 

ЦМВ, опасному для жизни заболеванию, и даже смерти [108, 156, 168, 176]. 

Исследования латентно инфицированных моноцитов, выделенных из 

организма (ex vivo), показали, что под действием ряда факторов происходит 

дифференцировка моноцитов в макрофаги с последующей реактивацией ЦМВ. 

Эти данные подтверждают роль моноцитов в распространении ЦМВ [268]. 

Важность мононуклеарных клеток миелоидной дифференцировки в 

распространении вируса была подтверждена исследованиями in vivo. В результате 

заражения мышей мышиным ЦМВ (мЦМВ) оказалось, что моноциты являются 

преобладающим типом клеток, ответственных за диссеминацию вируса в 

организме при литической ЦМВИ [87]. 

Латентность ЦМВ, вероятно, достигается благодаря вирусным факторам, 

супрессирующим репликацию [115] в непермиссивной клеточной среде, что 

способствует эпигенетическому молчанию вирусного генома [241, 242] и 

ингибированию экспрессии «литических» вирусных генов [213]. 

В настоящее время описаны следующие вирусные гены, которые 

экспрессируются в латентном состоянии ЦМВ, представленные в таблице 1. 

 

Таблица 1. Латентные гены цитомегаловируса. 

Латентные гены, кодируемые геномом ЦМВ ссылки 

UL133-UL138 [119],[276] 

UL144 [224] 

US28 вирусный G-связанный рецептор [43],[284] 

латентный уникальный ядерный антиген (LUNA) [152],[231] 

латентно-ассоциированный вирусный гомолог IL-10 

(LAcmvIL-10), кодируемый UL111A 
[142],[225] 
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ассоциированный с латентностью транскрипт, с 

дистального промотора MIE 
[290] 

длинные некодирующие РНК длиной 2,7 кб и 4,9 кб [238] 

UL82 [287] 

 

Особое место занимает ген UL123, кодирующий белок IE1-p72, экспрессия 

которого наблюдалась как при латентной, так и при литической инфекции [273]. 

ЦМВ координирует экспрессию двух вирусных генов, UL135 и UL138, 

которые играют противоположные роли в регуляции репликации вируса [277]. 

UL135 способствует реактивации из латенции и репликации вируса, частично, 

путем преодоления подавляющих репликацию эффектов UL138. UL136 может 

представлять собой локус в пределах локуса UL133-8, который функционирует 

для изменения баланса инфекции между репликативным (UL135- доминантным) и 

латентным (UL138-доминантным) состояниями (рисунок 2).  

 

 

Рисунок 2. Модель синергетических и антагонистических взаимодействий между 

белками UL133 - UL138 в регуляции латентности. Рисунок адаптирован из статьи F. Goodrum 

[114]. 

 

Антагонистическая или синергетическая роль белков представляет собой 

важный аспект посттрансляционного контроля. Белки UL135 и UL138 нацелены 
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на одну и ту же рецепторную тирозинкиназу (RTK), рецептор эпидермального 

фактора роста (EGFR) [58]. EGFR является основным гомеостатическим 

регулятором, вовлеченным в клеточную пролиферацию, дифференцировку и 

выживание, что делает его идеальной мишенью для вирусных манипуляций во 

время инфекции.Вход в латенцию или выход из нее представляют собой важную, 

но не до конца решенную проблему. Показано, что мажорные IE белки являются 

основными факторами перехода латенции в реактивацию. Экспрессия главного 

сверхраннего промотера MIEP является ключом перехода вирусной латенции в 

реактивацию. В вирусном геноме MIEP эпигенетически неактивен и требует 

активации вирусными белками тегумента pp71 и ppUL69, а также IE белками, 

которые в течение инфекции остаются активными. 

В последнее время стало очевидно, что латентность не означает полного 

транскрипционного покоя вирусного генома во всех его генетических локусах 

[114, 118]. Латентность может быть гораздо более динамичной, чем принято 

считать. Таким образом, текущая линейная модель экспрессии вирусных белков 

«сверхранний (IE) → ранний (E) → поздний (L)» больше не должна быть 

единственной доминирующей моделью для учета биологии латентных и 

литических форм инфекции и реактивации. Инфицированные клетки могут 

экспрессировать IE гены, что не обязательно приводит к литической инфекции, с 

другой стороны, активность IE генов может наблюдаться в латентных клетках 

[164]. Ряд новых фактов были получены при изучении прогениторных клеток 

CD34+ и опухолевых клеток миелоидного происхождения. Показано, что 

латентно инфицированные клетки могут экспрессировать IE гены, но не способны 

продуцировать вирусное потомство при стимуляции ex vivo. Кроме того, 

эктопическая экспрессия белков IE1-p72 и IE2-p86 недостаточна для продукции 

инфекционного потомства в зараженных миелоидных опухолевых клетках THP-1 

[299]. Известно, что в латентно инфицированных миелоидных клетках могут 

экспрессироваться и некоторые другие вирусные гены [93, 254]. 

До недавнего времени считалось, что сохранение ЦМВ у здоровых людей 

не имеет последствий для здоровья. Длительная  персистенция ЦМВ (в течение 
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всей жизни) не приводит к истощению Т-клеток [208], возможно, потому, что 

персистенция ЦМВ имеет периоды латентности. Тем не менее присутствие 

маркеров ЦМВ (ДНК, белки) вызывают реакции CD4+ и CD8+ клеток. Кроме 

того, у латентно/персистентно инфицированных лиц обнаружены повышенные 

уровни ИЛ-6 и неоптерина в сыворотках крови, что указывает на хроническое 

воспаление и иммунную активацию, соответственно. В настоящее время 

показано, что ЦМВИ связана с повышенным риском сосудистых заболеваний, 

включая атеросклероз [56] и смертность от сердечно-сосудистых заболеваний, 

особенно у пожилых женщин [255]. ДНК ЦМВ в моноцитах присутствует у 55-

60% ЦМВ-серопозитивных лиц старшего возраста. ЦМВ-специфические Т-клетки 

в периферическом кровообращении инфицированных лиц [269] составляют около 

10% и с возрастом их количество увеличивается до 30% [124]. Приведенные 

данные свидетельствуют о том, что ЦМВИ представляет риск для здоровья, 

поскольку иммунный ответ не стерильный, вакцины нет, а имеющиеся 

противовирусные препараты нацелены только на активно реплицирующийся 

вирус и не могут использоваться в течение длительного времени из-за 

токсичности и развития резистентности. Разработка стратегий, нацеленных на 

латентный вирус при отсутствии заболевания, имеет решающее значение для 

контроля или ликвидации ЦМВИ – цели, которая требует фундаментального 

понимания молекулярных основ латентности. 

 

1.1.4. ИНГИБИТОРЫ ЦМВ-ИНФЕКЦИИ 

 

Основные утвержденные противовирусные препараты прямого действия, 

применяемые в терапии ЦМВИ (рисунок 3), включают следующие 

функциональные группы: 1) органический аналог пирофосфата (фоскарнет); 2) 

ациклические аналоги гуанозина (ацикловир, валацикловир, фамцикловир, 

валганцикловир, пенцикловир, ганцикловир); 3) ациклические фосфонатные 

аналоги нуклеозидов (цидофовир, тенофовир, адефовир) [89].  
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Рисунок 3. Химические формулы противовирусных препаратов, применяемых в терапии 

ЦМВИ. Рисунок адаптирован из статьи Erik De Clercq and Guangdi Li, 2016 [89]. 

 

В дополнение к одобренным противовирусным препаратам в отношении 

ЦМВ на 3-ей фазе клинических испытаний находится летермовир [96]. 

Летермовир (MK-8228 или aic246) является производным 3,4-дигидрохиназолин-

4-ил-уксусной кислоты, нацелено на субъединицу pUL56 комплекса терминазы 

ЦМВ, которая блокирует обработку и/или упаковку вирусной ДНК [293]. В 

экспериментах in vitro, летермовир показал противовирусную активность при 

меньших концентрациях (EC50 от 0,0035 до 0,0056 мкм) в сравнении с 

ганцикловиром (EC50 от 0,32 до 2,39 мкм) [171]. 

Азотсодержащие гетероциклические соединения являются одними из 

наиболее распространенных структурных составляющих, примерно в 80% 

продаваемых лекарственных средств. В то же время известно, что эти препараты 

имеют недостатки, которые ограничивают их применение для лечения некоторых 

групп больных [291]. В связи с этим наше внимание привлекли аналоги 

бензимидазолов, которые проявляют широкий спектр терапевтической 
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активности, оказывая противоопухолевое, антибактериальное, 

противопаразитарное, противовирусное, а также противогрибковое действие 

[282]. Бензимидазол - это гетероцикл, содержащий бензол и имидазол, на основе 

которого за последние несколько лет получены ряд производных. На 

перспективность исследований этой группы низкомолекулярных соединений 

указывает выдача патентов на ряд соединений [28]. 

Создание низкомолекулярных соединений, которые образуют комплексы с 

АТ-парами нуклеотидов в дцДНК, подобных бензимидазолам, могут быть 

использованы в качестве ингибиторов ДНК-зависимых ферментов для изучения 

регуляции транскрипции генов. Наиболее перспективными в этом плане являются 

низкомолекулярные соединения, взаимодействующие нековалентно с азотистыми 

основаниями дцДНК по узкой бороздке. «Узкобороздочные лиганды» свободны 

от недостатков, присущих традиционным биологически активным препаратам на 

основе алкилирующих агентов и интеркаляторов. Они не повреждают ДНК, не 

вызывают значительного искажения ее пространственной структуры и свободны 

от побочного мутагенного эффекта [39].  

C помощью компьютерного моделирования предложена структура новой 

серий симметричных флуоресцентных димерных бисбензимидазолов DBA(n), 

способных при комплексообразовании с АТ-богатым дуплексом занимать в его 

узкой бороздке примерно около одного витка ДНК (рисунок 4).  

 

Рисунок 4. Химическая формула димерных бисбензимидазолов DBА(n). Рисунок 

адаптирован из статьи Климовой Р.Р. и соавт. [11]. 
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В молекулах DBA(n) бисбензимидазольные фрагменты соединены («tail-to-tail» 

oлигометиленовыми линкерами различной длины (n = 1, 3, 5, 7, 9, 11), 

обеспечивающими им структуру изогеометричную узкой бороздке ДНК. 

Благодаря этому данные соединения могли действовать как бидентатные лиганды, 

способные узнавать нуклеотидные последовательности, содержащие блоки из 

двух АТ-пар, находящихся на разных расстояниях друг от друга. 

Данные, полученные при анализе противовирусной активности, показали, 

что соединения DBA(1) и DBA(7) обладают терапевтическими свойствами в 

отношении ВПГ-инфекции in vitro, причем DBA(7) полностью подавляет 

вирусную инфекцию. Соединение DBA(11) проявило лечебные свойства как в 

отношении ВПГ-инфекции, так и ЦМВ-инфекции in vitro. 

Кроме того, DBA(7) и DBA(1) проявили микробицидную активность. Таким 

образом, соединение DBA(11), проявляющее активность против двух широко 

распространенных вирусных инфекций, заслуживает дальнейших исследований 

[11].  

 

1.2. ЦМВ ПРИ ОНКОЛОГИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ 

 

Несмотря на десятилетия генетических исследований человека, и поисков 

канцерогенов окружающей среды, только небольшой процент основных 

злокачественных опухолей человека явно приписывается известным врожденным 

генетическим мутациям или канцерогенам окружающей среды. В то же время все 

возрастающий процент злокачественных новообразований человека в последние 

несколько десятилетий приписываются инфекционным агентам [127]. 

Большинство известных онкогенных вирусов человека используют ДНК в 

качестве своего геномного материала. Исследования, проведенные за последние 

четверть века, показали, что ряд вирусов характеризуются прямым 

вмешательством в онкогенез. При этом вирусная нагрузка может быть низкой, 

даже когда вирусы являются основными причинами рака [103]. 
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ЦМВ не считается признанным онкогенным вирусом, несмотря на данные 

in vitro, которые предполагают, что он может вызывать трансформацию 

фибробластов в культуре [90]. 

В настоящее время нет убедительных доказательств того, что ЦМВ 

проявляет онкогенные свойства, поскольку нормальные клетки не 

трансформируются после инфекции. Вместе с тем многочисленные исследования 

поддерживают теорию, что ЦМВ может онкомодулировать неопластический 

процесс [144]. Поэтому помимо хорошо описанного воздействия ЦМВИ на 

иммуносупрессированных пациентов в последнее время изучается роль 

цитомегаловируса человека в патогенезе рака [127]. Исследования показали, что в 

некоторых видах опухолей у большинства пациентов (до 90-100%) выявляются 

ДНК и белки цитомегаловируса (ЦМВ) человека. Данные приведены в таблице 2. 

 

Таблица 2. Выявление ДНК и белков ЦМВ в разных видах опухолей человека. 

Опухоль 

ДНК ЦМВ, 

методы 

определения 

ссылки 
Белки, методы 

выявления в срезах 
ссылки 

Мультиформная 

глиобластома 

Гибридизация in 

situ, ПЦР, 

сиквенирование 

ОТ-ПЦР 

[86] 

[228] 

[230] 

[271] 

Иммуногистохимия  

Иммунофлюоресцен-

ция 

 [228] 

[230] 

[271] 

Злокачественная 

глиома 

ОТ-ПЦР, 

сиквенирование 

[47] 

[76] 
Иммуноблот 

[47] 

[76] 

Медуллобластома 

Гибридизация in 

situ, ПЦР, 

сиквенирование 

[40] 

Иммуногистохимия, 

иммунофлюоресцен-

ция 

[40] 
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Нейробластома ПЦР [295] 
Иммуногистохимия 

 
[295] 

Олигодендро-

глиома 
ПЦР [86] 

Иммунофлюоресцен-

ция 
[86] 

Менингиома ПЦР [86] 
Иммунофлюоресцен-

ция 
[86] 

Колоректальный 

рак 

Гибридизация in 

situ, ПЦР, 

сиквенирование 

[36] 

[72] 

[126] 

Иммуногистохимия [126] 

Карцинома 

предстательной 

железы 

Гибридизация in 

situ, ПЦР, 

сиквенирование 

[243] Иммуногистохимия [243] 

Карцинома 

молочной железы 

Гибридизация in 

situ, ПЦР, 

сиквенирование 

[125] 

[272] 
Иммуногистохимия 

[125] 

[272] 

Рак вульвы ПЦР [15]   

Рак челюстно-

лицевой области 
ПЦР 

[6] 

[19] 
  

Рак мочевого 

пузыря 

ИФА 

ПЦР 
[13]   

Гепатоцел- 

люлярная 

карцинома 

ПЦР [165]   
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Рак желудка 
ПЦР 

ОТ-ПЦР 

[90] 

[163] 

[304] 

  

 

Стоит отметить, что ДНК и антигены ЦМВ были обнаружены в 

глиобластомах, олигодендроглиомах и менингиомах у пациентов при отсутствии 

антител к ЦМВ в крови. ПЦР не выявил также ДНК ЦМВ в периферической 

крови у пациентов с ЦМВ-положительными интракраниальными опухолями [48]. 

В ряде исследований не удалось подтвердить связь ЦМВ с 

плоскоклеточным раком полости рта [246], эпителиальным раком яичников [135] 

и неходжскинской лимфомой [278]. Авторы не обнаружили нуклеиновые кислоты 

ЦМВ или вирусные белки ни в одном из этих образцов. Однако важно отметить, 

что в вышеупомянутых исследованиях не применялся высокочувствительный 

иммуногистохимический подход, который позволяет обнаружить прямые 

маркеры ЦМВ при низком их содержании в образцах человека. Врожденная 

ЦМВИ недавно была идентифицирована как фактор риска острого лимфолейкоза 

у детей [292], а антитела к ЦМВ были обнаружены у первичных больных 

ангиоиммунобластной Т-клеточной лимфомой [26]. Серопозитивность на ЦМВ 

донора и/или реципиента приводит к снижению общей выживаемости у 

пациентов с хроническими гематологическими злокачественными 

новообразованиями, перенесших аллогенную трансплантацию гемопоэтических 

стволовых клеток [250]. 

Учитывая противоречивый характер выявления ЦМВ в опухолях разного 

происхождения, в настоящей работе был проведен количественный анализ ДНК 

ЦМВ и вирусных белков в динамике ЦМВИ клеток моноцитарной лейкемии ТНР-

1. Получение таких данных важно для оценки последствий вирусного 

инфицирования опухолей гематологического происхождения, для 

усовершенствования методов лечения и разработки профилактических стратегий. 

 



35 
 

1.3. АНТИБИОТИК ДОКСОРУБИЦИН В ТЕРАПИИИ ОПУХОЛЕЙ И 

РЕЗИСТЕНТНОСТЬ К ПРОТИВООПУХОЛЕВЫМ ПРЕПАРАТАМ 

 

Доксорубицин (ДОКС) считается одним из наиболее эффективных 

химиотерапевтических средств, используемых в качестве лекарственного 

препарата первого ряда при многочисленных типах рака [298]. В то же время 

известно, что этот антибиотик имеет серьезные побочные эффекты, которые 

объясняются, прежде всего, действием на нормальные активно пролиферирующие 

клетки (волосяные луковицы, эпителий желудочно-кишечного тракта, костный 

мозг, гонады). Побочный эффект ДОКС обнаруживается и в менее активно 

делящихся клетках, таких как кардиомиоциты, что приводит к высокой 

кардиотоксичности [219, 298], приводящей к сердечной дисфункции [130], 

интерстициальному фиброзу миокарда и появлению вакуолизированных 

кардиомиоцитов [167], вызывает кардиомиопатию у детей [64, 160, 235]. Поэтому 

при лечении рака крайне важно минимизировать токсичность при сохранении 

эффективности. Исследования в этом направлении проводятся в ряде 

лабораторий, и некоторые осложнения удается минимизировать [86, 167]. 

ДОКС, химическая формула C27H29NO11, относится к семейству 

антибиотиков антрациклинового ряда, вместе с даунорубицином, эпирубицином и 

дарубицином. Изучены физико-химические свойства ДОКС [60], определена 

структурная формула (рисунок 5). 

 

  

Рисунок 5. Структурная формула доксорубицина. Рисунок адаптирован из статьи M. 

Cagel и соавт. [60]. 
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В настоящее время ДОКС показан Управлением по санитарному надзору за 

качеством пищевых продуктов и медикаментов США (Food and Drug 

Administration, FDA) для следующих неопластических состояний: острый 

лимфобластный лейкоз, острый миелобластный лейкоз, опухоль Вильмса, 

нейробластома, саркомы мягких тканей и костей, рак молочной железы, рак 

яичников, рак переходных клеток мочевого пузыря, рак щитовидной железы, 

желудочный рак, болезнь Ходжкина, злокачественные лимфомы и бронхогенная 

карцинома [270]. 

Имеются данные о механизмах действия ДОКС:  

 интеркалирование между парами оснований цепей ДНК, подавление 

синтеза ДНК и РНК в быстро растущих клетках; блокирование процессов 

репликации и транскрипции; 

 образование активных форм кислорода (АФК), таких как супероксид, 

гидроксильные радикалы или пероксид. АФК могут вызывать окислительный 

стресс, перекисное окисление липидов, повреждение мембран и ДНК и 

запускать апоптоз [2]; 

 ингибирование фермента топоизомеразы II и как следствие – 

предотвращение репликации, транскрипции ДНК и ее репарации [60] [116].  

 нарушение внутриклеточной регуляции кальция; активация кальций-

зависимых протеаз [148]. 

 ремоделирование внеклеточного матрикса путем ингибирования 

коллагеназы/матриксной металлопротеиназы 1 (ММР-1) [214] 

Несмотря на имеющиеся данные, все молекулярные пути действия ДОКС до 

конца не изучены. Это может быть связано с большим разнообразием типов 

опухолей, на которые действует ДОКС. Тем не менее, использование 

антрациклинов в течение более 40 лет улучшило статистику выживаемости при 

раке [298]. Основная причина неэффективности лечения – устойчивость к 

химиотерапии, что усугубляет проблемы, связанные с токсичностью. Это 

особенно актуально для пациентов с прогрессирующим заболеванием, 

требующим повышения дозы. Использование ДОКС вызывает дегенеративно-
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дистрофические изменения в печени, массированную гибель гепатоцитов [10] и 

оказывает кардиотоксический эффект [12] Наряду с токсичностью важной 

остается проблема устойчивости к ДОКС, причем обычно инвазивные раковые 

клетки проявляют более высокую устойчивость к противоопухолевым 

препаратам, чем неинвазивные раковые клетки [50]. 

Для объяснения резистентности к ДОКС предложены разные механизмы, 

такие как сниженное включение и увеличенный экспорт из раковых клеток, 

эффективная репарация ДНК, количественные и качественные изменения 

ферментативной активности топоизомеразы II [97]. 

В то же время проблема преодоления резистентности к антибиотику 

остается важной и актуальной. Можно заключить, что изучение механизмов, 

лежащих в основе резистентности опухолевых клеток к химиотерапии, и поиск 

новых терапевтических мишений являются одними из ключевых подходов для 

преодоления лекарственной устойчивости, улучшения терапевтического 

результата лечения рака и минимизации потенциальных фармакокинетических 

воздействий лекарственных препаратов. 

 

1.4. УЧАСТИЕ ВНУТРИКЛЕТОЧНЫХ МОЛЕКУЛЯНЫХ ПУТЕЙ В 

АПОПТОЗЕ И ВЫЖИВАНИИ КЛЕТОК ПРИ НЕБЛАГОПРИЯТНЫХ 

ВОЗДЕЙСТВИЯХ 

 

1.4.1. ТРАНСКРИПЦИОННЫЕ ФАКТОРЫ E2F1 И P73 

 

1.4.1.1. Семейство транскрипционных факторов E2F1 

 

Семейство транскрипционных факторов (ТФ) E2F играет важную роль в 

жизненном цикле клеток, а также в онкогенезе. Белки E2F влияют на экспрессию 

генов, необходимых для дифференцировки, пролиферации, апоптоза, репарации и 

репликации ДНК [302]. От первого упоминания в работах с 1986 г., где факторы 

транскрипции E2F были впервые идентифицированы как белки, способные 
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связываться с промотором гена аденовируса E2 [35, 159] до сегодняшнего дня 

было открыто десять членов семейства E2F: E2F1-E2F8 (рисунок 6) [102].  

 

 

Рисунок 6. Члены семейства E2F и их доменные структуры. Рисунок адаптирован из 

статьи M.G. Ertosun и соавт.[102]. 

 

Семейство E2F условно делится на три группы, исходя из функции в 

регуляции транскрипции [303]. E2F1, E2F2 и E2F3a (E2Fs-активаторы) обычно 

являются активаторами транскрипции посредством связывания с промоторами 

генов-мишеней, которые критичны для прохождения поздней фазы G1 клеточного 

цикла, синтеза нуклеотидов и репликации ДНК в S-фазе. E2F3b, E2F4 и E2F5 

(E2Fs-репрессоры) в настоящее время известны как транскрипционные 

репрессоры, они функционируют в стадии пролиферативного покоя (фаза G0) или 

ранней фазы G1. E2F6 и недавно обнаруженные E2F7 и E2F8 образуют отдельную 

группу, которая функционирует в фазе G2. Эти факторы имеют сходные функции 

с E2Fs-репрессорами и их также называют E2Fs-ингибиторами [102]. 

Следует отметить, что E2F1-E2F6 требует гетеродимеризации с одним из 

трех белков-партнеров-димеров (DP1, DP2 и DP3), в результате образуется 

функциональный ДНК-связывающий домен (DBD), который может 
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взаимодействовать с промоторами целевого гена. Напротив, E2F7 и E2F8 

связываются с ДНК независимо от белка DP [52]. E2F1-E2F5 регулируют 

активность транскрипции посредством взаимодействия с семейством карманных 

белков (pocket proteins) pRb, p107 и p130, которые названы за существование 

бороздки между их консервативными доменами A и B [302]. Как правило, 

связывание E2Fs с семейством карманных белков заканчивается ингибированием 

активности E2F. Однако семейство карманных белков может быть 

гиперфосфорилировано циклин-зависимыми киназами (CDKs), что приводит к 

активации транскрипционного действия E2F [226].  

E2F1 состоит из 437 аминокислот, молекулярная масса 47 кДа, 

максимальный уровень экспрессии наблюдается в фазе G1/S клеточного цикла, во 

время которого он индуцирует транскрипцию генов, необходимых для синтеза 

ДНК [73]. Именно по этой причине E2F1 рассматривается как один из наиболее 

важных белков, необходимых для вступления в S-фазу и прогрессии клеточного 

цикла. Функция белка E2F1 регулируется белком ретинобластомы (pRb). Когда 

pRb не находится в своей гиперфосфорилированной форме, он связывается с E2F1 

через его карманный домен и ингибирует специфичное связывание ДНК. При 

фосфорилировании pRb E2F1 высвобождается из ингибиторного комплекса 

Rb/E2F1 и связывается с его партнерами по димеризации: DP1 или DP2.  

E2F1 играет значительную роль в апоптозе. Способность E2F1 

индуцировать апоптоз в значительной степени зависит от индукции транскрипции 

p53, p14ARF и подавления экспрессии MDM2. Более того, E2F1 может запускать 

апоптоз независимо от р53, индуцируя экспрессию Apaf-1 и p73 и подавляя 

экспрессию Mcl-1. С другой стороны, E2F1 также может индуцировать 

экспрессию Bcl-2, которая ингибирует выход цитохрома С и индуцирующий 

апоптоз фактор (AIF), обеспечивая механизм подавления апоптоза [102]. Схема, 

приведенная на рисунке 7, демонстрирует возможность участия E2F1 в 

разнонаправленных процессах – пролиферация и апоптоз. 

Вопрос о том, как один транскрипционный фактор может регулировать 

пролиферацию как положительно, так и отрицательно, в зависимости от 
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клеточных потребностей, остается пока без ответа. Вероятно, клеточный цикл 

может регулироваться как путем связывания E2F1 с различными белками-

партнерами, так и путем посттрансляционных модификаций E2F1. Показано, что 

E2F1 модифицируется несколькими различными клеточными киназами, 

метилтрансферазами и ацетилтрансферазами [102]. Кроме того, гены E2F1-E2F8 

содержат сайты связывания miRNA, что свидетельствует о регуляции экспрессии 

этих генов посредством miRNA [1]. 

 

Рисунок 7. Гены, экспрессия которых регулируется E2F1 во время апоптоза и 

пролиферации. Рисунок адаптирован из статьи M.G. Ertosun и соавт. [102]. 

 

Исследования последних 15 лет показали сложную картину взаимодействий 

с участием E2F1 во множестве процессов. Помимо того, что он является одним из 

регуляторов клеточного цикла, E2F1 принимает участие в контроле метаболизма 

не только при нормальной физиологии, но также и при патологических 

состояниях, таких как ожирение и рак [91]. 

Появляется все больше свидетельств того, что путь Rb-E2F1 

модифицирован в значительной части злокачественных опухолей человека. В 

начале заболевания E2F1 действует как супрессор опухолей и способствует 
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апоптозу в ответ на повреждение ДНК [101]. Потом он переключается, 

способствуя прогрессированию рака на поздних стадиях [29]. E2F1 может 

провоцировать метастазирование, вызывать хеморезистентность и способствовать 

развитию ангиогенеза [99, 154, 194, 289]. Высокие уровни E2F1 часто 

коррелируют с агрессивностью опухоли и неблагоприятным  исходом у 

пациентов с некоторыми типами рака: меланома, рак мочевого пузыря, рак 

молочной железы, рак предстательной железы и мелкоклеточный рак легкого [37, 

104, 162, 253, 285]. 

Ряд белков ЦМВ непосредственно инактивирует белки семейства Rb, по-

видимому, для создания среды, более благоприятной для репликации вируса 

[132]. Белок Rb становится гиперфосфорилированным уже через 4 часа после 

заражения ЦМВ покоящихся (G0) клеток [141]. ЦМВ протеинкиназа UL97 

необходима и достаточна для фосфорилирования и инактивации белка Rb [131] 

(рисунок 8).  

 

 

Рисунок 8. Механизмы, используемые ЦМВ для модуляции пути Rb-E2F. Рисунок 

адаптирован из статьи A.J. Hume и R.F. Kalejta [132]. 
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Молекулярные механизмы, которые использует рUL97 для инактивации Rb, 

отличаются от тех, которые используют классические вирусные онкопротеины. 

Это может быть одной из причин, по которой ЦМВ не является классическим 

опухолевым вирусом, хотя, бесспорно, по мнению ряда исследователей, имеет 

сложную взаимосвязь с раком человека [94, 128, 230, 263]. Понимание различий 

между инактивацией белка Rb вирусными онкопротеинами и ЦМВ pUL97 может 

выявить ключевые функции пути Rb-E2F1, которые защищают клетки от 

трансформации, возможно, приводя к лучше переносимой химиотерапии рака 

[137]. 

Лекарственная устойчивость является основной причиной смерти от рака. 

Традиционное лечение генотоксическими препаратами способствует отбору 

хеморезистентных клеток в генетически гетерогенных опухолях, что требует 

нарушения регуляции c участием E2F1 и других факторов транскрипции, таких 

как p73. Известно, что E2F1 стимулирует экспрессию супрессора опухоли p73 и 

его усеченной на N-конце изоформы (называемой DNp73) посредством прямой 

трансактивации гена TP73, в то время как полноразмерный белок p73 ингибирует 

развитие рака, вызывая остановку клеточного цикла и апоптоз [281]. 

Расшифровка молекулярных путей, в которых участвует транскрипционный 

фактор E2F1, в том числе при формировании резистентности опухолей, поможет 

лучше понять его сложную биологию, особенно в контексте рака и ЦМВИ. 

 

1.4.1.2. Семейство транскрипционных факторов  p53 и белок р73 

 

Семейство p53 состоит из факторов транскрипции p53, p63 и p73. 

Онкосупрессивная функция p53 в значительной степени зависит от его 

способности воспринимать потенциальные онкогенные и генотоксические 

условия стресса и координировать сложный набор молекулярных событий, 

ведущих к торможению роста и, в конечном счете, к старению и гибели клеток. 

Таким образом, p53 является центральным узлом в молекулярной сети, 
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контролирующим пролиферацию и гибель клеток в ответ на патологические и 

физиологические состояния, в которые также вовлечены p73 и p63 [223]. Тот 

факт, что эта функция является общей для всех членов семейства, указывает на 

то, что это может быть эволюционно самая древняя функция [166]. Последние 

данные показывают роль семейства p53 в других биологических процессах, таких 

как самообновление стволовых клеток, клеточный метаболизм, фертильность или 

воспаление [110, 203, 206]. Таким образом, складывающаяся картина 

представляет собой взаимосвязанный путь, в котором p63 и p73 имеют много 

функциональных свойств с p53, но они также претендуют на различные и 

уникальные биологические роли [279]. 

Со структурной точки зрения, члены семейства имеют 65% сходство 

последовательности в ДНК-связывающем домене (DBD – DNA-binding domain) 

[136], который является основой для значительного перекрытия целевых генов и 

гиперфункционирования белков семейства p53 [206]. Однако наличие 

стерильного альфа-мотива (SAM – sterile alfa motif) у белков p73 и p63 

увеличивает структурную сложность этих элементов и может учитывать 

уникальную сигнальную сеть регуляторов и транскрипционных мишеней [74]. 

Домен SAM p73 отвечает за взаимодействия, участвующие в регуляции 

транскрипционной способности p73, а также предполагается его потенциальный 

вклад в олигомеризацию транскрипционного фактора. p73α является 

единственной изоформой, которая содержит полностью функциональный домен 

SAM [283]. Сложность биологических функций в этом семействе связана с 

образованием олигомеров. Тетрамерное состояние характерно для всех членов 

семейства p53. p73 может образовывать гетеро-взаимодействия с p63 и в меньшей 

степени – агрегат с формами мутантного p53 [206]. 

Все члены семейства экспрессируются в виде N-концевых форм, 

содержащих трансактивационный домен (TA) или усеченных (DN) изоформ и 

множественных 3'-альтернативных сплайсинговых C-терминальных изоформ, 

которые могут содержать или исключать домен SAM [3]. p73 в 3' регионе 

является более сложным, так как он может пройти большее количество 
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альтернативного сплайсинга, произведя не менее семи изоформ (α, β, γ, δ, ε, δ, ε), 

в то время как р53 и р63 могут производить только 2 или 3 изоформы (α, β, γ) [74]. 

Более того, TP73 генерирует функционально разные изоформы TAp73 и 

DNp73 [61]. В зависимости от присутствия N-терминального транскрипционно 

активного TA-домена, варианты TAp73 демонстрируют онкосупрессорные 

функции. И наоборот, N-концевые усеченные DN-изоформы выступают в 

качестве доминантно-отрицательного ингибитора TAp73 и, таким образом, 

обладают онкогенными свойствами [100]. Примечательно, что члены семейства 

р53 не только индуцируют несколько общих целевых генов, но также могут 

регулировать экспрессию и функцию друг друга [187]. 

Ген TP73 (Tumor Protein p73) состоит из 15 экзонов и расположен на 

коротком плече хромосомы 1 (1p36.33) [139]. Ген TP73 дает начало различным 

мРНК, которые кодируют несколько различных протеинов. Различные мРНК 

возникают путем использования двух альтернативных промоторов: P1 в 5'UTR 1 

экзона и P2, расположенный между 3 и 4 экзонами, и альтернативного сплайсинга 

N- и C-конца (рисунок 9). 

 

 

Рисунок 9. Схематическое изображение структуры гена ТР73. (А) ген TP73 состоит из 

15 экзонов (белый, нетранслируемый регион). P1 и P2 – промоторы. (Б) изоформы белка p73. 

TA - домен трансактивации; DBD - ДНК-связывающий домен; OD - домен олигомеризации; 

SAM - домен стерильного альфа-мотива.  Рисунок адаптирован из статьи P. Vikhreva et al. [283]. 
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Транскрипция с двух разных промоторов гена TP73 приводит к генерации 

TAp73 и DNp73 изоформ. Изоформа TAp73 содержит трансактивацонный домен 

(TA), который кодируется 2 и 3 экзонами. Напротив, укороченная DNp73 

изоформа не содержит трансактивационного домена. Другая группа N-концевых 

усеченных изоформ p73 возникает при альтернативном сплайсинге N-концевой 

точки транскрипта, сгенерированного из промотора P1 (ΔEx2p73, ΔEx2 / 3p73 и 

ΔN'p73). В совокупности с гена TP73 экспрессируется, по крайней мере, 29 

различных транскриптов, но остается неопределенным, сколько из этих 

транскриптов действительно экспрессируются как белки [283]. 

Мутации в гене р53 встречаются более чем в 50% опухолей человека [17, 

18], тогда как р73 редко мутирует [49, 177, 178]. Другой привлекательной 

характеристикой p73 является то, что он использует пути, которые полностью или 

частично перекрываются с путями p53, чтобы обеспечить тот же антионкогенный 

эффект [67]. С другой стороны, он использует p53-независимые пути для 

воспроизведения антионкогенных эффектов p53 [145]. Активируя пути, только 

частично перекрывающиеся с p53 (p73-зависимыми/p53-независимыми путями), 

p73 может обходить блоки, обусловленные нарушением эффекторов ниже p53 

[178]. 

Функции изоформ р73 (TAp73 и DNp73), по-видимому, целесообразно 

исследовать одновременно, так как изучение по отдельности может обеспечить 

только ограниченное представление об их сложных функциях. 

Изоформы р73 характеризуются как про-, так и антиапоптотическими 

свойствами [7, 82]. TAp73 и DNp73 сверхэкспрессируются в ряде солидных 

опухолей, включая рак легких, яичников, гепатоцеллюлярный рак, рак молочной 

железы и толстой кишки, и уровни их экспрессии связаны с прогнозом у 

пациентов с этими видами рака [308]. Недавние исследования показали, что 

латентные гены герпесвируса Капоши могут модулировать функцию p73 и 

способствуют выживанию латентно инфицированных клеток лимфомы [245]. 

Экспрессия p73 коррелирует с клеточной химиочувствительностью в клеточных 

линиях немелкоклеточного рака легкого (NSCLC) [173]. p73 может опосредовать 
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клеточный ответ на химиотерапевтические агенты, например, цисплатин, путем 

активации апоптотического сигнального пути JNK в раковых клетках яичников 

[305]. Опубликованы данные о том, что в регуляции транскрипции p73 участвует 

транскрипционный фактор E2F1 [150, 275]. 

В клетках нейронального происхождения (нейробластомы, астроцитомы) 

введение последовательностей р73 в составе аденовирусного вектора 

индуцировало апоптоз под действием цисплатина через рецепторы смерти (death 

receptors) [274]. Данные авторов показали, что на экспрессию р73 может влиять 

ЦМВ, подавляя экспрессию рецептора Fas и способствуя выживанию клеток при 

действии цисплатина. Изучение влияния ЦМВ на изменение содержания изоформ 

р73 в клетках гематологических опухолей, в том числе моноцитарной лейкемии 

THP-1 при действии противоопухолевого антибиотика ДОКС, может помочь 

найти новые перспективные мишени для преодоления хеморезистентности 

опухолей. 

 

1.4.2. МОЛЕКУЛЯРНЫЙ ПУТЬ PI3K/AKT/MTOR И ЕГО РОЛЬ В 

КЛЕТОЧНОЙ ФИЗИОЛОГИИ 

 

Сигнальный каскад PI3K/Akt/mTOR влияет на многие фундаментальные 

аспекты клеточной биологии, способствуя выживанию клеток, росту, 

пролиферации, миграции и энергетическому метаболизму [55, 296]. Серин-

треониновая протеинкиназа mTOR (mammalian target of rapamycin) получила 

название, так как является мишенью ингибитора рапамицина. В клетках 

млекопитающих функционируют два сигнальных комплекса, включающих 

mTOR: комплекс mTOR 1 (mTORC1) и комплекс mTOR 2 (mTORC2) [143] 

(рисунок 10) 
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Рисунок 10. Сигнальные каскады, способствующие активации mTOR. mTOR регулирует 

множество клеточных процессов, функционируя как два гомодимерных комплекса: mTORC1 

(Raptor - regulatory associated protein of mTOR; PRAS40 - proline-rich AKT substrate 40 kDa; 

Deptor - DEP domain TOR-binding protein; mLST8 - mammalian lethal with Sec-13 protein 8) и 

mTORC2 (Rictor – rapamycin insensitive companion of mTOR; mSin1 - mammalian stress-activated 

protein kinase-interacting protein1; Protor-1 - protein-binding Rictor-1; Deptor; mLST8). Стрелки и 

столбцы представляют активацию и торможение соответственно. Пунктирные линии 

показывают, что точный механизм неизвестен. Рисунок адаптирован из статьи R. Keating1 и M. 

McGargill [151]. 

 

mTORC1 активируется в ответ на различные внеклеточные стимулы: 

питательные вещества, факторы роста, стресс, цитокины, стимуляция антигенами. 

Внеклеточные стимулы активируют mTORC1 путем запуска сигнального каскада 

через фосфотидилинозитол-3-киназу (PI3K) и серин-треониновую протеинкиназу 

(Akt) [185]. Отрицательная регуляция PI3K-опосредованной активации Akt 

осуществляется фосфоинозитидофосфатазой (PTEN) [185]. Akt затем 
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фосфорилирует фактор репрессии mTORC1, состоящий из комплекса туберозного 

склероза 1 и 2 (TSC1 и TSC2). Фосфорилирование комплекса TSC предотвращает 

его от блокирования Rheb (RAS homolog enriched in brain), которое необходимо 

для активации mTORC1. Активация mTORC1-зависимого сигнального пути 

стимулирует рост опухоли [9]. Напротив, активность mTORC1 подавляется, когда 

отсутствуют связанные с питательными веществами сигналы. Например, в ответ 

на снижение соотношения АТФ/АДФ активируется АМФ-киназа (AMPK), 

которая, в свою очередь, ингибирует активность mTOR путем фосфорилирования 

TSC2 или Raptor. 

Активация mTORC2 не так хорошо изучена, как mTORC1. Подобно 

mTORC1, активация mTORC2 происходит по PI3K пути. Однако активация 

mTORC1 включает фосфорилирование в Akt треонина 308 (T308), в то время как 

mTORC2 действует при фосфорилировании серина 473 (S473). В отличие от 

активации mTORC1, активация mTORC2 происходит независимо от синтеза белка 

(рисунок 10) [151]. 

Сигнальный путь PI3K/Akt/mTOR физиологически регулируется с участием 

различных клеточных механизмов. При патологиях человека могут происходить 

нарушения регуляции. Так, описана активация пути mTOR при диабете, при 

сердечно-сосудистых и нейродегенеративных заболеваниях [256]. Изменения 

регуляции mTOR описано в различных солидных опухолях (глиома, рак легких, 

простаты [218], молочной железы [122], холангиокарцинома [75], 

гепатоцеллюлярная карцинома [123], колоректальный рак, рак яичников и 

эндометрия [169], рак щитовидной железы [22], а также гематологические 

злокачественные опухоли [84]). 

Сигнальный каскад PI3K/Akt/mTOR чрезвычайно активен в лейкемических 

клетках, и что важно – повышенная активность коррелирует с устойчивостью к 

лекарственным препаратам и неблагоприятным прогнозом [182, 188, 196, 216]. 

Учитывая роль сигнального пути PI3K/Akt/mTOR в регуляции роста, 

выживаемости и метастазирования клеток, молекулы этого пути являются 

перспективными мишенями для фармакологического вмешательства [247]. 
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Ингибиторы, нацеленные на различные компоненты этого пути, находятся 

на различных стадиях клинических исследований. Изучен потенциал 

терапевтических агентов, которые нацелены на PI3K/Akt/mTOR путь при 

лечении: рака яичников [247], рака эндометрия [38, 169], глиом [5], глиобластомы 

[143], колоректального рака [262], холангиокарциномы [83], рака молочной 

железы [122], лейкемии [46]. Кроме того, в настоящее время растет понимание 

того, что воздействие на эти пути может влиять не только на раковые клетки, но и 

на иммунитет хозяина [215]. 

Bossler F et al. показали, что благодаря вмешательству пути 

PI3K/AKT/mTOR, предотвращается старение и гибель раковых клеток, 

содержащих вирус папилломы человека (ВПЧ). Ключевую роль играет 

взаимодействие mTOR пути с онкогенами ВПЧ Е6/Е7. Авторы рассматривают 

перспективу разработки ингибиторов PI3K/Akt/mTOR в качестве терапевтических 

средств для лечения ВПЧ-позитивного рака [55]. 

За последнее десятилетие значительно расширилось число работ, 

описывающих, как вирусы модулируют метаболизм клеток-хозяев, в том числе и 

сигнальный каскад PI3K/AKT/mTOR [244]. 

Показано, что активация mTORC1 способствует репликации вируса гриппа, 

особенно на поздних стадиях вирусной инфекции, когда в клетке происходят 

значительные нарушения [161]. Сигнальный каскад PI3K/Akt/mTOR необходим 

также для поддержания и развития ротавирусной инфекции. К такому выводу 

авторы пришли, блокируя ключевые элементы пути, включая  PI3K, mTOR and 

4E-BP1, и наблюдая в результате сильный противовирусный эффект [300]. 

Nardacci R и соавторы показали, что при ВИЧ-инфекции вирусные белки TAT, 

NEF и ENV воздействуют на молекулярный путь  mTOR, блокируя или 

стимулируя аутофагию клеток. Делается заключение, что изучение молекулярных 

механизмов mTOR, регулирующих гибель зараженных клеток, будет 

способствовать разработке новых лекарств, специфически усиливающих анти-

ВИЧ ответ [204]. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nardacci%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28139864
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Опубликованы сведения об антивирусной активности ингибиторов mTOR 

против вирусов, которые часто реактивируются после пересадки солидных 

органов: ЦМВ, вирус Эпштейна-Барр (EBV), герпесвирус человека 8 (HHV8) и 

вирус гепатита С (HCV). Данные литературы не всегда совпадают, но указывают 

на потенциальное преимущество ингибиторов mTOR против вирусных инфекций 

[217]. 

Анализ опубликованных данных позволяет заключить, что понимание роли 

ключевых регуляторов пути PI3K/Akt/mTOR представляется необходимым для 

успешного развития комбинаторной терапии рака и вирусных инфекций, 

повышения эффективности при одновременном снижении токсичности и поиска 

наиболее эффективного и безопасного ингибитора PI3K/Akt/mTOR. 

 

1.4.3. БИОГЕННЫЕ ПОЛИАМИНЫ И ИХ РОЛЬ В МЕТАБОЛИЗМЕ 

КЛЕТКИ 

 

Основными полиаминами (ПА) в клетках млекопитающих являются 

путресцин, спермидин и спермин, их химическая структура показана на рисунке 

11А. Они представляют собой алифатические водорастворимые амины, которые 

положительно заряжены при физиологическом pH [88]. Первое открытие 

спермина принадлежит Левенгуку и датируется 1678 годом, однако методы, 

необходимые для изучения специфических функций, в которых ПА принимают 

непосредственное участие, стали доступны только недавно [65]. Метаболические 

пути ПА (синтез, взаимопревращение и катаболизм) схематически представлены 

на рисунке 11Б. 

Первым этапом синтеза ПА является ферментативное декарбоксилирование 

орнитина в путресцин с помощью орнитиндекарбоксилазы (ODC). Спермидин 

получается из путресцина путем присоединения аминопропильной группы через 

спермидинсинтазу (Spermidine synthase). Спермин образуется из спермидина 

путем добавления аминопропильной группы, катализируемой сперминсинтазой 
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(Spermine synthase). В обеих реакциях донором аминопропильной группы 

является S-аденозил-S-метилгомоцистеамин (SAMHC). 

 

 

Рисунок 11. Метаболические превращения (цикл) полиаминов. (А) химическая 

структура путресцина, спермидина и спермина. (Б) Основные метаболиты и ферменты 

(выделены синим): ODC – орнитиндекарбоксилаза; Spermidine synthase – спермидинсинтаза; 

Spermine synthase – сперминсинтаза; SAMHC – S-аденозил-S-метилгомоцистеамин; SAM – S-

аденозилметионин; AdoMetDC – декарбоксилаза SAM; SSAT – спермидин /спермин 

ацетилтрансфераза; APAO – полиаминооксидаза; DAO – диаминооксидаза; SMO – 

сперминоксидаза. Рисунок адаптирован из статьи Nowotarski S. Et al. [212]. 
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SAMHC синтезируется ферментативным декарбоксилированием S-

аденозилметионина (SAM) с помощью декарбоксилазы SAM (AdoMetDC). 

Катаболизм полиаминов включает ацетилирование спермидин/спермин 

ацетилтрансферазой (SSAT). Ацетилированные производные спермидина и 

спермина либо соответственно превращаются в путресцин и спермидин с 

помощью полиаминоксидазы (APAO), либо выводятся из клетки. Путресцин 

катаболизируется диаминоксидазой (DAO). Стоит отметить, что спермин может 

быть непосредственно окислен сперминоксидазой (SMO). Содержание 

полиаминов, по-видимому, строго регулируется не только во время синтеза, но и 

на уровне транспорта. Идентифицированные метаболические системы, сильно 

энергетически зависимы и демонстрируют высокую аффинность к своим 

субстратам (обычно в диапазоне от 107 до 105 М), при этом проникновение ПА в 

клетку сильно зависит от потенциала плазматической мембраны и наличия 

двухвалентных катионов, таких как Ca
2+

 и Mg
2+

. На транспорт полиаминов также 

влияет pH [212, 229]. 

Общая внутриклеточная концентрация ПА находится в миллимолярном 

диапазоне, однако концентрации свободных ПА значительно ниже, поскольку они 

в основном связаны с различными анионами в клетке, включая ДНК, РНК, АТФ, 

белки и фосфолипиды [134]. Эти взаимодействия необходимы для их 

биологической функции. ПА участвуют во многих аспектах клеточной 

физиологии, таких как стабилизация ДНК/РНК, регуляция внутриклеточного рН, 

аутофагия, апоптоз, дифференцировка, иммунитет и старение [14, 34, 181, 195]. 

ПА взаимодействуют с ДНК посредством ионных взаимодействий между их 

аминогруппами и фосфатными группами ДНК, участвуют в ремоделировании 

хроматина путем модуляции ацетилирования гистонов. Эти взаимодействия 

необходимы для стабильности и поддержания конформации ДНК. ПА 

стабилизируют нуклеосомы и способствуют конденсации ДНК. Они защищают 

ДНК от ионизирующего излучения, активных форм кислорода и ДНКаз. 

ПА участвуют в регуляции экспрессии генов, особенно тех, которые 

действуют в их собственном метаболизме, в выживании и пролиферации клеток. 
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ПА регулируют экспрессию генов на разных этапах, включая модуляцию 

передачи сигнала, транскрипцию и трансляцию. Спермидин регулирует 

образование инициаторного комплекса. ПА также связываются с тРНК, 

стабилизируя их структуру, взаимодействуя с фосфатными группами и 

нуклеиновыми основаниями, их аффинность уменьшается от спермина к 

путресцину. Внутриклеточные ПА в основном связаны с РНК, модифицируя 

структуру которых, могут модулировать синтез белка [229]. Изучение 

молекулярных функций ПА осложняется тем фактом, что большинство 

критических взаимодействий, в которые вовлечены ПА, являются легко 

обратимыми ионными взаимодействиями [65]. 

Изменение пула ПА может нарушить нормальную функцию клетки и внести 

вклад в развитие и прогрессирование заболевания [21, 34]. Выраженное снижение 

уровня полиаминов может предотвратить пролиферацию и миграцию клеток 

[183]. С другой стороны, избыток полиаминов приводит к апоптозу и 

трансформации клеток [198]. Поскольку полиамины обладают антиоксидантной 

активностью, снижение уровня ПА может вызывать токсические эффекты, 

связанные с образованием реактивных альдегидов и активных форм кислорода 

(АФК), что приводит к усилению окислительного стресса [221]. Это увеличивает 

воспалительную реакцию и вносит вклад в развитие почечной недостаточности, 

неврологических заболеваний и заболеваний печени [133].  

Изучение ПА в раковых клетках показало нарушения метаболизма ПА в 

опухолях, повышение уровня ПА в раковых клетках, что указывает на их участие 

в злокачественной трансформации, в усилении пролиферации клеток и 

ассоциируется с неблагоприятным прогнозом [88]. Эти данные стимулировали 

работы по поиску ингибиторов, воздействующих на метаболизм ПА и созданию 

противоопухолевых агентов на их основе [42, 65]. Однако предложенные анти-ПА 

соединения, подавляющие биосинтез или активирующие катаболизм ПА, пока 

имеют ограниченный успех и не нашли широкого применения в качестве 

эффективных противораковых препаратов [34]. 
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Взаимодействие ПА с вирусами и их роль в вирусных инфекциях давно 

интересуют исследователей. Показано, что полиамины присутствуют в некоторых 

вирусных частицах, в том числе в вирионах герпесвирусов, и нейтрализуют 

вирусные РНК [111]. При некоторых вирусных инфекциях увеличивается 

внутриклеточный уровень ПА [113]. ПА требуются для репликации вируса 

простого герпеса (ВПГ) [120]. Имеющиеся данные указывают на участие  ПА в 

ЦМВ-инфекции на уровне  сборки, упаковки или инкапсидации ДНК [112]. 

Снижение уровня ПА оказывает негативный эффект также на различные РНК-

геномные вирусы, в том числе вызывающие недавние вспышки заболеваний – 

вирусы Zika и Ebola [201]. Полученные результаты показывают важность 

молекулярного пути ПА для репликации вирусов и открывают новые 

молекулярные мишени для создания противовирусных препаратов широкого 

спектра действия. 

Работы, посвященные изучению ПА в опухолевых клетках, 

инфицированных вирусами, практически отсутствуют. Влияние ПА на 

устойчивость опухолевых клеток к антибиотикам, также не изучено. В то же 

время более глубокое понимание связей между метаболизмом полиаминов и 

жизненно важными клеточными процессами будет иметь значение для понимания 

их роли в канцерогенезе и вирусных инфекциях, а также может быть 

использовано для развития новых химиотерапевтических подходов [42]. 

 

1.5. ВЛИЯНИЕ ЦМВ НА КЛЕТОЧНЫЙ ЦИКЛ И АПОПТОЗ 

 

ЦМВ полигистиотропен и может инфицировать различные типы клеток in 

vivo и in vitro [258]. Фибробласты и клетки гладких мышц обеспечивают 

платформу для высокого уровня литической репликации ЦМВ. Другие клетки, 

такие как эпителиальные и эндотелиальные клетки, поддерживают более низкие 

уровни репликации вируса, способствуя персистенции вируса [258], что, 

безусловно, согласуется с длительным выделением вируса, который, например, 

обнаруживается в моче внутриутробно инфицированных детей и в грудном 
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молоке женщин [62]. Гематопоэтические прогениторные клетки фенотипа CD34+ 

не поддерживают полноценную репликативную инфекцию [98, 116, 153], они 

служат резервуаром латентного вируса, экспрессируя только отдельные 

транскрипты [117]. Дифференцировка моноцитов в макрофаги восстанавливает 

способность клеток поддерживать активную инфекцию с выделением вируса. 

Инфицирование ЦМВ моноцитов периферической крови играет ключевую 

роль в гематогенной диссеминации вируса в большинство органов после 

первичной инфекции или реактивации латентного вируса, спровоцированной 

дифференцировкой моноцитов в зрелые макрофаги или дендритные клетки [232]. 

Таким образом, поддерживается пожизненное носительство ЦМВ. Моноциты 

имеют короткую продолжительность жизни - 1-3 дня, что неблагоприятно для 

медленно реплицирующегося ЦМВ. Поскольку моноциты не являются 

пермиссивными для экспрессии и репликации вирусных генов, ЦМВ должен 

контролировать клеточные факторы на ранних стадиях инфекции, чтобы 

предотвратить апоптоз и индуцировать дифференцировку в долгоживущие 

макрофаги [138]. ЦМВ подавляет апоптоз не только в коротко живущих и мало 

чувствительных клетках, но также в высоко чувствительных к ЦМВ 

пролиферирующих клетках, таких как эпителиальные клетки и фибробласты. 

Продукты экспрессии генов ЦМВ воздействуют на различные элементы 

сигнальных путей апоптоза в инфицированных клетках, обеспечивая успешную 

персистенцию вирусов [20]. 

Апоптоз – запрограммированная клеточная гибель, является защитной 

реакцией организма на неблагоприятные воздействия, в том числе, на 

проникновение патогенов. В результате апоптоза изменяется морфология клетки, 

происходит деградация ядерной ДНК и потеря митохондриального 

трансмембранного потенциала. Этот процесс опосредуется последовательным 

протеолитическим расщеплением и активацией каспаз, семейства цистеиновых 

протеаз, которые нацелены на остатки аспартата в своих субстратах. 

Фрагментация ДНК, которая характерна для апоптотической гибели клеток, 

опосредуется тремя эффекторными каспазами: каспазой-3, каспазой-6 и каспазой-
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7 [147, 192]. Согласно рекомендациям Номенклатурного Комитета по Гибели 

клетки в 2012 г апоптоз классифицирован на внешний, который инициируется 

главным образом в ответ на внеклеточные сигналы и происходит через активацию 

трансмембранных рецепторов, и на внутренний, который возникает в результате 

внутриклеточных процессов [109]. 

Хотя внешние и внутренние пути апоптоза могут быть независимо 

определены на молекулярном уровне, имеются существенные доказательства 

перекрестных связей между двумя путями [239]. Важно, что при заражении ЦМВ 

могут запускаться как внешние, так и внутренние пути апоптоза в ответ на 

активацию Toll-подобных рецепторов (TLRs), рецептора эпидермального фактора 

роста (EGFR), интегринов и других рецепторов [109, 222].  

Внешний апоптоз возникает после передачи «сигнала смерти» из 

внеклеточной среды в клетку. «Сигнал смерти», запускаемый ЦМВ, может 

передаваться через рецепторы смерти плазматической мембраны, которые 

активируются в ответ на связывание их родственными лигандами (например, Fas-

лиганд (FasL)/Fas-рецептор (FasR), фактор некроза опухоли α (TNF-α)/фактор 

некроза опухоли α рецептор 1 ( TNFR1), Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 и Apo2L/DR5) 

[80]. Активация этих рецепторов приводит к сборке мультибелкового комплекса 

(например, сигнального комплекса, индуцирующего смерть, DISC), который 

регулирует расщепление и активацию инициаторных каспаз (каспаза-8 и каспаза-

10). Затем полностью активные инициаторные каспазы управляют 

протеолитическим расщеплением и активацией эффекторных каспаз (каспаза-3 и 

каспаза-7) [147]. 

Внутренний апоптоз возникает в ответ на физиологический дисбаланс в 

клетке, вызванный ЦМВИ. Активация каспаз на внутреннем пути контролируется 

на митохондриальной мембране членами семейства белков Bcl-2 [85, 199]. Во 

время внутреннего апоптоза сначала активируется инициаторная каспаза-9, а 

затем активируются каспаза-3 и каспаза-7 [149]. Образование проапоптотических 

димеров можно предотвратить посредством связывания антиапоптотических 

белков семейства Bcl-2 (например, Mcl-1 и Bcl-2) с проапоптотическими белками; 
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таким образом, соотношение антиапоптотических и проапоптотических белков в 

данной клетке определяет ее судьбу [252]. Вирусные гликопротеины gB и 

комплекс gH/gL связываются со своими рецепторами, рецептором 

эпидермального фактора роста (EGFR) и β1/β3-интегринами, соответственно, что 

приводит к транскрипции клеточных антиапоптотических факторов, таких как 

Mcl-1 [68] и Bcl-2 [81]. Вирусная регуляция экспрессии Mcl-1 и Bcl-2 

обеспечивает строгий контроль над функцией каспаз во время инфекции, 

позволяя вирусу не только контролировать выживание клеток, но и прямую 

дифференцировку моноцитов в макрофаги [69]. 

Одним из первых идентифицированных белков ЦМВ, обладающих 

антиапоптотической функцией, был pUL36. Антиапоптотическая функция pUL36 

была обнаружена в клетках HeLa при скрининге библиотеки экспрессии ЦМВ для 

белков, способных блокировать Fas-индуцированный апоптоз. Также было 

обнаружено, что pUL36 предотвращает апоптоз, запускаемый TNF-α и TRAIL 

(TNF-связанный индуцирующий апоптоз лиганд). pUL36 взаимодействует с 

прокаспазой-8 и ингибирует его протеолитический процессинг, поэтому pUL36 

называют вирусным ингибитором апоптоза, индуцированного каспазой-8 (vICA). 

В частности, vICA взаимодействует с про-доменом каспазы-8 и ингибирует его 

саморасщепление и созревание [259], предположительно, блокируя 

взаимодействие каспазы-8 с адаптерным белком FADD [63]. vICA играет важную 

роль в выживании инфицированных клеток. Ген UL36 ЦМВ может быть 

необязательным для репликации в фибробластах [220], но, по-видимому, 

необходим для эффективной репликации в дифференцированных клетках линии 

моноцитов-макрофагов. Каспаза-8 может быть критической для 

дифференцировки моноцитов в макрофаги [191], таким образом, может иметь 

место сложное взаимодействие между pUL36 и каспазой-8 при длительной 

инфекции миелоидных клеток ЦМВ.  

Антиапоптозную функцию выполняют также белки, кодируемые вирусным 

геном UL37. Ген кодирует предположительно 6 изоформ белка UL37. При 

пермиссивной ЦМВИ на ранних стадиях преимущественно продуцируется один 
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из белков, который получил название vMIA – вирусный митохондриальный 

ингибитор апоптоза, так как он перемещается вначале в эндоплазматический 

ретикулум и затем импортируется в митохондрии [57]. Белок vMIA блокирует 

высвобождение цитохрома С из митохондрий, предотвращая проницаемость 

наружной мембраны митохондрий, и блокирует созревание прокаспазы-9 до 

активной каспазы-9 [190]. Считается, что молекулярный механизм 

антиапоптотической активности vMIA заключается в его способности 

взаимодействовать с Bax и/или Bak для предотвращения проапоптотической 

функции этих белков в митохондриях [105, 211]. 

Белок pUL38 выполняет две функции: антиапоптотическая активность и 

активация синтеза белка, которая улучшает жизнеспособность клеток. Показано, 

что ген UL38 кодирует белок, ингибирующий гибель клеток, путем 

ингибирования фосфорилирования JNK [227]. Независимо от своей способности 

предотвращать смерть клеток, вызванную эндоплазматическим стрессом (ER-

стрессом), pUL38 также может регулировать синтез белка. Показано, что pUL38 

способен индуцировать mTORC1, что также может улучшать жизнеспособность 

клеток [193, 227]. 

IE1-р72 и IE2-р86 основные сверхранние вирусные белки ЦМВ, механизмы 

антиапоптотической активности которых до конца не изучены. IE1-р72 и IE2-р86, 

по-видимому, не вмешиваются в митохондриальные апоптотические процессы 

[307], однако они могут активировать путь PI3K/Akt/mTOR [146] (рисунок 12).  

Основные IE белки также могут влиять на экспрессию генов хозяина и 

нарушать регуляцию множественных сигнальных путей [146]. Таким образом, IE 

белки играют очень сложную роль в регуляции синтеза белка и, вероятно, 

контролируют процесс апоптоза с помощью множества механизмов. UL37 

кодирует очень мощный митохондриальный супрессор клеточной гибели, vMIA. 

Этот небольшой белок локализуется на внешней мембране митохондрий и 

изолирует Bax и Bak, но не предотвращает олигомеризацию этих представителей 

семейства Bcl2 . 
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Рисунок 12 . Антиапоптозные функции белков ЦМВ. Рисунок адаптирован из статьи D. 

Collins-McMillen [80]. 1) проникновение ЦМВ в клетку; 2) транслокация ЦМВ в ядро и 

инициация экспрессии вирусных генов; 3) IE1-p72 и IE2-p86  активируют сигнальный путь 

PI3K/Akt/mTOR путем фосфорилирования Akt; 4) Белок vICA (pUL36) связывается с 

прокаспазой-8, блокирует его протеолитическое расщепление и активацию клеточной гибели; 

5) vMIA (pUL37x1) связывается с Bax и Bak для предотвращения проницаемости внешней 

мембраны митохондрий и индукции каскада активации каспаз; 6) pUL38 подавляет апоптоз, 

вызванный стрессом эндоплазматического ретикулума (ER), вероятно, посредством 

ингибирования фосфорилирования JNK. 

 

Через взаимодействие с Bax, Bak, BclxL и членов семьи GADD45, vMIA 

предотвращает высвобождение цитохрома С, что является ключевым шагом в 

активации каспазного пути апоптоза. vMIA ассоциируется с эндоплазматическим 

ретикулумом (ЭПР) – являясь производным митохондриально-ассоциированных 

мембран, увеличивает высвобождение запасов кальция ЭПР и усиливает 

клеточное округление и, как следствие, vMIA связан с ЦМВ-зависимым 

цитопатическим эффектом, опосредованным через вирепин (RSAD2). Хотя vMIA 

является очень мощным ингибитором апоптоза, его роль в ЦМВИ также 

заключается в предотвращении митохондриального HtrA2 серин-протеазного 
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пути клеточной гибели, который прерывает цикл репликации вируса в 

фибробластах. vMIA может быть необходим для репликации ЦМВ (например, 

штамм AD169) или необязателен для репликации (например, штамм Towne). 

Продукты гена UL37×1 – это небольшие митохондриальные ингибиторы Bax и 

Bak, эволюционно консервативные для бета-герпесвирусов.  

UL36, представитель семейства US22, кодирует вирусный ингибитор 

активации каспазы 8 (vICA). vICA подавляет рецептор-зависимый апоптоз, 

играющий важную роль в ответе макрофагов на вирусную инфекцию, но, видимо, 

несущественный для репликации в других типах клеток. UL36 мутирует в обычно 

используемых штаммах ЦМВ. vICA связывается с прокаспазой 8 и тем самым 

препятствуетет расщеплению и/или активации, по механизму схожему с 

действием длинной формы клеточного FLICE (другое название каспазы 8) 

ингибирующего белка (cFLIPL). vICA высоко консервативен, присутствует у всех 

бета-герпесвирусов. Вирусы, при недостатке vICA хорошо реплицируются в 

фибробластах, но аттенуируют из-за восприимчивости к рецептор-зависимому 

апоптозу в макрофагах. Эволюционное приобретение множества супрессоров 

клеточной гибели в ЦМВ облегчило идентификацию запрограммированной 

клеточной гибели как защитного механизма, который развивается для защиты от 

вирусов.  

IRS1 и TRS1 являются высоко гомологичными представителями семейства 

US22, которые ингибируют интерферон-индуцируемую протеинкиназу R (PKR), 

либо поддерживают вирусную репликацию. Независимо от PKR, TRS1 

ингибирует макроаутофагию, и TRS1, более чем IRS1, может влиять на 

экспрессию E гена, синтез ДНК и сборку капсида, что, в конечном счете, может 

быть связано с ингибированием PKR. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ ПО ОБЗОРУ ЛИТЕРАТУРЫ 

 

Анализ данных литературы показывает, что в настоящее время достаточно 

хорошо изучено строение ЦМВ, патогенез и виды ЦМВИ. Но до конца не 

изучены функции вирусных генов и белков. Активно изучаются ключевые 

факторы перехода литической инфекции в латентную, однако многое остается 

невыясненным. Важное значение имеют исследования, направленные на 

детальный анализ реактивации ЦМВ в клетках разного происхождения при 

внешних и внутренних воздействиях на клетки и организм, многие вопросы в 

этом направлении предстоит решить в дальнейших работах.  

Разработаны и предложены стратегии лечения рака путем воздействия на 

транскрипционные факторы, такие как p73 и E2F1. Апробируется и уже 

используются ингибиторы метаболизма полиаминов и mTOR в комплексной и 

монотерапии некоторых видов рака. Но, несмотря на имеющиеся положительные 

результаты лечения, данные противоречивы и при многих заболеваниях 

эффективность пока невысока. Так, использование препарата первой линейки 

выбора - ДОКС, при лечении лейкемии дает положительный эффект в 40% 

случаев. Одна из основных причин -  резистентность к химиотерапии, признается 

важнейшей проблемой в лечении опухолевых заболеваний. Несмотря на 

многочисленные исследования молекулярных и клеточных механизмов 

резистентности преодолеть лекарственную устойчивость к антибиотикам во 

многих случаях пока не удается. 

Мы обратили внимание на значительное количество опубликованных работ, 

в которых сообщается об обнаружении ДНК и белков ЦМВ в различных видах 

опухолей. Можно было предположить, что ЦМВ инфекция вносит вклад в 

формирование резистентности опухолевых клеток к противоопухолевым 

антибиотикам. На примере солидных опухолей нейронального происхождения 

(нейробластомы, глиомы) было показано, что заражение ЦМВ снижает 

эффективность химиотерапии, однако для гематологических опухолей данные 

отсутствовали или были скудными. Опубликованные данные о действии ДОКС на 
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ранние стадии ЦМВИ в клетках моноцитарной лейкемии ТНР-1 давали основания 

для выбора этой модели для изучения роли активной и латентной ЦМВИ в 

установлении резистентности клеток лейкемии к антибиотику. Для преодоления 

резистентности к противоопухолевым антибиотикам необходимо понять 

клеточные и молекулярные механизмы, влияющие на чувствительность клеток. В 

опубликованных работах содержатся сведения о молекулярных путях и 

метаболических циклах, участвующих в поддержании жизнеспособности клеток в 

условиях неблагоприятных воздействий. Однако сведения о вкладе биогенных 

полиаминов в метаболизм ЦМВ-инфицированных клеток ТНР-1 после обработки 

ДОКС, практически отсутствовали. Недостаточно изученными оставались также 

многие вопросы, связанные с влиянием ферментов молекулярного пути 

PI3K/Akt/mTOR на резистентность к ДОКС клеток лейкемии, инфицированных 

ЦМВ. В то же время получение таких сведений необходимо для определения 

мишеней, на которые можно воздействовать для восстановления 

чувствительности к химиотерапии раковых клеток гематологического 

происхождения. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1.ОСНОВНЫЕ РЕАКТИВЫ 

 

Список основных реактивов и препаратов, использованных в работе, а 

также фирмы-производители: 

Среда DМЕМ, ПанЭко (Москва); 

Среда RPMI 1640, ПанЭко (Москва); 

Эмбриональная телячья сыворотка, Hy Clone (США); 

Эмбриональная телячья сыворотка, Gibco, Thermo Fisher Scientific (США) 

Доксорубицин, Sigma (США); 

Антитела к каспазе 3 (ab52293), Abcam (Великобритания); 

Антитела к каспазе 8 (ab4052), Abcam (Великобритания); 

Антитела к каспазе 9 (ab32539), Abcam (Великобритания); 

Антитела к IE1-p72 (30924), Abcam, (Великобритания); 

Антитела к pp65 (31624), Abcam, (Великобритания); 

Антитела к gB (20783), Abcam, (Великобритания); 

Антитела к р73 (17230), Abcam, (Великобритания); 

Антитела к E2F1 (135251), Abcam, (Великобритания); 

Антитела к β-актину (8229), Abcam, (Великобритания); 

Антимышиные иммуноглобулины, меченные пероксидазой хрена (Р02602), Dako 

(Дания); 

Козьи антикроличьи поликлональные антитела, коньюгированные с 

флюорохромом FITC (ab98502), Abcam (Великобритания); 

Козьи антимышиные поликлональные антитела, коньюгированные с 

флюорохромом Cy-3 (ab97036), Abcam (Великобритания); 

Краситель DAPI, Sigma (США); 

Набор DeadEnd
TM

 Colorimetric TUNEL System, Promega (США); 

Мовиол, Calbiochem (США); 

Диаминобензидин (DAВ), Biosciences (США). 
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2.2. КЛЕТКИ 

 

Клетки линии ТНР-1 и ФЛЭЧ (фибробласты легкого эмбриона человека) 

были полученны из коллекции клеточных культур ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. 

Гамалеи» МЗ РФ. Клетки ТНР-1 выращивали на среде RPMI 1640, содержащей 

10% эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС), 2 мМL-глутамина, 50 мкг/мл 

гентамицина (ПанЭко, Москва) в CO2-инкубаторе (Sanyo CO2-incubator MCO-

15AC, Япония) при 37°С в атмосфере 5% СО2. Клетки ФЛЭЧ выращивали в среде 

DMEM c 10% ЭТС в тех же условиях, что и клетки ТНР-1. Пассирование 

фибробластов осуществляли дважды в неделю, а THP-1 каждые 2-3 дня. 

Клеточные культуры не содержали контаминирующие внеклеточные и 

внутриклеточные микроорганизмы. 

 

2.3. ОБРАБОТКА ДОКС КЛЕТОК ТНР-1, ИНФИЦИРОВАННЫХ ЦМВ 

 

Для оценки влияния ДОКС на культуру ЦМВ-инфицированных клеток 

ТНР-1 клетки заражали вирусом с инфекционной множественностью 3-5 БОЕ/кл. 

ЦМВ-инфицированные клетки высаживали в культуральные флаконы в 

концентрации 500 х10
3
 клеток в 1 мл. Через 4 часа после инфицирования в клетки 

вносили 5 мкг/мл ДОКС и инкубировали 24 часа. После 24-часовой инкубации с 

ДОКС (через 28 часов после заражения ЦМВ, далее 1 сутки ЦМВИ) действие 

ДОКС изучали с помощью методов, описанных ниже. Каждый эксперимент 

проводили не менее трех раз. 

 

2.4. ВИРУС 

 

Цитомегаловирус человека (ЦМВ) штамм AD 169 получен из 

Государственной коллекции вирусов ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» 

Минздрава России. Вирус поддерживали путем пассирования на культуре клеток 

ФЛЭЧ. Фибробласты заражали с инфекционной множественностью 5 БОЕ/клетку. 
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Адсорбцию вируса проводили в течение 1 часа при 37ºС. Затем вносили 

поддерживающую среду DМЕМ с 2% сыворотки. Инфицированные клетки 

инкубировали при 37°С до выявления признаков цитопатогенного действия 

(ЦПД). Сбор вируссодержащей жидкости (ВСЖ) производили при выявлении 

90% ЦПД в монослое (обычно через 1-2 недели). Для освобождения от 

фрагментов клеточного детрита ВСЖ центрифугировали при 17000 g в течение 15 

мин. на центрифуге 21-В, ротор JA-14 (Beckman). В полученной ВСЖ определяли 

инфекционную активность вируса. 

 

2.5. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИНФЕКЦИОННОЙ АКТИВНОСТИ ВИРУСА 

 

Определение инфекционной активности вируса проводили в 48-луночных 

планшетах (Costar, США) методом «черных» бляшек. Для этого готовили пробы 

ВСЖ с возрастающими десятикратными разведениями. Приготовленные пробы в 

объеме 100 мкл наносили на монослой клеток ФЛЭЧ в 48-луночных панелях. 

Инкубировали в течение 1 часа, промывали и вносили среду поддержки, 

содержащую 2% ЭТС. После инкубации в течение 5 суток при 37°С, клетки 

промывали 0,1 М фосфатно-солевым буфером, рН 7,4, (ФСБ) и фиксировали в 

охлажденном метаноле (-20ºС) в течение 20 мин. Очаги инфицированных клеток 

(бляшек) выявляли иммуноцитохимическим методом с использованием смеси 

мышиных моноклональных антител (МКА) к сверхраннему вирусному белку IE1-

р72 в разведении 1:1000 и раннему белку pp65 в разведении 1:500 и 

антимышиных антител, коньюгированных с пероксидазой хрена (1:500). 

Окрашенные бляшки идентифицировали и подсчитывали с помощью светового 

микроскопа AxioCamMRc 5, Zeizz, (Германия). Титр вируса выражали в 

количестве бляшкообразующих единиц, содержащихся в 1 мл неразведенной 

ВСЖ. Титр вируса составлял не менее 1-5 х 10
5
 БОЕ/кл. 
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2.6. ИНФИЦИРОВАНИЕ ЦМВ КЛЕТОК ТНР-1 

 

Клетки ТНР-1 осаждали центрифугированием 10 мин при 400 g. На осадок 

клеток наносили ВСЖ из расчета заражения 5 БОЕ/кл. и ресуспензировали. 

Инкубировали в течение 1 часа при 37°С. Затем клетки центрифугировали при 

400 g, 10 мин. отбирали супернатант с интактным вирусом и ресуспензировали в 

поддерживающей среде (RPMI 1640 с 2 % ЭТС). Контрольные 

(неинфицированные клетки) обрабатывали также с использованием 

культуральной жидкости от неинфицированных клеток ФЛЭЧ. Инфицированные 

и контрольные клетки рассаживали в культуральную посуду в концентрации 500 

тыс./мл. 

 

2.7. ИММУНОФЛЮОРЕСЦЕНТНЫЙ АНАЛИЗ БЕЛКОВ ЦМВ 

 

В инфицированных клетках ТНР-1 выявляли сверхранний IEp72, ранний 

рр65 и поздний структурный gВ белки ЦМВ методом иммунофлюоресцентного 

окрашивания. Для этого клетки ТНР-1 инфицировали ЦМВ с ИМ 5 БОЕ/кл. Через 

4 часа, 1 сут., 2 сут., 3 сут., 7 сут. и 14 сут. после заражения клетки отбирали, 

дважды промывали ФСБ (0,1 М, р 7,4), наносили на предметные стекла и 

фиксировали охлажденным ацетоном, -20ºС, 10 мин.  

На препараты фиксированных клеток наносили МКА, специфичные к 

вирусным белкам IE1-p72 (1:1000), раннему белку pp65 (1:500) и позднему белку 

gB (1:500) и инкубировали, в течение 1 часа при 37°С. В качестве вторых антител 

применяли козьи антимышиные поликлональные антитела, коньюгированные с 

флюорохромом Cy-3 (1:500). Ядра клеток окрашивали ДНК-тропным красителем 

DAPI в концентрации 1 мкг/мл. Препараты анализировали с помощью 

флуоресцентного/светового микроскопа Olympus BX-51 (Япония). Проводили 

подсчет окрашенных и неокрашенных клеток, долю клеток, содержащих 

вирусный белок, выражали в процентах от общего количества клеток. 
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2.8. ВЫЯВЛЕНИЕ БЕЛКОВ МЕТОДОМ ИММУНОБЛОТА 

 

Опытные и контрольные клетки ТНР-1 отбирали и промывали ФСБ (0,1 М, 

р 7,4), центрифугируя при 17000 g, 10 мин. Осадок клеток лизировали 

коммерческим буфером (RIPALysisBufferKit, Santa Crus Biotechnology) на 

хладагенте. В клеточных лизатах измеряли концентрацию белка по методу 

Бредфорда с использованием коммерческого красителя бриллиантовый голубой P 

(Sigma, США). Для проведения электрофорезного разделения белков в лизаты 

клеток вносили буфер для образцов, в соотношении (1:2) содержащий 2-

меркаптоэтанол, SDS.  

Электрофорез (ЭФ) белков проводи в 12% полиакриламидном геле с 

применением буферной системы для SDS-электрофореза по Лэммли. Для этого 

использовали ячейку для электрофореза Mini-PROTEAN 3 cat. № 165-330 (Bio-

Rad, США). ЭФ проводили согласно методике, описанной в инструкции фирмы 

производителя. Для контроля молекулярного веса использовали маркеры 

молекулярного веса фирмы Abcam cat. № 116027 

После проведения ЭФ белки переносили на нитроцеллюлозную мембрану 

(0.45 мкм, Schleicher&Schuell, Германия). Перенос белков проводили в мини 

ячейке MiniTrans-Blot (Bio-Rad, cat. № 170-3930) в соответствии с инструкцией по 

эксплуатации от фирмы производителя. Эффективность переноса белков 

контролировали окрашиванием мембраны 2% раствором Ponceau S (Amresco, 

США) в течение 30 мин. 

Далее мембрану инкубировали 12 часов при 4°С в блок-растворе, 

содержащем 5% сухого молока, 0.1% Tween-20 в ФСБ (ФСБТ). После блокировки 

мембрану помещали в блок-раствор с МКА к белкам ЦМВ (IE1-p72, pp65 и gB в 

разведении 1:1000, 1:500 и 1:500, соответственно) или к клеточным белкам (р73, 

E2F1 и β-актин в разведении 1:250, 1:500 и 1:500, соответственно) и инкубировали 

в течение 1,5 часов при комнатной температуре. Не связавшиеся МКА отмывали 

ФСБТ 5 раз по 5 мин. Затем на мембрану наносили поликлональные кроличьи 

анти-мышиные иммуноглобулины, меченные пероксидазой хрена в рабочем 



68 
 

разведении 1:1000. Инкубировали 1 час при комнатной температуре и отмывали 5 

раз по 5 мин в ФСБТ. Для выявления комплекса антиген-атитело использовали 

субстрат Clarity
TM

WesternECL (cat. №1705060 Bio-Rad), который люминесцирует 

после взаимодействия с ферментом пероксидазой хрена. Для детекции сигнала 

хемилюминесценции на мембране экспонировали зеленочувствительную 

рентгеновскую фотопленку (cat. №126041, Carestream, США). Пленку проявляли с 

использованием проявителя и фиксажа фирмы ВИПС-МЕД (Россия) согласно 

методике фирмы-производителя. 

 

2.9. АНАЛИЗ МРНК ВИРУСНЫХ И КЛЕТОЧНЫХ ГЕНОВ МЕТОДОМ 

ОТ-ПЦР 

 

Тотальную РНК выделяли из клеток с использованием реагента Тризол 

(Invitrogen), и для определения концентрации и чистоты РНК использовали УФ-

спектрофотометр (NanoDrop ND-1000, ThermoFisherScientific, MA, США). Одна 

микрограмм суммарной РНК была обратно транскрибирована кДНК с 

использованием обратной транскриптазы MultiScribe (AppliedBiosystems, 

FosterCity, CA, USA) в соответствии с инструкциями производителя. Продукт 

реакции сохраняли при -20 °С. Подбор условий и написание праймеров 

проводили при использовании карты генома ЦМВ штамма AD169, программы 

VectorNTI8, сервиса The mfold Web Server (University at Albany), Primer-BLAST 

(NSBI) (таблица 3).  

Таблица 3. Праймеры и условия амплификации для ПЦР. 

Гены Праймеры 

Условия 

амплификации для 

ПЦР*
 

Тем-ра 

отжига, 

°C 

Время 

отжига, 

сек 

UL138 
F:CGTACTCCCCGTACAGCTCGCAAC 

R:CTGGCTTACCACTGGCACGACACC 
69 20 
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UL82 
F:GTCCGTCTCCGTTTTGTGGATGT 

R:GCAGTTTGGAGGCAGGGCAGAT 
64 20 

UL122 
F:TCATGTTGCGGTAATCGGAGGAACG 

R:CACAGCCGATGCTTGTAACGAAGG 
68 20 

UL54 
F:GCGTACCGTTGAAAGAAAAGCATAAAGC 

R:GCACTTCGGAGGGTGTGATCTTTGG 
64 20 

UL83 
F:TGCCCTGGATGCGATACTG 

R:AGGACCTGACGATGACCCG 
56 25 

GUS 
F:CGTGGTTGGAGAGCTCATTTGGAA 

R:ATTCCCCAGCACTCTCGTCGGT 
64 20 

*Температура денатурации - 97°C (20 сек.), температура элонгации - 72°C 

(20 сек.), количество циклов - 50 для всех используемых праймеров. 

Синтез олигонуклеотидов (праймеров) заказан у компании Евроген. 

Реакции RT-qPCR проводились с ПЦР-миксом от компании Синтол (2,5х 

реакционная смесь для проведения ПЦР-РВ в присутствии EVA Green). Для 

проведения qPCR применяли LightCycler® 480 System (Roche). 

 

2.10. ДНК-ДНК ГИБРИДИЗАЦИЯ IN SITU 

 

Клетки ТНР-1 инфицировали ЦМВ с ИМ 5 БОЕ/кл. как указано выше. Через 

24 часа, 5 суток и 7 суток после инфицирования клетки дважды промывали в 

ФСБ, наносили на предметные стекла с использованием цитоцентрифуги 

(Centrifuge 5804R, Eppendorf, Германия), фиксировали охлажденным метанолом в 

течение 30 мин., высушивали. Перед проведением гибридизации препараты 

клеток промывали ФСБ, обрабатывали 3%-м раствором перекиси водорода в 

течение 15 мин, протеиназой К (Dako) (1,5 мин.), глицином на ФСБ (2 мг/мл, 5 

мин.), проводили дегидратацию спиртовыми растворами, высушивали 5-10 мин 

при 37ºС.  

Затем наносили гибридизационный буфер с биотинилированной ДНК ЦМВ 

(1 мкг/мл, EnzoLifeSciences, USA). Препараты накрывали покровными стеклами и 

нагревали 5 мин при 95°C. После этого инкубировали при 37°C в течение 60 мин. 

Покровные стекла удаляли и препараты помещали в промывочный буфер на 2-5 
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мин. при комнатной температуре. Затем на клетки наносили 

постгибридизационный реагент и инкубировали 10 мин. при температуре 37ºС.  

Для детекции гибризационной метки использовали UltraSensitiveEnhanced 

Hrp-DAB in situ detection system (Enzo) согласно инструкции производителя. 

Препараты анализировали с помощью светового микроскопа Olympus (ок.10х, 

об.100х), (Япония). 

 

2.11. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИНФЕКЦИОННО АКТИВНОГО ВИРУСА В 

КЛЕТКАХ ТНР-1, ЗАРАЖЕННЫХ ЦМВ 

 

В различные сроки после заражения отбирали культуральную жидкость от 

ТНР-1 и вносили в чувствительные клетки ФЛЭЧ. Пробы культуральной 

жидкости отбирали, начиная с 3-х суток после инфицирования до 14 суток. 

Инфекционную активность вируса определяли методом «черных» бляшек, как 

указано разделе «Определение инфекционной активности вируса». 

 

2.12. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЦИТОТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ ДОКС НА 

НЕИНФИЦИРОВАННЫЕ ТНР-1 КЛЕТКИ 

 

Цитотоксичность определяли по влиянию на жизнеспособность клеток, 

которую оценивали методом исключения витального красителя трипанового 

синего (dyeexclusiontest). Для этого клетки ТНР-1 высаживали в 24 луночные 

панели в концентрации 500 х10
3
/мл. Затем в клетки вносили ДОКС в 

концентрациях 0,5 мкг/мл, 2,5 мкг/мл, 5,0 мкг/мл и 10 мкг/мл и инкубировали в 

течение 24 часов. После инкубации в опытных и контрольных культурах 

проводили подсчет жизнеспособных клеток после окрашивания 0,4% раствором 

трипанового синего ("ПанЭко", Россия) в течение 5 мин. Количество 

нежизнеспособных (окрашенных) и жизнеспособных (неокрашенных) клеток 

проводили в камере Горяева. 
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Методом линейной регрессии с использованием пакета документов 

MicrosoftExcel была рассчитана концентрация ДОКС, при которой погибает 50% 

клеток (ЦД50). 

 

2.13. МТТ-ТЕСТ 

 

Цитотоксичность ДОКС, MDL72.527, DFMO, рапамицина и Торина2 также 

была определена с помощью МТТ-теста. После инкубации с соединениями в 

каждую лунку было добавлено 20 мкл MTT (бромида 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-

2,5-дифенилтетразолия) (5 мг/мл) (Sigma-Aldrich) и планшеты дополнительно 

инкубировали в течение 2 часов. Далее из планшетов удаляли среду и в каждую 

лунку добавляли по 100 мкл закисленного изопропанола (0,04 Н•HCl) для 

растворения образовавшихся кристаллов формазана. С помощью планшетного 

анализатора Antos 2010 (Austria) определяли оптическую плотность при 530 нм за 

вычетом измеренного фонового поглощения при 620 нм. Значение концентрации, 

вызывающее 50 % гибель клеток (ЦД50), было определено на основе 

дозозависимых кривых с помощью программного обеспечения OriginPro 9.0.  

Сравнительный анализ данных, полученных в MTT-тесте и методом 

исключения витального красителя трипанового синего, показал, что различия 

между значениями не были статистически значимы (р> 0,05). 

 

2.14. ДЕТЕКЦИЯ ЦИТОТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ ДОКС НА ТНР-

1 КЛЕТКИ, ИНФИЦИРОВАННЫЕ ЦМВ 

 

Клетки ТНР-1 заражали ЦМВ с ИМ 5 БОЕ/кл. как указано выше в разделе 

«Инфицирование ЦМВ клеток ТНР-1». Инфицированные и контрольные 

(неинфицированные) клетки рассаживали в культуральную посуду в 

концентрации 500 х10
3
 кл/мл. Через 4 часа, 24 часа и 7 с.п.и. в инфицированные и 

неинфицированные клетки вносили 5 мкг/мл ДОКС и инкубировали в течение 24 

часов. После инкубации в опытных и контрольных культурах клетки окрашивали 
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0,4% раствором трипанового синего ("ПанЭко") в течение 5 мин. Количество 

нежизнеспособных (окрашенных) и жизнеспособных (неокрашенных) клеток 

проводили в камере Горяева. Методом линейной регрессии с использованием 

пакета документов MicrosoftExcel была рассчитана концентрация ДОКС, при 

которой погибает 50% клеток (ЦД50). ЦД50 было получено и МТТ-тестом, по 

методике, описанной выше в разделе «МТТ-тест». Данные, полученные обоими 

методами, не отличаются статистически значимо (p˃0,05) 

 

2.15. ВЫЯВЛЕНИЕ ФРАГМЕНТИРОВАННОЙ КЛЕТОЧНОЙ ДНК IN 

SITU 

 

Контрольные и опытные клетки промывали центрифугированием в ФСБ. 

Далее 100 мкл клеточной суспензии с концентрацией 300-500 х10
3
/мл наносили на 

предметные стекла и фиксировали 3%-м раствором параформальдегида (cat. A-

3813, AppliChem, Германия) на ФСБ в течение 20 мин. при комнатной 

температуре. Затем фиксированные клетки обрабатывали 20 мин 0,1% Тритон Х-

100 в ФСБ для пермеабилизации клеточных мембран. Для обнаружения 

нуклеосомных разрывов ДНК использовали коммерческий набор 

DeadEnd
TM

FluorometricTUNELSystem (cat. № G3250, Promega, США). Реакцию 

проводили согласно инструкции фирмы-производителя. Препараты 

анализировали во флюоресцентном микроскопе х10 ок., х100 об. (Ziess, 

Германия). Долю положительно окрашенных клеток, содержащих разрывы ДНК, 

выражали в процентах от общего количества клеток. 

 

2.16. ВЫЯВЛЕНИЕ МАРКЕРОВ АПОПТОЗА МЕТОДОМ 

ИММУНОФЛЮОРЕСЦЕНЦИИ 

 

В качестве маркеров апоптоза были использованы активированные каспазы 

3, 8 и 9. Выявление проводили в реакции непрямой иммунофлюоресценции in situ 

с использованием специфических антител, направленных к белкам-маркерам. Для 
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проведения реакции клетки фиксировали охлажденным метанолом, как указано 

выше. После промывки ФСБ фиксированных препаратов, на клетки наносили 

раствор специфических антител в ФСБ, содержащем 2 % бычьего сывороточного 

альбумина. Инкубировали в течение 1 часа при 37° С. Для выявления каспаз 

использовали антитела к каспазе 3, 8 и 9 в разведении 1:50, 1:50 и 1:100, 

соответственно. После инкубации с первичными антителами препараты клеток 

промывали и затем инкубировали со вторичными антителами в течение 30 мин 

при 37° С. В качестве выявляющих антител использовали козьи антикроличьи 

поликлональные антитела, коньюгированные с флюорохромом Cy-3 в разведении 

1:1000. Ядра клеток окрашивали ДНК-тропным красителем DAPI в концентрации 

1 мкг/мл. Препараты с клетками заключали в мовиол и изучали во 

флюоресцентном микроскопе х10 ок., х100 об. (Zeizz, Германия). Долю 

положительно окрашенных клеток, содержащих активированные каспазы, 

выражали в процентах от общего количества клеток. 

 

2.17. СТАТИСТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ 

 

Статистический анализ проводили с использованием программного 

обеспечения STATISTICA 6.0 (StatSoftInc., США). Все данные представлены в 

виде среднего ± SD, n ≥ 3. Различия между группами сравнивались с помощью 

двустороннего критерия Стьюдента. Значение р<0,05 считалось статистически 

значимым. 
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ГЛАВА 3. ХАРАКТЕРИСТИКА ЦМВ ИНФЕКЦИИ В КЛЕТКАХ ТНР-1 

 

3.1. ВЛИЯНИЕ ЦМВ-ИНФЕКЦИИ (ЦМВИ) НА МОРФОЛОГИЮ КЛЕТОК ТНР-

1 

 

THP-1 представляют собой суспензионную клеточную линию (рисунок 

13А), полученную от годовалого мальчика, больного острой моноцитарной 

лейкемией [70]. 

 

 

Рисунок 13. (А) Клетки THP-1; (Б) Клетки THP-1 в 1 с.п.и. ЦМВ; (В) Клетки THP-1 в 

фазовом контрасте. Увеличение 400х. 

Морфологический анализ суспензионных клеток THP-1, инфицированных 

ЦМВ с инфекционной множественностью 5 БОЕ/кл, проводили в течение 14 

суток. Морфологически неинфицированные и инфицированные клетки THP-1 не 

отличались в первые сутки после заражения (с.п.и.), однако количество клеток 

снижалось (рисунок 13Б). На вторые сутки инфицированные клетки не 

образовывали гроздья, характерные для неинфицированной суспензионной 

культуры клеток ТНР-1 (рисунок 13В). На пятые сутки после инфицирования в 

клетках появлялись цитоплазматические вакуоли. На 9 сутки ЦМВИ 

инфицированные клетки визуально уменьшались в диаметре. Изучение размеров 

клеток с помощью прибора «ChemometecNucleoCounter NC-200 (Дания) показало, 

что на 10-14 сутки среднее значение диаметра зараженных клеток составило 

11±0,20 мкм, незараженных THP-1 – 13±0,25 мкм (p˂0,0001). 
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3.2. ОЦЕНКА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ КЛЕТОК ТНР-1, 

ИНФИЦИРОВАННЫХ ЦМВ 

 

Влияние вируса на жизнеспособность клеток оценивали методом 

исключения витального красителя трипанового синего. В инфицированной 

популяции THP-1 концентрация клеток снижалась на 32±1,9% (p<0,05) и 

составляла 340±20 х10
3
/мл в первые сутки после заражения, в то время как в 

контрольной неинфицированной культуре отмечали увеличение концентрации 

клеток в 1,3 раза (p<0,05) по сравнению с исходной концентрацией (500 х10
3
/мл ± 

43 х10
3
/мл). За 2-3 дня количество клеток в контрольной популяции достигало 

1200 х10
3
/мл ± 300 х10

3
 /мл. Инфицированная культура росла медленно, и к 14 сут 

культивирования концентрация клеток составляла 574 ± 38 х10
3
/мл (p>0,05). 

 

3.3. ИЗМЕНЕНИЕ ДОЛИ КЛЕТОК ТНР-1, СОДЕРЖАЩИХ БЕЛКИ ЦМВ, 

В ДИНАМИКЕ ЦМВ-ИНФЕКЦИИ 

 

Для характеристики течения ЦМВИ в клетках лейкемии человека THP-1 

определяли вирусспецифические белки, характеризующие сверхраннюю (IE), 

раннюю (E) и позднюю (L) стадии жизненного цикла вируса. На рисунке 14 в 

качестве примера продемонстрирована иммунофлюоресцентная окраска in situ 

ЦМВ-инфицированных клеток ТНР-1 с использованием МКА, направленных к 

сверхраннему IE1-p72, раннему pp65 и позднему gB белкам ЦМВ. 

Подсчет положительно окрашенных (красная флюоресценция) клеток 

показал, что количество клеток, экспрессирующих сверхранние и ранние 

вирусные белки через 4 часа после инфицирования составляло около 4% и не 

изменялось в течение первых суток (р>0,05). На протяжении вторых и третьих 

суток наблюдалось снижение количества клеток, содержащих IE1-p72 и pp65 

(р<0,05), и на 7 сутки клетки, содержащие эти белки, не были обнаружены. 
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Рисунок 14. Выявление белков ЦМВ методом иммунофлюоресценции на 2 сут после 

инфицирования. 1 ряд – Окраска МКА к вирусным белкам, 2 ряд - та же культура, окраска 

ядерным красителем DAPI, 3 ряд – совмещение окраски МКА и DAPI. 

 

Клетки, окрашенные МКА к позднему белку gB, определялись, начиная со 2 

суток после инфицирования, их количество увеличилось к 3 сут (р<0,05), но к 14 

суткам после инфицирования клетки, содержащие gB, обнаружены не были 

(таблица 4).  

 

Таблица 4.  Иммуноцитохимическое выявление вирусных белков в клетках 

ТНР-1, инфицированных ЦМВ. 

Примечание: * Количество клеток, содержащих вирусные белки, % 

Вирусные 

белки 

Время после заражения 

4 часа 1 сут. 2 сут. 3 сут. 7 сут. 14 сут. 

IE1-p72 4.5±0.4* 4.2±0.7 2.3±0.5 1.4±0.3 0 0 

pp65 3.6±0.5 3.0±0.2 1.7±0.2 1.0±0.2 0 0 

gB 0 0 1.5±0.3 3.4±0.2 0.1±0.03 0 
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3.4. ВЫЯВЛЕНИЕ БЕЛКОВ ЦМВ МЕТОДОМ ИММУНОБЛОТА 

 

Для количественного определения белков ЦМВ в популяции зараженных 

клеток ТНР-1 пробы от инфицированных клеток отбирали через 4 часа, 1, 2, 3, 7 и 

14 с.п.и. вирусом с инфекционной множественностью 5 БОЕ/кл. Содержание 

вирусных белков в клетках ТНР-1 определяли в клеточных лизатах методом 

иммуноблота. Результаты представлены на рисунке 15. 

 

 

Рисунок 15. Сравнительный анализ содержания вирусных белков в ЦМВ-

инфицированных клетках ТНР-1 в различные сроки после заражения. Дорожки: 1 - 4 часа после 

заражения, 2 - 1 сутки после заражения, 3 - 2 сутки после заражения, 4 - 3 сутки после 

заражения, 5 - 7 сутки после заражения, 6 – 14 сутки после заражения. Слева - молекулярные 

массы; справа - белки ЦМВ и актин. 

Полученные данные показали, что уже через сутки после заражения в 

клетках ТНР-1 присутствовали сверхранние, ранние и поздние вирусные белки 

(рисунок 13, дорожка 2). Начиная с третьих суток, содержание белков ЦМВ 

постепенно уменьшалось, на 7 с.п.и. белки IE1-p72 и pp65 выявлялись слабо 

(рисунок 13, дорожка 5), на 14 с.п.и. вирусные белки не обнаруживались (рисунок 

13, дорожка 6). Динамика выявления белков IE1-p72 и pp65 методом иммуноблота 

и иммуноцитохимического окрашивания в принципе совпадает, данные по 

позднему гликопротеину gB - различаются. Методом иммуноблота белок gB был 

выявлен на первые сутки инфекции (рисунок 13, дорожка 2), тогда как в реакции 
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иммуноцитохимического окрашивания в этот период не было выявлено клеток, 

содержащих вирусный белок (таблица 4). Окрашенные клетки были выявлены 

только на 2 с.п.и. Кроме того, методом иммуноблота максимальное содержание 

этого белка наблюдалось на 1 с.п.и., а максимальное количество gB-

положительно окрашенных клеток - на 3 с.п.и. Отличия в детекции вирусных 

белков, по-видимому, связаны с различным материалом (лизаты или 

неразрушенные клетки), а также с различной чувствительностью методов 

детекции. 

Таким образом, можно констатировать, что после проникновения ЦМВ в 

клетки ТНР–1 начинается каскадный синтез вирусных белков как регуляторных 

(IE1-p72), так и структурных (рр65 и gB). Однако через 7 с.п.и. сверхранний и 

ранний вирусные белки в клетках ТНР-1 обнаруживаются в небольших 

количествах и только при выявлении методом вестернблота, а через 14 с.п.и.  все 

изученные белки ЦМВ не выявлялись при использовании обоих методов. 

 

3.5. СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ДНК ЦМВ В ПОПУЛЯЦИИ ТНР-1 И 

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ДОЛИ КЛЕТОК, СОДЕРЖАЩИХ ВИРУСНУЮ ДНК 

 

Отсутствие вирусных белков на поздних стадиях ЦМВ-инфекции в клетках 

THP-1 может свидетельствовать о том, что ЦМВ либо элиминирует, либо 

сохраняется в клетках, но переходит в транскрипционно неактивное состояние. В 

связи с этим были проведены опыты, направленные на обнаружение вирусной 

ДНК в культуре ТНР-1 на протяжении 14 суток после заражения. ДНК ЦМВ 

выявляли двумя методами - методом ПЦР в лизатах клеток и методом ДНК-ДНК 

гибридизации в клетках in situ. Методом гибридизации ДНК ЦМВ in situ было 

установлено, что через 24 часа после инфицирования 84±5% клеток содержали 

метку, свидетельствующую о присутствии ДНК ЦМВ (рисунок 16). 
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Рисунок 16. Обнаружение ДНК ЦМВ в клетках ТНР-1 через 24 часа после заражения 

методом ДНК-ДНК гибридизации in situ. Коричневая окраска – метка ДНК ЦМВ, синяя окраска 

– докраска гематоксилином. Увеличение 600х. 

 

Данные по более поздним стадиям инфекции (5 и 7 с.п.и.) не представлены, 

так как клетки после процедур гибридизации откреплялись, и на препаратах их 

количество резко снижалось, что затрудняло количественный анализ меченых 

клеток в популяции in situ и статистическую обработку данных.  

Результаты, полученные методом ПЦР в реальном времени, представлены 

на рисунке 17.  

 

 

Рисунок 17. Количественная оценка уровней вирусной ДНК в динамике ЦМВИ в 

клетках ТНР-1 по данным ПЦР в реальном времени. По оси абсцисс – время после заражения, 

сут. По оси ординат – средние значения концентрации ДНК ЦМВ, количество копий/мл ± 

стандартная ошибка среднего трех независимых измерений, логарифмическая шкала. 
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Было показано, что концентрация ДНК ЦМВ на протяжении всего 

изученного срока оставалась на уровне 10
6
 копий/мл. При пересчете на 

количество клеток оказалось, что к 14 с.п.и. относительное содержание вирусной 

ДНК на клетку практически не изменялось в динамике инфекции, составляя через 

24 часа после заражения в среднем 15±6,4 копий ДНК ЦМВ на клетку и через 14 

с.п.и. – 18±5,6 копий/кл (p>0,05), когда вирусные белки уже не выявлялись.  

Полученные результаты свидетельствуют о том, что после инфицирования 

ЦМВ вирусная ДНК длительно присутствует в клетках ТНР-1 (по крайней мере, в 

течение 14 с.п.и.), тогда как содержание вирусных белков постепенно снижается и 

к 14 с.п.и. не обнаруживается. 

 

3.6. ИЗУЧЕНИЕ ТРАНСКРИПЦИОННОЙ АКТИВНОСТИ ВИРУСНЫХ 

ГЕНОВ В ДИНАМИКЕ ЦМВИ 

 

Экспрессия вирусных генов во время репликативного цикла ЦМВ – это 

упорядоченный каскад, начинающийся с активации сверхранних генов с 

последующей активацией ранних и поздних генов. Эта закономерность в порядке 

экспрессии генов была определена для продуктивной инфекции в чувствительных 

клетках – фибробластах человека; однако было не ясно, как вирусный 

транскриптом регулируется в других типах клеток, в том числе в опухолевых 

клетках THP-1.  

Для ответа на этот вопрос клетки заражали ЦМВ с ИМ 5 БОЕ/кл и пробы 

отбирали на 1, 7 и 14 с.п.и. Оценку экспрессии вирусного генома проводили по 

пяти генам, три из которых активны при литической ЦМВИ: UL122 – 

сверхранний ген, кодирующий белок IE2-p86; UL54 – ранний ген, кодирующий 

вирусную ДНК-полимеразу; UL83 – ранний ген, кодирующий мажорный белок 

тегумента рр65. Определяли также мРНК двух генов, активность которых описана 

при латентной ЦМВИ: UL138 и UL82. В качестве референсного гена был 

использован GUS, кодирующий бета-глюкуронидазу человека. Количественное 

определение мРНК проводили с помощью ПЦР в реальном времени с обратной 
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транскрипцией (ОТ-ПЦР). Было показано, что к 7 с.п.и. по сравнению 1 с.п.и. 

уровни мРНК UL138 и UL82 статистически значимо увеличиваются (в 6 раз и 8 

раз соответственно) и поддерживаются на высоком уровне до 14 с.п.и. (рисунок 

18). 

 

Рисунок 18. Относительное содержание мРНК латентных генов UL138 и UL82, 

кодируемых ЦМВ, в клетках THP-1 в течение 14 с.п.и. По горизонтали – время после 

заражения, по вертикали – относительное содержание мРНК ЦМВ, кратные изменения по 

сравнению с уровнями мРНК через 1 с.п.и., которые приняты за 1. 

 

Изучение уровней транскрипции регуляторного сверхраннего гена UL122 и 

ранних генов UL54 и UL83 в клетках THP-1 через 1, 7 и 14 с.п.и. ЦМВ показало 

(рисунок 19), что количества детектируемых мРНК генов UL54 и UL122 к 7 с.п.и. 

увеличивается приблизительнов 3-5 раз, соответственно, по сравнению с первыми 

сутками после заражения. Экспрессия гена UL83 также несколько увеличивалась 

к 7 с.п.и., но увеличение не достигало статистической значимости. 

К 14 с.п.и. количество мРНК всех изученных вирусных генов резко 

снижалось: мРНК UL122 - в 12 раз, становясь ниже уровня транскрипции на 

первых сутках ЦМВИ (p<0,05); UL54 - более чем в 2 раза; UL83- более чем в 8 раз 

по сравнению с 7 с.п.и. (рисунок 19). 
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Рисунок 19. Относительное содержание мРНК сверхраннего гена UL122 и ранних генов 

UL54 и UL83 в клетках THP-1 через 1, 7 и 14 с.п.и. инфицирования ЦМВ. По горизонтали – 

время после заражения, сутки; по вертикали - кратные изменения по сравнению с уровнями 

мРНК через 1 с.п.и., которые приняты за 1. 

Количественный анализ мРНК 5 изученных генов ЦМВ показал, что 

изменения уровней транскрипции генов UL138 и UL82, с одной стороны, и генов 

UL122, UL54 и UL83 – с другой, имели противоположную направленность: в 

динамике ЦМВИ в клетках ТНР-1 экспрессия «латентных» генов возрастала, 

тогда как «литических» генов – снижалась. Сопоставление относительно 

высокого уровня мРНК «литических» генов через 7 с.п.и. с низким содержанием 

вирусных белков, кодируемых этими генами (таблица 4; рисунок 15), указывает 

на абортивный характер ЦМВИ в клетках ТНР-1. Для проверки этого 

предположения была изучена инфекционная активность вируса, продуцируемого 

в клетках ТНР-1.  

 

3.7. ОТСУТСТВИЕ ИНФЕКЦИОННО АКТИВНОГО ВИРУСА В 

КЛЕТКАХ ТНР-1, ЗАРАЖЕННЫХ ЦМВ 

 

Для характеристики формы ЦМВ инфекции в клетках ТНР-1 в настоящей 

работе были проведены опыты по обнаружению вновь синтезированного 
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инфекционно активного вируса. Для этого использовали высокочувствительные к 

ЦМВ клетки ФЛЭЧ – фибробласты легкого эмбриона человека. В лунки с 

клетками ФЛЭЧ вносили культуральную жидкость от ЦМВ-инфицированных 

ТНР-1, отобранную на разных сроках после заражения (5, 7 и 14 с.п.и.). Белки 

ЦМВ в клетках ФЛЭЧ детектировали через 7 суток после внесения 

культуральных жидкостей с помощью смеси МКА к белкам IE1-p72 и pp65 ЦМВ. 

Опыты показали, что клетки ФЛЭЧ, содержащие белки ЦМВ, ни в одном случае 

не были обнаружены. Это означает, что культуральные жидкости от клеток ТНР-1 

ни на одном из исследуемых сроков не содержали вируса, способного заразить 

клетки ФЛЭЧ. В качестве положительного контроля использовали культуральную 

жидкость от клеток ФЛЭЧ, отобранную через 7 с.п.и. этих клеток ЦМВ с ИМ 

0,001 БОЕ/кл. Изучение клеток ФЛЭЧ показало присутствие инфицированных 

клеток, содержащих вирусные белки, причем к 7 суткам количество 

инфицированных клеток составляло около 100%. Полученные результаты 

свидетельствуют о том, что в клетках ТНР-1 не происходило образования 

инфекционно активного вируса. Эти данные подтверждают вывод о том, что 

инфекция ЦМВ в клетках моноцитарной лейкемии носит абортивный характер и к 

14 суткам переходит в латентное состояние. 
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ГЛАВА 4. ВЛИЯНИЕ ДОКС НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ КЛЕТОК ТНР-1, 

ИНФИЦИРОВАННЫХ ЦМВ, В ПРИСУТСТВИИ ИНГИБИТОРОВ ЦИКЛА 

ПОЛИАМИНОВ И МОЛЕКУЛЯРНОГО ПУТИ MTOR 

 

4.1. ЦИТОТОКСИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ ДОКС НА КЛЕТКИ ТНР-1, 

ИНФИЦИРОВАННЫЕ ЦМВ. 

 

Вначале определяли влияние ДОКС на жизнеспособность 

неинфицированных клеток ТНР-1. Цитотоксичность оценивали по изменению 

метаболической активности клеток THP-1 с помощью МТТ-теста. В опытах были 

использованы концентрации ДОКС от 0,5 до 10 мкг/мл (рисунок 20). 

 

 

Рисунок 20. Негативное влияние ДОКС на жизнеспособность клеток THP-1. 

 

Через 24 часа проводили анализ результатов МТТ. Было показано, что 

действие ДОКС носит дозозависимый характер. Концентрация, при которой 

наблюдалось снижение жизнеспособности клеток на 50% (ЦД50) составляла 3,4 

мкг/мл, при увеличении концентрации гибель клеток возрастала. В дальнейших 

опытах мы использовали концентрацию ДОКС равную 5 мкг/мл, при которой 

наблюдалось снижение жизнеспособности клеток ТНР-1 на 80%. Такая 
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концентрация была выбрана на основании многочисленных опытов с целью более 

четкого выявления различий в действии ДОКС на неинфицированные и ЦМВ 

инфицированные клетки.  

Затем было изучено действие ДОКС на ЦМВ инфицированные клетки ТНР-

1. Влияние ЦМВ на цитотоксическое действие ДОКС изучали при внесении 

ДОКС в концентрации 5 мкг/мл через 4 часа, 7 и 14 с.п.и. в инфицированные и 

неинфицированные клетки. Результаты оценивали после инкубации с ДОКС в 

течение 24 часов (рисунок 21).  

 

 

Рисунок 21. Снижение цитотоксического действия ДОКС на ЦМВ инфицированные 

клетки THP-1 по сравнению с неинфицированными клетками через 1, 7 и 14 сутки после 

инфицирования. По горизонтали: ЦМВ-ДОКС- – неинфицированные клетки, не обработанные 

ДОКС; ЦМВ-ДОКС+ – неинфицированные клетки, обработанные ДОКС; ЦМВ+ДОКС- – 

инфицированные клетки, не обработанные ДОКС; ЦМВ+ДОКС+ – инфицированные клетки, 

обработанные ДОКС. с.п.и. - сутки после инфицирования. По вертикали – количество 

нежизнеспособных клеток, в %. 
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Внесение ДОКС в инфицированную культуру через 4 часа после заражения 

и последующая инкубация в течение 24 часов (срок обозначили как 1 с.п.и.) не 

привели к изменению количества нежизнеспособных (погибших) клеток по 

сравнению с инфицированной культурой, не обработанной ДОКС: 32±1,9 % и 

34±1,1 %, соответственно (p>0,05). 

Изучено влияние ДОКС на клетки ТНР-1, находящиеся на поздних стадиях 

инфекции. Подсчет жизнеспособных клеток через 7 и 14 с.п.и. показал, что в 

культуре инфицированных клеток ТНР-1, обработанных ДОКС, на 7 с.п.и. доля 

нежизнеспособных клеток составляла 24±2,2%, на 14 с.п.и. – 7±1,6%, тогда как в 

неинфицированных клетках – 82±1,7% и 79±4,6%, соответственно. 

Полученные результаты показали, что после заражения ЦМВ клетки ТНР-1 

приобретают устойчивость к действию антибиотика ДОКС, по сравнению с 

неинфицированной культурой. Резистентность к ДОКС проявлялась на ранних 

сроках инфекции - 4 часа после заражения, поздних – 7 с.п.и. и сохранялась на 14 

с.п.и. 

 

4.2. ЦИТОТОКСИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ ИНГИБИТОРОВ, 

ИСПОЛЬЗОВАВШИХСЯ В РАБОТЕ, НА КЛЕТКИ ТНР-1 

 

Для изучения клеточных факторов, которые могут влиять на устойчивость 

опухолевых клеток к антибиотику, были проведены опыты с использованием 

ингибиторного анализа. Вначале необходимо было оценить цитотоксичность 

применяемых ингибиторов в отношении клеток ТНР-1.   

Для оценки цитотоксичности ингибиторов метаболизма полиаминов были 

изучены MDL72.527 в концентрациях от 2 до 400 мкМ/мл (рисунок 22) и DFMO - 

от 4 до 37,5 мкМ/мл (рисунок 23). 
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Рисунок 22. Дозозависимое действие ингибитора цикла полиаминов MDL72.527 на 

жизнеспособность клеток THP-1. 

 

 

 

Рисунок 23. Дозозависимое действие ингибитора цикла полиаминов DFMO на 

жизнеспособность клеток THP-1. 

 

Методом экстраполяции определяли концентрации, вызывающие гибель 

50% и 20% клеток ТНР-1. Данные приведены в таблице 5. 
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Таблица 5. Цитотоксическое действие (ЦД) ингибиторов на клетки ТНР-1. 

ЦД 

Соединения 

концентрации, мкг/мл концентрации, мкМ/мл 

ДОКС ГАНЦ DBA11 РАПА Торин2 
LY 

294002 

MDL 

72.527 
DFMO 

ЦД50 3,4 61 471 15,3 0,13 19 400 21 

ЦД20 0,3 25 117 8,5 0,05 6,5 20 9 

 

Определяли цитотоксичность ингибиторов молекулярного пути 

PI3K/АКТ/mTOR. Для оценки действия на жизнеспособность клеток ТНР-1 

ингибитора PI3K - LY294002 соединение было изучено в концентрациях от 0,2 до 

5 мкМ/мл (рисунок 24). 

 

 

Рисунок 24. Дозозависимое действие ингибитора PI3K – LY294002 на жизнеспособность 

клеток THP-1. 
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Рассчитанные концентрации, вызывающие гибель 50% и 20% клеток ТНР-1 

приведены в таблице 5. 

Для оценки цитотоксического действия ингибиторов mTOR рапамицина 

(РАПА) и Торина2 были изучены соединения в концентрациях от 8 до 22 мкг/мл 

(рисунок 25) и от 0,005 до 0,1 мкг/мл (рисунок 26), соответственно. 

 

 

 

Рисунок 25. Дозозависимое действие РАПА на жизнеспособность клеток THP-1. 

 

 

Рисунок 26. Дозозависимое действие Торина2 на жизнеспособность клеток THP-1. 
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Концентрации соединений, ингибирующие токсическое действие РАПА и 

Торина2 на клетки ТНР-1, приведены в таблице 5. 

Далее была проведена оценка цитотоксического действия на клетки THP-1 

двух соединений, подавляющих ЦМВИ: препарата, используемого при лечении 

ЦМВИ – ганцикловира (ГАНЦ) в концентрациях от 0,1 до 30 мкг/мл (рисунок 27), 

а также нового соединения из серии АТ-специфичных флуоресцентных димерных 

бисбензимидазолов - DBA11 в концентрациях от 5 до 1000 мкг/мл (рисунок 28). 

 

 

Рисунок 27. Цитотоксическое действие ГАНЦ на клетки THP-1. 

 

 

 

 

Рисунок 28. Цитотоксическое действие DBA11 на клетки THP-1. 
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О цитотоксическом действии (ЦД) каждого из ингибиторов судили по 

концентрации, вызывающей гибель 20% (ЦД20) и 50% (ЦД50) клеток через 1 сутки 

после внесения в культуру THP-1. Данные, полученные по графикам методом 

экстраполяции для каждого из исследованных соединений представлены в 

таблице 5. 

В дальнейших опытах ингибиторы использовали в концентрациях, 

вызывающих гибель 20% клеток ТНР-1, так как более высокие концентрации 

(ЦД50) ингибиторов могли снизить или нивелировать статистическую значимость 

эффектов ингибиторов на фоне цитотоксического действия вируса. 

 

4.3. ЦИТОТОКСИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ ДОКС НА КЛЕТКИ ТНР-1, 

ИНФИЦИРОВАННЫЕ ЦМВ В ПРИСУТСТВИИ ИНГИБИТОРОВ 

МЕТАБОЛИЗМА ПОЛИАМИНОВ MDL72.527 И DFMO 

 

Через 4 часа после заражения ЦМВ с ИМ 5 БОЕ/кл вносили ДОКС в 

концентрации 5 мкг/мл совместно с MDL72.527 в концентрации 20 мкМ/мл, либо 

с DFMO в концентрации 9 мкМ/мл и инкубировали 24 часа. Показано, что оба 

ингибитора подавляли жизнеспособность неинфицированных клеток ТНР-1 в 

среднем на 24,3±4% (MDL72.527) и 15±2,2% (DFMO). При совместном действии 

ДОКС и MDL72.527 не было статистически значимого снижения 

жизнеспособности клеток THP-1, в сравнении с ДОКС обработанной культурой, 

тогда как при совместном действии ДОКС и DFMO наблюдалось уменьшение 

количества погибших клеток до 50±5% (против 80±3,9%, соответственно) 

(p<0,05).  

Под действием ингибиторов на ЦМВ-инфицированные ТНР-1 без ДОКС 

количество нежизнеспособных клеток составило 19,3±1,2% и 27±3,8% 

(MDL72.527 и DFMO, соответственно). Значительные изменения наблюдались 

при действии MDL72.527 на ЦМВ инфицированные и обработанные ДОКС 
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клетки THP-1: количество нежизнеспособных клеток увеличилось с 34±1,1% до 

92,3±4,2% (p<0,05) (рисунок 29).  
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Рисунок 29. Цитотоксическое действие ДОКС на клетки THP-1 через 1 с.п.и. ЦМВ в 

присутствии ингибитора катаболизма полиаминов MDL72.527. Условия опытов (заражение 

ЦМВ и обработка ДОКС) обозначены как на рис. 21. 

 

При совместном действии ДОКС и DFMO на ЦМВ инфицированные клетки 

количество нежизнеспособных клеток THP-1 статистически значимо не 

изменилось (рисунок 30) 
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Рисунок 30. Цитотоксическое действие ДОКС на клетки THP-1 через 1 с.п.и. ЦМВ в 

присутствии ингибитора метаболизма полиаминов DFMO. Условия опытов (заражение ЦМВ и 

обработка ДОКС) обозначены как на рис. 21. 
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Эти данные указывают на то, что MDL72.527, ингибитор катаболизма 

полиаминов, восстанавливал чувствительность клеток THP-1 к ДОКС уже в 

первые сутки ЦМВИ. Напротив, DFMO, ингибитор орнитиндекарбоксилазы 

(ODC), снижающий уровни внутриклеточных полиаминов, не оказывал 

статистически значимого влияния на жизнеспособность ЦМВ инфицированных 

клеток THP-1, обработанных ДОКС. 

Так как мы показали (рисунок 21), что ЦМВИ снижает эффективность 

действия ДОКС не только на активно инфицированные клетки ТНР-1 (1 с.п.и.), но 

также и на латентно инфицированные клетки (7 и 14 с.п.и.), представляло интерес 

изучить, происходит ли восстановление чувствительности к ДОКС клеток THP-1 

при совместном действии с MDL72.527 на 7 и 14 с.п.и.  

Цитотоксическое действие MDL72.527 на ЦМВ инфицированные клетки без 

обработки ДОКС на 7 и 14 с.п.и. оказалось значительно выше (80±6,1% и 

88±2,4%, соответственно), чем на первые сутки (19,3±1,2%) (p<0,05). Совместное 

действие MDL72.527 и ДОКС на ЦМВ инфицированные клетки вызывало гибель 

практических всех клеток ТНР-1: 99±0,5% на 7 с.п.и. (рисунок 31) и 96±1,4% на 

14 с.п.и. (рисунок 32). 
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Рисунок 31. Цитотоксическое действие ДОКС на клетки THP-1 в присутствии 

MDL72.527 на 7 с.п.и. ЦМВ. Условия опытов (заражение ЦМВ и обработка ДОКС) обозначены 

как на рис. 21. 
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Рисунок 32. Цитотоксическое действие ДОКС на клетки THP-1 в присутствии 

MDL72.527 14 с.п.и. ЦМВ. Условия опытов (заражение ЦМВ и обработка ДОКС) обозначены 

как на рис. 21. 

 

Таким образом, латентно инфицированные опухолевые клетки оказались 

более чувствительными к действию MDL72.527, чем активно инфицированные 

клетки. Важно отметить, что восстановление чувствительности латентных клеток 

к действию ДОКС в присутствии ингибитора происходило даже более 

эффективно, чем при действии на активно инфицированные клетки. Так, 

количество погибших клеток через 1 с.п.и. увеличилось 2,7 раз (с 34% до 92,3%), 

тогда как через 14 с.п.и. – в 13,7 раз (с 7% до 96%). 

 

4.4. ЦИТОТОКСИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ ДОКС НА КЛЕТКИ ТНР-1, 

ИНФИЦИРОВАННЫЕ ЦМВ, В ПРИСУТСТВИИ ИНГИБИТОРОВ MTOR – 

РАПАМИЦИНА И ТОРИНА2, И ИНГИБИТОРА PI3K – LY294002 

 

Для выяснения влияния ингибиторов на действие ДОКС в культуру вносили 

ДОКС в концентрации 5 мкг/мл совместно с рапамицином в концентрации 8,5 

мкг/мл, либо с Торином2 в концентрации 0,05 мкг/мл через 1, 7 и 14 с.п.и.  
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ЦМВ и инкубировали 24 часа. Подсчет количества жизнеспособных клеток 

методом МТТ показал, что действие обоих ингибиторов не влияло на низкую 

жизнеспособность неинфицированных клеток THP-1 под действием ДОКС в 

первые сутки (p˃0,05): при совместном действии РАПА с ДОКС гибель клеток 

составила 86,3±6,2%, при совместном действии с Торином2 - 81,4±7,3% по 

сравнению с 80% погибших клеток под действием ДОКС без ингибиторов 

(рисунок. 33).  

 

 

Рисунок 33. Цитотоксическое действие ДОКС и ингибиторов mTOR – рапамицина и 

Торина2 на неинфицированные клетки ТНР-1 и инфицированные клетки через 1 с.п.и. ЦМВ. 

Обозначения как на рисунке 21. 

 

Важный результат получен при изучении действия ингибиторов на ЦМВ 

инфицированные клетки, гибель которых под действием ДОКС составляла 34%. 

При добавлении в культуру обоих ингибиторов жизнеспособность опухолевых 

клеток резко снижалась и составляла не более 4-9% (рисунок 33). Таким образом, 

ингибиторы mTOR мало влияли на высокое цитотоксическое действие ДОКС на 

незараженные клетки ТНР-1, но значительно усиливали действие ДОКС на ЦМВ 

инфицированные клетки. 
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Результаты, полученные при воздействии ингибиторов mTOR на 7 и 14 

с.п.и. ЦМВ, принципиально не отличались от тех, которые были получены через 1 

с.п.и. Данные показали, что совместное действие ДОКС и ингибиторов mTOR на 

ЦМВ инфицированные клетки приводит к гибели 90±6% (РАПА) и 72±2,4% 

(Торин2) на 7 с.п.и. по сравнению с 24% без ингибиторов (рисунок 34).  

 

 

Рисунок 34. Цитотоксическое действие ДОКС и ингибиторов mTOR: рапамицина и 

Торина2 на клетки ТНР-1 через 7 с.п.и. ЦМВ. Обозначения как на рисунке 21. 

 

Следует отметить, что Торин2 проявил более высокую цитотоксичность по 

сравнению с РАПА: гибель интактных клеток ТНР-1 составила 48% против 12% 

(p˂0,05). 

На 14 с.п.и. ЦМВ внесение РАПА не приводит к статистически значимому 

изменению количества погибших клеток, по сравнению с инфицированной, но не 

обработанной РАПА культурой (p˃0,05). Значительное снижение 

жизнеспособности ЦМВ инфицированных клеток (p˂0,05) наблюдается при 

совместном воздействии ДОКС с РАПА или Торином2, при этом доли погибших 

клеток составляют 64±10,8% и 79±8,4% соответственно по сравнению с 7% 

погибших клеток в инфицированной популяции без ингибиторов (рисунок 35). 
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Рисунок 35. Цитотоксическое действие ДОКС и ингибиторов mTOR рапамицина и 

Торина2 на клетки ТНР-1 через 14 с.п.и. ЦМВ. Обозначения как на рисунке 21. 

 

Результаты с ингибиторами mTOR показали, что РАПА оказывает 

незначительное цитотоксическое действие на клетки ТНР-1 на разных сроках 

ЦМВИ (1, 7 и 14 с.п.и.), но при совместном действии с ДОКС приводит к 

восстановлению чувствительности ЦМВ инфицированных клеток к действию 

антибиотика. Преодоление резистентности к ДОКС ЦМВ инфицированных 

клеток THP-1 показано также на разных сроках после заражения при совместном 

действии антибиотика с ингибитором mTOR Торин2. Более сильное 

цитотоксическое действие Торина2, возможно, объясняется тем, что это 

соединение ингибирует не только комплекс mTORC1, как это установлено для 

РАПА, но также и комплекс mTORC2 в молекулярном пути PI3K/Akt/mTOR, 

который согласно имеющимся данным, способствует выживанию клеток. 

Так как PI3K (фосфатидилинозитол-3-киназа) является важным 

компонентом сигнального пути PI3K/Akt/mTOR, а ЦМВ повышает активность 

PI3K в чувствительных фибробластах [252], представляло интерес изучить 

влияние этой киназы на резистентность опухолевых клеток ТНР-1 к ДОКС. В 
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качестве молекулярного инструмента был использован ингибитор PI3K -

LY294002. 

После заражения ЦМВ с ИМ 5 БОЕ/кл в культуру вносили ДОКС в 

концентрации 5 мкг/мл совместно с LY294002 в концентрации 11 мкМ/мл (ЦД20) 

и инкубировали 24 часа. Ингибитор PI3K - LY294002 вызывал гибель 15±2,6% 

ЦМВ инфицированных клеток, что значимо не отличалось от действия на 

неинфицированные клетки: количество погибших клеток составило 22±1,7 % 

(p>0,05). Совместное действие LY294002 с ДОКС на неинфицированные клетки 

THP-1 не показало статистически значимого изменения в жизнеспособности по 

отношению к неинфицированным клеткам, обработанным антибиотиком 

(90±3,9% и 80±3,9%, соответственно). Однако при совместном действии 

LY294002 и ДОКС на ЦМВ инфицированные клетки увеличивалось количество 

погибших клеток с 34±1,1% до 90±5,5% (рисунок 36). 

 

 

Рисунок 36. Цитотоксическое действие ДОКС в присутствии ингибитора PI3K - 

LY294002 на клетки ТНР-1 через 1 с.п.и. ЦМВ. Обозначения как на рисунке 21. 

 

На 7 с.п.и. ЦМВ с ИМ 5 БОЕ/кл в культуру вносили ДОКС в концентрации 

5 мкг/мл совместно с LY294002 в концентрации 11 мкМ/мл и инкубировали 24 

часа. 
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Ингибитор PI3K LY294002 вызывал гибель 91±1% ЦМВ инфицированных 

клеток, что значительно больше, чем действие на неинфицированные клетки: 

количество нежизнеспособных клеток составило 30±2,2 % (p>0,05). Совместное 

действие LY294002 с ДОКС на неинфицированные клетки THP-1 не показало 

статистически значимого изменения в жизнеспособности по отношению к 

неинфицированным клеткам, обработанным антибиотиком (94±3,5% и 80±3,9%, 

соответственно), p>0,05. Однако при совместном действии LY294002 и ДОКС на 

ЦМВ инфицированные клетки увеличивалось количество погибших клеток с 

13±2,4% до 95±2,1% (рисунок 37). 

 

 

Рисунок 37. Цитотоксическое действие ДОКС в присутствии ингибитора PI3K - 

LY294002 на клетки ТНР-1, инфицированные ЦМВ, через 7 с.п.и. Обозначения как на рисунке 

21. 

 

Таким образом, показано, что совместное действие ингибитора 

фосфатидилинозитол-3-киназы (PI3K) - LY294002 и ДОКС на ЦМВ 

инфицированные клетки приводит к статистически значимому увеличению 

чувствительности к антибиотику - в 4 раза (95% против 24%, p<0.05). 
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ГЛАВА 5. ВЛИЯНИЕ ИНГИБИТОРОВ ЦМВ ИНФЕКЦИИ НА 

ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ КЛЕТОК THP-1 К ДОКС 

 

5.1 ЦИТОТОКСИЧНОСТЬ ДОКС В КЛЕТКАХ THP-1, ИНФИЦИРОВАННЫХ 

ЦМВ В ПРИСУТСТВИИ ГАНЦИКЛОВИРА 

 

ДНК-полимераза, необходимая для прохождения жизненного цикла ЦМВ 

при литической инфекции, играет роль мишени для использующихся сейчас 

противовирусных препаратов. Ганцикловир - нуклеозид (аналог гуанина), 

близкий по химической структуре к ацикловиру, используется при лечении 

ЦМВИ. Представляло интерес изучить, восстановит ли ганцикловир 

чувствительность инфицированных клеток THP-1 к действию ДОКС. 

Через 4 часа, 7 и 14 с.п.и. ЦМВ с ИМ 5 БОЕ/кл вносили ДОКС в 

концентрации 5 мкг/мл совместно с ганцикловиром (ГАНЦ) в концентрации 25 

мкг/мл и инкубировали 24 часа (рисунок 38).  

 

 

Рисунок 38. Цитотоксическое действие ДОКС, ГАНЦ и DBA11 на ЦМВ 

инфицированные клетки THP-1 через 1 с.п.и. Обозначения как на рисунке 21. 
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В использованной концентрации ГАНЦ вызывал гибель 20±3,4% 

инфицированных и 22±1,5% не инфицированных клеток. При совместном 

добавлении к ТНР-1 ДОКС и ГАНЦ через 4 часа после заражения было 

установлено, что в присутствии ГАНЦ в инфицированной популяции ДОКС 

вызывает гибель 29±10,1% клеток, в то время как в неинфицированной 

(контрольной) – 90±5,8%. 

Через 7 и 14 с.п.и. ГАНЦ совместно с ДОКС вызывал гибель 37±14,9% и 

20±7,4% клеток соответственно, тогда как совместное действие ГАНЦ и ДОКС на 

неинфицированные клетки ТНР-1 приводило к гибели 83±3,5% и 80±11,9% 

соответственно. Полученные данные свидетельствуют о том, что при 

ингибировании синтеза вирусной ДНК сохраняется устойчивость ТНР-1 к ДОКС. 

Таким образом, установлено, что присутствие в клетках репликативно-активного 

ЦМВ не требуется для установления резистентности инфицированных клеток. 

Кроме того, полученные данные свидетельствуют о том, что поздние белки ЦМВ, 

которые синтезируются после репликации вирусного генома, повидимому, не 

влияют на установление резистентности клеток ТНР-1 к ДОКС (рисунок 39). 

 

 

Рисунок 39. Цитотоксическое действие ДОКС, ГАНЦ на ЦМВ инфицированные клетки 

THP-1 через 7 и 14 с.п.и. Обозначения как на рисунке 21. 
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5.2 ЦИТОТОКСИЧНОСТЬ ДОКС В КЛЕТКАХ THP-1, ИНФИЦИРОВАННЫХ 

ЦМВ В ПРИСУТСТВИИ DBA11 

 

Представляло интерес изучить, окажет ли влияние на чувствительность 

ЦМВ инфицированных клеток THP-1 к ДОКС новое соединение - DBA11, 

синтезированное в группе А.Л. Жузе в Институте молекулярной биологии им. 

В.А. Энгельгардта РАН. DBA11 – димерный флюоресцирующий 

бисбензимидазол, который специфически связывается с АТ-парами в узкой 

бороздке ДНК [158].  

Мы показали, что данное соединение проявляет противовирусную 

активность при заражении чувствительных к ЦМВ фибробластов легкого 

эмбриона человека ФЛЭЧ. Цитотоксические свойства DBA11 оказались низкими 

– ЦД50 составляла 1696 мкг/мл, ингибирующая доза при добавлении DBA11 в 

культуру ФЛЭЧ через 1 час после заражения составила 30 мкг/мл. Таким образом, 

моделирование терапевтической активности in vitro показало, что изученное 

соединение умеренно, но значимо подавляет ЦМВИ в высоко чувствительных 

клетках, химиотерапевтический индекс был равен 56,5 [11]. 

Для анализа действия DBA11 на низко чувствительные к ЦМВ опухолевые 

клетки соединение вносили в концентрации 117 мкг/мл совместно с ДОКС в 

концентрации 5 мкг/мл в инфицированные и неинфицированные клетки ТНР-1 и 

инкубировали 24 часа. Результаты МТТ показали, что внесение DBA11 совместно 

с ДОКС приводило к увеличению количества нежизнеспособных клеток с 

24±2,4% до 98±2,3% по сравнению с культурой, обработанной только DBA11 

(рисунок 38). Обработка DBA11 ЦМВ инфицированных клеток вызывала гибель 

5±1,4% клеток. Совместное действие DBA11 и ДОКС на ЦМВ инфицированные 

клетки привело к значительному (в 2,8 раз) увеличению количества погибших 

клеток - до 95±2,1%, по сравнению с инфицированной культурой, обработанной 

ДОКС - 34±1,1% (рисунок 38).  

В связи с тем, что димерный бисбензимидазол DBA11 при совместном 

действии с ДОКС на ЦМВ инфицированные клетки THP-1 восстанавливал 
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чувствительность опухолевых клеток к действию антибиотика, представляло 

интерес выяснить механизм действия этого соединения на ЦМВ инфекцию клеток 

ТНР-1. Для этого была проведена ОТ-ПЦР с праймерами на последовательности 

3-х генов ЦМВ: UL123, UL54 и UL55, кодирующих сверхранний - IE1-p72, ранний 

– ДНК-полимеразу и поздний – gB белки ЦМВ. В качестве референсного гена 

использовали GUS. Результаты сравнительного количественного анализа мРНК 

изученных генов приведены в таблице 6. 

 

Таблица 6. Влияние димерного бисбензимидазола DBA11 на транскрипционную 

активность генов ЦМВ в клетках ТНР-1 

ГЕНЫ ЦМВ UL123 UL54 UL55 

DBA11 - 1±0,12
* 1±0,03 1±0,07 

DBA11 + 0,64±0,02 0,46±0,03 0,59±0,04 

*Среднее значение ±стандартное отклонение (SD) мРНК по результатам 3-х опытов в 3-х 

повторах. Средние значения количества мРНК в контроле (DBA11- ) приняты за 1. 

 

Они показали, что под действием DBA11 статистически значимо (в 1,6 раз) 

снижается уровень мРНК сверхраннего гена UL123, и приблизительно в той же 

степени снижаются уровни транскрипции раннего и позднего генов. Этот 

результат можно объяснить тем, что подавление активности сверхраннего гена  

приводит к последующему снижению активности ранних и поздних генов, так как 

экспрессия генома ЦМВ имеет строго упорядоченный – каскадный характер. 

Полученные данные позволяют предположить, что сверхранний белок ЦМВ 

является основным вирусным фактором, влияющим на резистентность ТНР-1 к 

ДОКС. 

Результаты использования димерного бисбензимидазола DBA11 показали, 

что при совместном действии с ДОКС на ЦМВ инфицированные клетки THP-1 

происходит восстановление чувствительности опухолевых клеток к действию 

антибиотика. 
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ГЛАВА 6. ОЦЕНКА ДЕЙСТВИЯ ДОКС НА ДНК И АПОПТОЗ КЛЕТОК 

ТНР-1, ИНФИЦИРОВАННЫХ ЦМВ 

 

Для изучения молекулярных и клеточных механизмов действия ДОКС на 

клетки ТНР-1, инфицированные ЦМВ, оценивали влияние ДОКС на целостность 

ДНК ТНР-1 и программированную гибель клеток.  

 

6.1. ПОВРЕЖДЕНИЯ ДНК В ИНФИЦИРОВАННЫХ И 

НЕИНФИЦИРОВАННЫХ КЛЕТКАХ ТНР-1 ПОД ДЕЙСТВИЕМ ДОКС. 

 

Для оценки действия ДОКС на ДНК ТНР-1, инфицированные ЦМВ, клетки 

заражали с ИМ 5 БОЕ/кл, через 4 часа после заражения вносили 5 мкг/мл ДОКС 

на 24 часа. Примеры результатов метода TUNEL приведены на рисунке 40. 

 

Рисунок 40. Выявление фрагментированной ДНК в клетках THP-1 после обработки 

ДОКС. 1 – Окраска методом TUNEL, 2 - та же культура, окраска ядерным красителем DAPI, 3 – 

совмещение окраски TUNEL и DAPI. А – неинфицированные клетки, Б – неинфицированные и 

обработанные ДОКС клетки, В – ЦМВ инфицированные и обработанные ДОКС клетки ТНР-1. 

Увеличение 1000х. 
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Методом TUNEL выявляли разрывы клеточной ДНК в 4-х клеточных 

популяциях: 1) неинфицированные и не обработанные ДОКС клетки (контроль), 

2) неинфицированные клетки, обработанные ДОКС, 3) инфицированные клетки, 

необработанные ДОКС, 4) инфицированные и обработанные ДОКС клетки ТНР-1. 

Подсчеты клеток, содержащих метку, показали, что количество TUNEL-

позитивных клеток в контрольной культуре было незначительным и составляло 

1,15±0,5%. После воздействия ДОКС количество клеток с фрагментированной 

ДНК в неинфицированной популяции значительно возросло и достигло 

48,3±4,5%, что статистически значимо превышает этот показатель в контрольной 

культуре (p<0,05).  

В ЦМВ-инфицированной культуре без воздействия ДОКС количество 

межнуклеосомных разрывов ДНК, выявляемых методом TUNEL, через 24 час 

сохранялось на том же уровне, что и в контрольной культуре, составив 1±0,9%.  

После воздействия ДОКС на инфицированные THP-1 количество TUNEL-

позитивных клеток увеличилось до 29,3±7%, но не достигло значения для 

неинфицированных клеток, обработанных ДОКС (рисунок 41). 

 

 

Рисунок 41. Изменение количества клеток, содержащих разрывы ДНК, под действием 

ДОКС в ЦМВ-инфицированных и неинфицированных ТНР-1. Метод TUNEL. 
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Сравнение полученных данных показывает, что при обработке ЦМВ-

инфицированных ТНР-1, ДОКС вызывает разрывы ДНК в 1,6 раз меньшем 

количестве клеток, чем при тех же условиях в неинфицированных клетках 

(р<0,05). Таким образом, в клетках ТНР-1 после заражения ЦМВ снижается 

генотоксическое действие ДОКС.  

 

6.2 ОЦЕНКА ДОЛИ КЛЕТОК ТНР-1, СОДЕРЖАЩИХ КАСПАЗЫ 3, 8 И 9 В 

ЦМВ ИНФИЦИРОВАННЫХ КЛЕТКАХ ПОД ДЕЙСТВИЕМ ДОКС 

 

Для выяснения механизмов гибели клеток THP-1 при обработке ДОКС 

выявляли маркеры программируемой клеточной гибели - апоптоза. В качестве 

маркеров были изучены активированные формы каспаз 3, 8 и 9. На рисунке 42 в 

качестве примера приведены данные изучения каспазы 3. 

 

Рисунок 42. Выявление каспазы-3 в клетках THP-1, обработанных ДОКС. 1 ряд – 

Окраска МКА к каспазе 3; 2 ряд - та же культура, окраска ядерным красителем DAPI; 3 ряд – 

совмещение окраски МКА к каспазе 3 и DAPI. А – неинфицированные клетки; Б – 

неинфицированные клетки, обработанные ДОКС; В – ЦМВ инфицированные клетки ТНР-1, 

обработанные ДОКС. Увеличение 1000х. 
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Через 4 часа после заражения в клетки вносили ДОКС на 24 часа, затем в 

инфицированных и неинфицированных популяциях ТНР-1 выявляли каспазы в 

реакции непрямой иммунофлюоресценции с использованием специфических 

антител. В контрольной - необработанной ДОКС и неинфицированной ЦМВ 

культуре, было детектировано незначительное количество клеток, содержащих 

активированные формы каспаз 3, 8 и 9 (0,8±0,5%; 1,2±0,5% и 3,1±2% 

соответственно). В ЦМВ-инфицированной культуре THP-1 на изученном сроке 

инфекции доля активных каспаз 3, 8 и 9 незначительно отличалась от 

контрольных клеток и составляла 4,3±5%; 3,9±3% и 4,1±2% соответственно 

(p>0,05). После обработки ДОКС количество неинфицированных клеток, 

содержащих каспазы 3, 8 и 9, значительно увеличивалось и достигало значений 

41,7±20%; 46,2±22% и 58,3±16% соответственно, что статистически значимо 

отличалось от необработанных антибиотиком клеток (р<0,05). После воздействия 

ДОКС на инфицированную популяцию ТНР-1, количество клеток, окрашенных 

антителами к каспазе 3, составило 12±6%; к каспазе 8 – 14±7% и к каспазе 9 – 

15,5±3% (рисунок 43). 

 

 

Рисунок 43. Изменения количества клеток, содержащих активированныекаспазы 3, 8 и 9 в 

неифицированных и ЦМВ-инфицированных THP-1 после воздействия ДОКС. Обозначения как 

на рисунке 21. 
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Полученные данные свидетельствуют о том, что в ЦМВ-инфицированных 

THP-1, обработанных ДОКС, доля клеток, содержащих активированные формы 

каспаз 3, 8 и 9, значительно снижена по сравнению с этим показателем в 

неинфицированных THP-1, обработанных ДОКС (различия статистически 

значимы, p<0,05). Это указывает на предотвращение апоптоза от действия ДОКС 

в инфицированной популяции ТНР-1. 
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ГЛАВА 7. СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ДЕЙСТВИЯ ДОКС НА 

СОДЕРЖАНИЕ ТРАНСКРИПЦИОННЫХ ФАКТОРОВ Р73 И E2F1 В 

КЛЕТКАХ ТНР-1, ИНФИЦИРОВАННЫХ И НЕ ИНФИЦИРОВАННЫХ 

ЦМВ 

 

7.1. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИЗОФОРМ БЕЛКА Р73 ТАР73 И DNP73 В КЛЕТКАХ THP-

1 ПРИ ЦМВИ И ОБРАБОТКЕ ДОКС 

 

Поскольку в клетках наиболее представленной С-концевой изоформой 

белка р73 является изоформа альфа, для иммуноблота мы использовали МКА 

именно к этой изоформе. В лизатах неинфицированных клеток ТНР-1 методом 

иммуноблота были выявлены две полосы примерно равной и невысокой 

интенсивности, по молекулярному весу соответствующие полноразмерной 

изоформе ТАр73α и укороченной изоформе DNр73α (рисунок 44А). 

 

 

Рисунок 44. (А) Относительное содержание изоформр73 в клетках ТНР-1, 

инфицированных ЦМВ и обработанных ДОКС; (Б) Относительное содержание изоформ р73 в 

клетках ТНР-1, инфицированных ЦМВ и обработанных ДОКС и MDL72.527. Слева – 

молекулярные массы, кДа; справа – обозначения изоформ р73 – полноразмерной TAp73 и 

укороченной DNp73. В качестве контроля использован β-актин. 

 

Мы предположили, что установленная нами устойчивость ЦМВ-

инфицированных клеток ТНР-1 к противоопухолевому препарату ДОКС может 

быть связана с дифференциальной регуляцией изоформ белка р73 и изменением 
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их баланса под действием вируса. Для проверки этого предположения провели 

количественную оценку уровней изоформ ТАр73 и DNp73 методом иммуноблота 

в неинфицированных и инфицированных клетках THP-1, обработанных ДОКС, а 

также определили соотношение между ними. Результаты показали, что 

содержание обеих изоформ в контрольных клетках было низким, а соотношение 

ТАр73/DNp73 составляло 0,86±0,04. В инфицированных клетках уровень 

изоформы DNp73 был значительно повышен, соотношение ТАр73/DNp73 

составило 0,73±0,03 (р<0,05). В неинфицированных клетках ДОКС сместил 

соотношение в сторону полноразмерной изоформы ТАр73, ТАр73/DNp73 было 

равно 1,78±0,29 и статистически значимо отличалось от такового в 

инфицированных клетках, не обработанных ДОКС (р<0,05). Интересно, что в 

ЦМВ инфицированных клетках, обработанных ДОКС, отмечено небольшое, но 

статистически значимое увеличение изоформы DNp73, соотношение 

ТАр73/DNp73 уменьшилось до 0,98 ± 0,07 (р<0,05) (рисунок 45). 

 

Рисунок 45. Cоотношение изоформ белка р73 (ТАр73/DNp73), нормализованное в 

отношении β-актина, в усл.ед. 

 

Полученные результаты показали, что в зараженных клетках ТНР-1 

повышается содержание укороченной изоформы DNp73, тогда как под действием 

ДОКС резко увеличивается содержание полноразмерной изоформы ТАр73, что 

приводит к изменению отношения изоформ ТАр73/DNp73 в инфицированных 
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клетках, обработанных ДОКС. Следует отметить, что содержание обеих изоформ 

остается на высоком уровне. Эти данные подтверждают сделанное выше 

предположение о том, что устойчивость к ДОКС ЦМВ инфицированных клеток 

THP-1 связана с изменением в соотношении изоформ белка p73. 

 

7.2. КОЛИЧЕСТВЕННЫЙ АНАЛИЗ ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА E2F1 

В КЛЕТКАХ THP-1, ИНФИЦИРОВАННЫХ ЦМВ И ОБРАБОТАННЫХ ДОКС 

 

В связи с имеющимися данными об участии транскрипционного фактора 

E2F1 в регуляции транскрипции p73 было интересно изучить уровни E2F1 в 

клетках ТНР-1 методом иммуноблота. Анализ показал, что как ЦМВИ, так и 

ДОКС повышали уровни E2F1 в 1,7 и 2,5 раза соответственно. После инкубации 

ЦМВ-инфицированных клеток с ДОКС наблюдалось почти 6-кратное увеличение 

содержания E2F1 (рисунок 46А). 

 

 

Рисунок 46. (А) Содержание транскрипционного фактора E2F1 в клетках ТНР-1 при 

ЦМВИ и обработке ДОКС; (Б) Содержание транскрипционного фактора E2F1 в клетках ТНР-1 

при ЦМВИ и обработке ДОКС и MDL72.527. Слева - молекулярные массы, кДа; справа – 

обозначения E2F1 и актина. 

 

Эти результаты позволяют предположить, что путь E2F1/p73 является 

одним из ключевых механизмов хеморезистентности к ДОКС ЦМВ 

инфицированных клеток THP-1.  
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ГЛАВА 8. ДЕЙСТВИЕ MDL72.527 НА ЭКСПРЕССИЮ ВИРУСНЫХ 

БЕЛКОВ И КЛЕТОЧНЫХ ФАКТОРОВ В КЛЕТКАХ ТНР-1, 

ЗАРАЖЕННЫХ ЦМВ И ОБРАБОТАННЫХ ДОКС 

 

8.1. ИЗМЕНЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА E2F1 В 

КЛЕТКАХ, ЗАРАЖЕННЫХ ЦМВ ПРИ ОБРАБОТКЕ ДОКС В ПРИСУТСТВИИ 

MDL72.527 

 

Для выявления влияния метаболизма полиаминов на чувствительность 

клеток THP-1 к ДОКС при ЦМВИ был использован ингибитор катаболизма 

полиаминов MDL72.527. На основании цитотоксичности по отношению к 

неинфицированным клеткам THP-1 была выбрана концентрация MDL72.527 

20мкМ/мл, поскольку при более высоких концентрациях значительно снижается 

жизнеспособность клеток THP-1 (рисунок 22). Инкубация клеток ТНР-1 с 

MDL72.527 в течение 24 часов снижала уровни Е2F1 как в контрольных клетках в 

1,8 раза, так и в неинфицированных клетках, обработанных ДОКС в 1,6 раза. В 

инфицированных клетках, обработанных ДОКС, уровень E2F1 в присутствии 

MDL72,527 оставался очень высоким, превышая уровень контрольных клеток, 

обработанных ингибитором, почти в 9 раз (рисунок 46Б). 

 

8.2. ИЗМЕНЕНИЕ СООТНОШЕНИЯ ТАР73/DNP73 ПОД ДЕЙСТВИЕМ 

MDL72.527 

 

Инкубация с MDL72.527 привела к значительному увеличению содержания 

изоформы ТАр73 (рисунок 44Б) и, соответственно, увеличению отношения 

ТАр73/DNp73 как в контрольных и ЦМВ инфицированных клетках, так и в 

клетках, обработанных ДОКС (рисунок 47). 
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Рисунок 47. Изменение соотношения изоформ белка р73 (ТАр73/DNp73) под действием 

MDL72.527, нормализованное в отношении β-актина, в усл.ед. 

 

Полученные данные указывают на то, что MDL72.527 восстанавливает 

чувствительность клеток THP-1, инфицированных ЦМВ, к ДОКС за счет 

значительного увеличения активности E2F1 и воздействия на молекулярный путь 

E2F1/p73. 
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ГЛАВА 9. КОМБИНИРОВАНИЕ ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ДОКС И 

ИНГИБИТОРОВ КЛЕТОЧНОГО МЕТАБОЛИЗМА ДЛЯ 

ВОССТАНОВЛЕНИЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ КЛЕТОК ТНР-1, 

ИНФИЦИРОВАННЫХ ЦМВ, К ДЕЙСТВИЮ АНТИБИОТИКА  

 

ДОКС, несмотря на высокую противоопухолевую эффективность, 

проявляет высокую токсичность. Поэтому представляло интерес изучить, 

позволит ли совместное использование ДОКС и ингибиторов клеточного 

метаболизма снизить цитотоксичность препарата для снижения и предотвращения 

возможных побочных эффектов, не уменьшая при этом эффективности 

химиотерапии. Для этого провели шахматное титрование с использованием трех 

концентраций ДОКС (5 мкг/мл, 2,5мкг/мл и 1,25 мкг/мл) и трех концентраций 

каждого ингибитора: MDL72.527 – 20мкМ/мл, 10мкМ/мл и 5 мкМ/мл; 

рапамицина – 9мкМ/мл, 4,5мкМ/мл и 2,25 мкг/мл и Торина2 – 0,1мкМ/мл, 

0,05мкМ/мл и 0,025 мкг/мл. Оценивали жизнеспособность клеток ТНР-1, 

инфицированных ЦМВ, при совместном применении ДОКС и ингибиторов в 

каждой из 3-х перечисленных концентраций. В качестве сравнения использовали 

данные, полученные при анализе действия ДОКС в трех изученных 

концентрациях на инфицированные ЦМВ и неинфицированные клетки ТНР-1 без 

применения ингибиторов (рис. 48).  
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Рисунок 48. Изменение жизнеспособности неинфицированных и  инфицированных ЦМВ  

клеток ТНР-1 при воздействии ДОКС в различных концентрациях. 
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Было показано, что используемые концентрации соединений (MDL72.527 

20мкМ/мл, Торина2 0,05 мкг/мл), вызывающие гибель 20% клеток THP-1 и 

восстанавливающие чувствительность ЦМВ инфицированных клеток к ДОКС, 

при совместном использовании позволяли снизить используемую концентрацию 

антибиотика (5 мкг/мл) в 2 раза без снижения эффективности действия на 

инфицированные опухолевые клетки (рис. 49, 50, 51).  
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Рисунок 49. Изменение жизнеспособности клеток ТНР-1, инфицированных ЦМВ, при 

сочетанном применении ДОКС и MDL72.527. 

0

20

40

60

80

100

1,25 2,5 5

К
о
л

и
ч

е
ст

в
о
 

н
еж

и
зн

е
сп

о
со

б
н

ы
х
 к

л
ет

о
к

 

T
H

P
-1

, 
%

Концентрация доксорубицина, мкг/мл

  - RAPA RAPA 9 мкг/мл

RAPA 4,5 мкг/мл RAPA 2,25 мкг/мл
 

Рисунок 50. Изменение жизнеспособности клеток ТНР-1, инфицированных ЦМВ, при 

сочетанном применении ДОКС и рапамицина. 



116 
 

 

Рисунок 51. Изменение жизнеспособности клеток ТНР-1, инфицированных ЦМВ, при 

сочетанном применении ДОКС и Торин2. 

 

Использование РАПА в исследуемой концентрации 9 мкг/мл, позволило 

снизить концентрацию ДОКС в 4 раза с сохранением восстановления 

чувствительности ЦМВ инфицированных клеток к антибиотику (рис. 50). 

Снижение резистентности инфицированных клеток также наблюдается при 

совместном использовании ДОКС и Торина2 в концентрациях 2,5 мкг/мл и 0,025 

мкг/мл, соответственно (рис. 51), а также при снижении концентрации ДОКС в 2 

раза и РАПА в 2-4 раза (рис. 50). 

На основании полученных данных можно заключить, что ингибитор 

катаболизма полиаминов MDL72.527 и ингибиторы mTOR – РАПА и Торин2 

являются перспективными соединениями, позволяющими не только преодолеть 

резистентность опухолевых клеток THP-1, инфицированных ЦМВ, к действию 

противоопухолевого антибиотика ДОКС, но также снизить используемые 

концентрации высокотоксичного химиопрепарата в 2-4 раза с сохранением 

эффективности его действия. 

 

 

 

 



117 
 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЙ 

 

ДНК и белки ЦМВ часто обнаруживаются в опухолях разного 

происхождения, перечень которых приведен в таблице 2. Но до сих пор нет 

доказательных данных о том, играет ли роль ЦМВ в патогенезе опухолей и какова 

эта роль. Было показано, что врожденная ЦМВИ – фактор риска развития острого 

лимфобластного лейкоза [107]. Моноцитарные клетки периферической крови 

являются одной из первичных мишеней ЦМВ in vivo, в этой клеточной популяции 

часто обнаруживают латентный геном ЦМВ. Для изучения роли латентной 

вирусной инфекции и реактивации используются несколько клеточных моделей in 

vitro [79]. Среди них одной из широко используемых для исследования латенции 

ЦМВ является клеточная линия THP-1, полученная от больного острым 

моноцитарным лейкозом [32]. В связи с этим для решения задач настоящей 

работы были использованы клетки ТНР-1, и на первом этапе работы был 

проведен экспериментальный анализ динамики ЦМВ инфекции в клетках THP-1 в 

условиях наших опытов. 

Было установлено, что в течение 14 с.п.и. ЦМВ с ИМ 5 БОЕ/клетку 

наблюдались изменения в морфологии клеток, а также в структуре популяции: 

появление цитоплазматических вакуолей, уменьшение размеров клеток и 

изменение свойств клеточной мембраны, о чем свидетельствовал распад 

скоплений клеток - «гроздей», характерных для неинфицированной 

суспензионной культуры ТНР-1. В инфицированной популяции THP-1 

концентрация клеток статистически значимо снижалась (на 32%) уже через 1 

с.п.и., тогда как в контрольной неинфицированной культуре - увеличивалась в 1,3 

раза по сравнению с исходной концентрацией. В инфицированной культуре 

наблюдался медленный рост на протяжении всего изученного срока инфекции – 

14 суток. Уменьшение размеров клеток является одним из признаков апоптоза 

[301]. Возможно, механизмом гибели клеток ТНР-1 в первые сутки после 

заражения является апоптоз клеток, зараженных в стадии метафазы митоза, так 

как установлено, что белки ЦМВ связываются с метафазными хромосомами. 
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Mücke K и соавт. идентифицировали клеточный рецептор для сверхраннего белка 

ЦМВ IE1-p72 на хромосомах человека и продемонстрировали, что вирусный 

белок взаимодействует с нуклеосомами путем прямого связывания с гистонами 

H2A-H2B and H3-H4 [202]. 

Как показали подсчеты, количество клеток ТНР-1 в инфицированной 

популяции на протяжении всего периода наблюдений  почти не увеличилось. Это 

можно объяснить тем, что ЦМВ способен блокировать пролиферацию клеток не 

только в метафазе митоза, но также на других стадиях митоза, а также в других 

периодах жизненного цикла клетки – в периодах G0, G1, S и M [95]. 

В динамике ЦМВИ проведен количественный анализ вирусной ДНК, 

экспрессии вирусного генома на уровне мРНК и содержания белков ЦМВ.  

Детекцию белков в ЦМВ-инфицированных клетках THP-1 проводили двумя 

методами: на препаратах in situ методом иммуноцитохимического окрашивания и 

в клеточных лизатах методом иммуноблота. Изучены белки, синтезируемые на 

разных стадиях ЦМВ инфекции. Максимальное количество клеток, содержащих 

сверхранний (IE1-p72) и ранний (pp65) белки были замечены через 4 часа после 

заражения. Клетки, содержащие поздний белок gB появлялись в препаратах 

позже, и их количество достигало максимума на 3 с.п.и. На протяжении 

последующего периода мы наблюдали уменьшение количества клеток, 

содержащих вирусные белки, и к 7 с.п.и. клеток, синтезирующих белки ЦМВ, 

обнаружено не было. Используя более чувствительный метод выявления белков – 

вестерн блот, нами были получены данные, показывающие, что уже через сутки 

после заражения в клетках ТНР-1 присутствуют как сверхранние и ранние, так и 

поздние вирусные белки, но затем количество вирусных белков в популяции 

падает, и на 14 с.п.и. вирусные белки не обнаруживаются. 

Таким образом, можно констатировать, что после проникновения ЦМВ в 

клетки ТНР–1 начинается каскадный синтез вирусных белков как регуляторных 

(IE1-p72), так и структурных (рр65 и gB). Однако через 7 с.п.и. сверхранний и 

ранний вирусные белки в клетках ТНР-1 обнаруживаются слабо и только при 

выявлении методом иммуноблота, а через 14 с.п.и. все изученные белки ЦМВ не 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%BCcke%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24227840
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выявлялись при использовании обоих методов. Сравнительный анализ 

транскрипции вирусных генов в клетках ТНР-1 показал сходную динамику. 

Количественное определение мРНК генов UL122, UL83 и UL55, кодирующих 

сверхранний белок IE2-p86, ранний белок рр65 и поздний белок gB ЦМВ, 

показало, что транскрипционная активность генома ЦМВ увеличивается до 7 

с.п.и., а затем резко снижается к 14 с.п.и. 

Отсутствие экспрессии вирусных генов на поздних стадиях инфекции могло 

быть следствием либо элиминации вируса из клеток ТНР-1 либо перехода 

инфекции в латентную форму. Для выяснения реализации этих возможностей 

были проведены опыты по выявлению ДНК ЦМВ в клетках ТНР-1 в различные 

сроки после заражения. ДНК ЦМВ выявляли двумя методами: методом ПЦР в 

реальном времени в лизатах клеток и методом ДНК-ДНК гибридизации in situ. 

Было установлено, что через 24 часа после инфицирования приблизительно 84% 

клеток содержали ДНК ЦМВ, концентрация которой составляла в среднем 15 

копий на клетку. Относительное содержание вирусной ДНК в популяции ТНР-1 

практически не изменялось в динамике инфекции, и концентрация ДНК 

составляла к 14 суткам в среднем 18 копий на клетку. Полученные данные 

указывают на переход активной ЦМВ инфекции в первые дни после заражения в 

латентную форму к 14 суткам после инфицирования. Это заключение было 

подтверждено в опытах по определению инфекционной активности ЦМВ, 

которые показали, что на протяжении всего периода исследования продукции 

инфекционно активного вируса в клетках ТНР-1 выявлено не было. Это означает, 

что в клетках лейкемии человека ТНР-1 не развивается литическая ЦМВ-

инфекция. Тем не менее, вирусная ДНК сохраняется, и инфекция приобретает 

характеристики латентной формы. Латентное течение ЦМВ-инфекции в 

опухолевых клетках ТНР-1 было отмечено также другими авторами [286]. 

Совокупность полученных данных указывает на то, что ЦМВ-инфекция в клетках 

лейкемии ТНР-1 проявляется в 3-х формах. Эти формы можно условно назвать 

активной, переходной и латентной. Первая форма (активная), которую мы 

наблюдали через 1 с.п.и. ТНР-1, характеризуется интенсивной транскрипцией 
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литических генов (UL122, UL83, UL54) и синтезом литических белков ЦМВ (IE1-

p72, pp65, gB). Вторая форма (переходная), 7 с.п.и., отличается активной 

транскрипцией литических генов наряду со значительным снижением синтеза 

вирусных белков и повышением экспрессии латентных генов (UL82, UL138). 

Третья форма (латентная), 14 с.п.и., характеризуется резким снижением 

транскрипции литических генов и значительным увеличением транскрипции 

латентных генов.  

Резистентность опухолевых клеток к химиотерапии во многих случаях не 

удаѐтся преодолеть. Имеются данные о сниженной чувствительности к 

химиотерапии клеток не только в солидных опухолях, но в злокачественных 

опухолях гематологического происхождения, в том числе, инфицированных ЦМВ 

[30]. Препаратом выбора при лечении разных видов опухолей является 

доксорубицин. Однако эффективность лечения не во всех случаях бывает 

удовлетворительной. Имеются данные о том, что в 40 % случаев терапия не дает 

результата [298]. Одна из возможных причин, объясняющих резистентность к 

противоопухолевым препаратам, может определяться присутствием ЦМВ в 

раковых клетках. Данных о роли ЦМВ в резистентности злокачественных 

опухолевых клеток крови было мало, в связи с чем в настоящей работе было 

изучено влияние ЦМВ на устойчивость опухолевых клеток моноцитарной 

лейкемии (THP-1) к противоопухолевому антибиотику доксорубицину. 

Оказалось, что ДОКС обладает сильным цитотоксическим действием на 

клетки ТНР-1: при воздействии ДОКС на неинфицированные THP-1 уже через 1 

сутки наблюдалась гибель приблизительно 80% клеток. В то же время при 

воздействии ДОКС на ЦМВ-инфицированные клетки не было выявлено 

статистически значимых различий в жизнеспособности клеток между 

обработанной и не обработанной ДОКС культурами. 

Среди описанных механизмов действия ДОКС [214], одним из важных 

является индукция разрывов в молекуле ДНК [186]. Сравнительный анализ 

влияния ДОКС на фрагментацию ДНК методом TUNEL в инфицированных ЦМВ 

и неинфицированных клетках THP-1, показал, что в контрольной культуре 
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практически отсутствуют клетки с разрывами ДНК. В ТНР-1 при обработке 

ДОКС разрывы были выявлены почти в половине клеток (48%), тогда как после 

воздействия ДОКС на инфицированные THP-1 количество TUNEL-позитивных 

клеток составило 29%. Различие статистически значимо, и это означает, что в 

ЦМВ-инфицированных клетках существуют механизмы, предотвращающие 

процессы, приводящие к межнуклеосомным разрывам ДНК, индуцируемым 

ДОКС.  

Нерепарированные повреждения ДНК вызывают остановку пролиферации 

клеток и/или апоптоз по p53 – зависимому типу [265]. Подсчет клеток в 

популяции ТНР-1 показал, что при ЦМВ инфекции практически не происходило 

увеличения концентрации клеток: 574 х10
3
/мл к 14 суткам против 500 х10

3
/мл на 1 

с.п.и. Это указывает на негативное действие ДОКС на клеточный цикл и деление 

клеток. Для выяснения роли апоптоза в гибели клеток THP-1 при воздействии 

ДОКС проведены опыты, в которых выявляли маркеры программируемой 

клеточной гибели, а именно активированные формы каспаз 3, 8 и 9 методом 

непрямой иммунофлюоресценции с использованием специфических антител. В 

культуре THP-1 доля клеток, содержащих активные формы каспаз 3, 8 и 9, 

составляла около 3% и не превышала 5% в ЦМВ-инфицированных клетках. При 

обработке ДОКС количество апоптозных клеток в среднем увеличивалось до 42-

58% в зависимости от каспазы.  В ЦМВ-инфицированных THP-1, обработанных 

ДОКС, доля клеток, содержащих активированные формы каспаз 3, 8 и 9, 

составляло в среднем 12-15%, то есть было более чем в 3 раза меньше по 

сравнению с этим показателем в неинфицированных THP-1, обработанных ДОКС. 

Совокупность полученных данных показывает, что при заражении ЦМВ 

клетки более устойчивы к цитотоксическому и генотоксическому действию 

ДОКС по сравнению с неинфицированными клетками. Одним из клеточных 

механизмов резистентности инфицированных опухолевых клеток к ДОКС 

является ингибирование пролиферации клеток и апоптоза. Наши данные о том, 

что в клетках ТНР-1 подавляется активность как инициаторных каспаз (8 и 9), так 

и эффекторной – каспазы 3, означают, что вирус действует одновременно на 
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разные антиапоптозные мишени.  В настоящее время идентифицированы гены и 

белки ЦМВ, экспрессия которых приводит к предотвращению апоптоза. Наиболее 

изучены белок рUL36, блокирующий прокаспазу 8, и белок рUL37, 

связывающийся с проапоптотическими белками Bax и Bak и таким образом 

препятствующий проницаемости митохондриальной мембраны [80]. 

Транскрипционный фактор E2F1 является мощным регулятором клеточных 

процессов. Он способен регулировать как пролиферацию, так и гибель клеток. 

Его экспрессия и активность строго регулируются в ответ на генотоксический 

стресс [92]. Представляло интерес выяснить, участвует ли E2F1 в изменении 

чувствительности клеток к ДОКС. Мы показали, что содержание E2F1 

увеличивается как под действием ЦМВ (в 1,7 раз), так и при обработке  ДОКС (в 

2,5 раз), но наиболее сильное изменение отмечено в инфицированных ТНР-1, 

обработанных ДОКС – в 6 раз по сравнению с контролем. E2F1 участвует в 

сложной регуляторной сети [237], которая включает другие факторы 

транскрипции, такие как p73 [281]. Белок p73, является ключевой мишенью для 

E2F1 и важным медиатором апоптоза, вызванного E2F1 Активация p73 с 

помощью E2F1 способствует апоптозу поврежденных клеток, когда p53 дефектен 

[281]. Мутации в самом E2F1 редки; база данных COSMIC перечисляет 43 

соматических мутации в E2F1, по сравнению с 1143, найденными в pRB и 7716 - в 

p53 [106].  

Несмотря на консервативную доменную организацию белков семейства р53, 

р73 является продуктом гена со сложной геномной организацией. Использование 

альтернативного промотора TP73 вместе с дифференциальным сплайсингом C-

концевых экзонов приводит к нескольким различным мРНК, которые 

транслируются в соответствующие изоформы белка, содержащие разные домены. 

Изоформа TAp73α обладает проапоптотической функцией, поскольку она 

способна вызывать остановку клеточного цикла и гибель клетки [27]. В 

дополнение к транскрипту TAp73α, его альтернативный сплайсинг в экзоне 3 

приводит к появлению укороченной изоформы DNp73α, в которой отсутствует 

полностью компетентный домен TA. Изоформа DNp73α может проявлять 
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антиапоптотическую функцию при нормальном развитии клеток и способствовать 

выживанию раковых клеток [44]. Влияние белка p73 на онкогенез зависит от 

тонкого баланса между полноразмерной TAp73α и укороченной DNp73α 

изоформами белка p73 [139]. Методом вестерн блот мы показали, что в клетках 

моноцитарной лейкемии THP-1 содержание изоформ TAp73α и DNp73α было 

низким. Ранее показано, что генотоксический стресс, вызванный некоторыми 

химиотерапевтическими лекарственными средствами (например, цисплатином, 

доксорубицином и таксолом) продлевает период полужизни белка p73 и 

усиливает его проапоптотическую активность [45]. 

Мы обнаружили, что при обработке клеток THP-1 противоопухолевым 

антибиотиком ДОКС соотношение изоформ TAp73α/DNp73α сдвигалось в 

сторону полноразмерной изоформы и увеличивалось почти в 2 раза. Заражение 

ЦМВ, напротив, приводило к изменению соотношения TAp73α/DNp73α в сторону 

укороченной изоформы. В ЦМВ инфицированных клетках, обработанных ДОКС, 

наблюдали небольшое, но статистически значимое увеличение содержания 

изоформы DNp73 по отношению к неинфицированным клеткам, обработанным 

ДОКС. Таким образом, мы заключили, что изменение соотношения изоформ р73 в 

сторону укороченной DNp73 ассоциировалось в наших опытах с выживанием 

части инфицированных клеток при действии ДОКС. Полученные результаты 

позволяют предположить, что путь E2F1/p73 является ключевым механизмом 

хеморезистентности к ДОКС ЦМВ инфицированных клеток THP-1. Это 

предположение согласуется с выводами коллектива авторов о том, что нарушения 

в регуляции транскрипционных факторов E2F1 и р73 приводят к отбору 

резистентных клеток в опухолях при лечении генотоксическими препаратами 

[281]. Ингибирование этого пути может оказаться перспективным, эффективным 

и лучше переносимым в химиотерапии ДОКС ЦМВ инфицированных 

лейкемических клеток. 

Механизмы установления и поддержания латентности до сих пор не до 

конца выяснены [93]. Отчасти это связано с трудностями изучения этого процесса 

in vivo [174]. Тем не менее, давно известно, что ЦМВ, заражая клетки-
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предшественники костного мозга, может пожизненно присутствовать в 

миелоидных клетках, в том числе в моноцитах/макрофагах без развития 

литической инфекции [140, 234].  Поэтому клетки костного мозга играют важную 

роль как резервуар латентного вируса [233]. В последнее время всѐ больше работ 

показывают, что, то состояние вируса, которое считалось спокойным, на самом 

деле является высокоактивным процессом, характеризующимся экспрессией ряда 

латентно-ассоциированных вирусных генов. Полагают даже, что истинно 

латентного состояния не существует [118, 260]. 

Что касается опухолевых клеток, то многие авторы ассоциируют 

обнаружение ЦМВ в злокачественных опухолях с участием вируса в модуляции 

микроокружения опухоли, а также в инициации злокачественной трансформации 

клеток [263]. Состояние инфекционного процесса в опухолевых клетках не до 

конца изучено. Мы показали, что в клетках моноцитарной лейкемии ТНР-1 на 7 

с.п.и. наблюдается относительно высокая экспрессия вирусных генов UL122, 

UL54 и UL83, характеризующих литическую инфекцию, но соответствующие 

вирусные белки выявляются на очень низком уровне или не обнаруживаются. В 

этих же клетках на 7 с.п.и. показана высокая экспресия генов UL138 и UL82, 

характеризующих латентную инфекцию. Через 14 суток ЦМВИ уровень 

транскрипции литических генов снижен до нижнего предела определения ОТ-

ПЦР, тогда как уровень транскипции латентных генов резко увеличен и вирусные 

белки не обнаруживаются. Это означает, что мы зарегистрировали 2 стадии 

перехода транскрипционно активной фазы ЦМВИ в опухолевых клетках ТНР-1 в 

неактивное состояние. Представляло интерес сравнить действие ДОКС на клетки, 

находящиеся в этих 2-х стадиях. Обработка инфицированных клеток ДОКС на 7 

с.п.и. приводила к гибели 24%, ТНР-1, тогда как в неинфицированной популяции 

– 82% клеток. Сходные результаты получены на 14 с.п.и. ТНР-1:  7% погибших 

клеток против 79%. На основании полученных данных можно заключить, что 

после заражения ЦМВ клетки ТНР-1 приобретают устойчивость к действию 

ДОКС как при транскрипционно активной ЦМВИ, так и при переходе в латентное 

состояние. Этот результат имеет важное значение, так как ЦМВ в большинстве 
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зараженных клеток в организме, в том числе и опухолевых клеток [179, 306] 

находятся в неактивном латентном состоянии, на которое не действуют 

существующие противовирусные препараты. Поэтому необходимо, чтобы 

подавление репликации ЦМВ с помощью современных методов лечения 

проводилось в сочетании с лекарственными средствами, способными 

непосредственно уничтожать латентно инфицированные клетки. 

Молекулярные механизмы, которые использует ЦМВ для формирования 

резистентности опухолевых клеток к химиопрепаратам, пока остаются предметом 

исследований. Для изучения механизмов устойчивостиTHP-1 к действию ДОКС 

мы использовали ингибиторы киназного пути PI3K/Akt/mTOR - LY294002, 

рапамицин и Торин2 в умеренно цитотоксических концентрациях, вызывающих 

гибель около 20% контрольных клеток. Выбор этих молекулярных мишеней был 

сделан на основе анализа серии работ, посвященных действию ЦМВ на 

моноциты, которые играют решающую роль в распространении вируса в 

организме. С опухолевыми клетками моноцитарной лейкемии ТНР-1 моноциты 

периферической крови объединяет неспособность к репликации ЦМВ, но 

способность поддерживать вирусный геном в неактивном – латентном состоянии. 

Установлено, что взаимодействие белка gB оболочки ЦМВ с клеточным 

рецептором эпидермального фактора роста (EGFR)при вхождении вируса 

активирует и модулирует фосфоинозитил-3-киназу (PI3K), что вызывает очень 

быструю активацию супрессора апоптоза Akt [78]. Кроме того, белок pUL38 ЦМВ 

индуцирует активацию mTOR [200]. Суммируя опубликованные данные о вкладе 

пути PI3K/Akt/mTOR в  развитие ЦМВ инфекции, можно заключить, что 

активность этого клеточного пути влияет на все стадии ЦМВИ: 1) обеспечивает 

метаболические потребности для оптимальной продукции вируса во время 

литической инфекции; 2) модулирует транскрипцию клеточных генов для  

установления латентности; 3) поддерживает выживание покоящихся 

инфицированных моноцитов [31, 222]. 

Рапамицин в условиях наших опытов не оказывал цитотоксическое 

действие на клетки THP-1 в динамике ЦМВИ. Однако при совместном действии с 
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ДОКС рапамицин значительно увеличивал количество нежизнеспособных клеток 

(в 2,5-3,8 раз) через 1 и 7 с.п.и. соответственно. Наиболее сильный эффект 

рапамицина был обнаружен при изучении латентно инфицированных клеток на 14 

с.п.и.: количество погибших клеток при совместном действии с ДОКС 

увеличивалось в 9 раз по сравнению с клетками, обработанными ДОКС без 

ингибитора mTOR. Сходный эффект показан нами при действии Торина2: 

увеличение гибели клеток наблюдалась на всех стадиях (1, 7 и 14 с.п.и.), 

совместное действие с ДОКС увеличивало количество нежизнеспособных клеток 

в 2,4; 3 и 11,3 раз, соответственно. Полученные данные показали, что оба 

ингибитора восстанавливали чувствительность зараженных ЦМВ клеток к ДОКС. 

В то же время Торин2 оказывал более заметное цитотоксическое действие на 

контрольные клетки. Это можно объяснить тем, что Торин2 ингибирует оба 

комплекса mTOR и mTORC1, и mTORC2, тогда как рапамицин – только 

mTORC1. Преодоление резистентности клеток ТНР-1 к ДОКС в присутствие 

ЦМВ обнаружено нами также при использовании ингибитора 

фосфатидилинозитол-3-киназы (PI3K) – LY294002. Совместное действие с ДОКС 

на ЦМВ инфицированные клетки приводило к увеличению чувствительности к 

антибиотику уже через 1 сутки воздействия в 2,6 раз. Таким образом, полученные 

данные показали, что молекулярный путь PI3K/Akt/mTOR является важной 

мишенью для преодоления резистентности опухолей к антибиотикам и для 

создания эффективных схем лечения опухолей, инфицированных ЦМВ. 

Интерес к пониманию роли биогенных полиаминов в жизненном цикле 

клетки и в онкогенезе привел к разработке специфических ингибиторов на 

каждом этапе метаболического цикла полиаминов. С помощью этих 

инструментов было показано, что в опухолях наблюдаются повышенные уровни 

полиаминов и что уровень полиаминов влияет на многие, в том числе 

разнонаправленные процессы [66]. Данные о роли полиаминов в апоптозе 

противоречивы. По данным одних работ, полиамины действуют как ингибиторы 

апоптоза, по результатам других – усиливают апоптоз [249]. Биосинтез 

полиаминов достаточно хорошо изучен, показано, что подавление фермента 
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орнитиндекарбоксилазы (ODC) ингибитором DFMO, снижает уровни 

внутриклеточных полиаминов, и это в некоторых случаях  оказывает 

положительное действие при лечении опухолей [33, 41, 248]. Продукты 

катаболизма полиаминов и ферменты, участвующие в катаболических процессах 

также влияют на жизненно важные клеточные процессы и предполагают, что они 

могут участвовать в этиологии некоторых раковых заболеваний [42]. Одним из 

хорошо изученных ингибиторов катаболизма полиаминов является MDL72.527 - 

ингибитор полиаминооксидаз (SMO и APAO/SSAT), участвующих в деградации 

полиаминов. Мы показали, что использование этого ингибитора восстанавливало 

чувствительность клеток THP-1 к ДОКС как при активной, так и при латентной 

ЦМВИ. Напротив, ингибитор ODC DFMO не оказывал статистически значимого 

влияния на жизнеспособность ЦМВ инфицированных клеток THP-1, 

обработанных ДОКС. 

Для выяснения молекулярных механизмов действия MDL72.527 мы изучили 

влияние этого ингибитора на уровень транскрипционных факторов Е2F1 и р73. 

Показано, что MDL72.527 снижал уровни Е2F1 как в контрольных клетках THP-1, 

так и в неинфицированных клетках, обработанных ДОКС. В инфицированных 

клетках, обработанных ДОКС, уровень E2F1 в присутствии MDL72,527 оставался 

очень высоким, превышая уровень контрольных клеток, обработанных 

ингибитором, почти в 9 раз. Инкубация с MDL72.527 также привела к 

значительному увеличению отношения ТАр73/DNp73 в инфицированных клетках. 

Таким образом, можно заключить, что MDL72.527 восстанавливает 

чувствительность клеток THP-1, инфицированных ЦМВ, к ДОКС используя в 

качестве мишеней молекулярный путь E2F1/p73.  

Наряду с клеточными факторами в установлении резистентности и 

восстановлении чувствительности к ДОКС участвуют вирусные факторы. 

Полученные нами данные о восстановлении чувствительности к ДОКС в клетках, 

обработанных  DBA11, показали, что этот эффект ассоциируется с подавлением 

транскрипционной активности сверхраннего белка ЦМВ  IE1-р72. 
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Суммируя данные настоящей работы и имеющиеся в литературе, можно 

заключить, что в установлении резистентности к ДОКС опухолевых клеток ТНР-

1, инфицированных ЦМВ, принимают участие, как клеточные факторы, так и 

белки, кодируемые вирусом. Активность метаболического пути PI3K/Akt/mTOR и 

цикла биогенных полиаминов обеспечивают выживание клеток при 

цитотоксическом действии ДОКС. В противодействии ДОКС участвуют также 

белки ЦМВ IE1/IE2, pUL36-pUL38. Очевиден также вклад транскрипционных 

факторов E2F1 и p73, так как нарушение регуляции молекулярного пути E2F1/p73 

блокирует апоптоз в ЦМВ-инфицированных и не инфицированных клетках и 

препятствует действию ДОКС. Важные результаты получены при изучении 

латентно инфицированных клеток. Они подчеркивают целесообразность 

выявления опухолей, содержащих вирусные нуклеиновые кислоты и белки, а 

также использования самых современных подходов, таких как система 

CRISPR/Cas9, для ликвидации инфицированных клеток. Полученные результаты 

указывают на клеточные и молекулярные мишени, которые могут стать основой 

для создания новых лечебных и профилактических препаратов, а также помогут в 

разработке более эффективных схем терапии опухолевых заболеваний у 

пациентов, инфицированных ЦМВ. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Сравнительный количественный анализ вирусной ДНК, мРНК, белков 

и инфекционной активности ЦМВ показал, что в клетках лейкемии человека ТНР-

1 ЦМВ инфекция имеет абортивный характер и характеризуется активной формой 

(1 с.п.и.), переходной формой (7 с.п.и.) и латентой формой (14 с.п.и.) без 

продукции вируса на всех стадиях инфекции.  

2.  На модели гематологической опухоли – клеток лейкемии ТНР-1, 

впервые показано, что заражение ЦМВ вызывает устойчивость к 

цитотоксическому действию ДОКС как при активной, так и при латентной форме 

инфекции. 

3. Впервые показано, что в инфицированных ЦМВ клетках ТНР-1 

предотвращались разрывы ДНК при действии ДОКС и в 4 раза снижалась 

экспрессия маркеров апоптоза - активированных форм каспаз 3, 8 и 9, по 

сравнению с неинфицированными опухолевыми клетками. 

4. Количественный анализ двух изоформ белка р73 - полноразмерной 

ТАр73 и укороченной DNp73 – впервые показал, что в клетках ТНР-1, 

инфицированных ЦМВ, под действием ДОКС происходит смещение изоформ в 

сторону антиапоптозной изоформы DNp73 и 6-ти кратное повышение содержания 

транскрипционного фактора E2F1. 

5. Впервые показано, что ингибитор катаболизма полиаминов 

MDL72.527 восстанавливает чувствительность к ДОКС клеток ТНР-1, 

инфицированных ЦМВ. Преодоление резистентности сопровождается 

увеличением соотношения ТАр73/DNp73 и повышением уровня E2F1 в 9 раз. 

6. Установлено снижение жизнеспособности клеток ТНР-1, 

инфицированных ЦМВ, под действием ДОКС в присутствие ингибиторов PI3K - 

LY294002 и mTOR - рапамицина и Торина2, что указывает на участие 

молекулярного пути PI3K/Akt/mTOR в формировании устойчивости к ДОКС 

клеток ТНР-1, активно и латентно инфицированных ЦМВ. 
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7. Впервые показано, что димерный бисбензимидазол DBA11, 

специфически взаимодействующий с ДНК, подавляет транскрипционную 

активность сверхраннего гена ЦМВ UL123 и повышает гибель инфицированных 

клеток ТНР-1 под действием ДОКС, указывая на участие вирусного гена в 

восстановлении чувствительности опухолевых клеток к действию антибиотика. 

8. Комбинированное применение ДОКС и ингибиторов метаболизма 

клеток (цикла биогенных полиаминов и пути mTOR) позволило в 2-4 раза снизить 

действующие концентрации соединений при сохранении эффективности 

восстановления чувствительности клеток ТНР-1 к ДОКС. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

БОЕ – бляшкообразующая единица 

ВСЖ – вируссодержащая культуральная жидкость 

ГАНЦ – ганцикловир 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

ДОКС – доксорубицин 

дцДНК – двуцепочечная дезоксирибонуклеиновая кислота 

ИМ – инфекционная множественность  

МКА – моноклональные антитела 

ОТ-ПЦР – полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией 

ПА – полиамины 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

с.п.и. – сутки после инфицирования 

ФЛЭЧ – фибробласты легкого эмбриона человека 

ФСБ – фосфатный солевой буфер 

ЦД50 – хроническая цитотоксичность  

ЦМВ – цитомегаловирус человека  

ЦМВИ – цитомегаловирусная инфекция 

ЦПД – цитопатическое действие 

ЭТС – эмбриональная телячья сыворотка 

CD – кластер дифференцировки 

DAPI - 4',6-diamidino-2-phenylindole 

DMEM – минимальная среда Игла в модификации Dulbecco 

MIEP - главный сверхранний промотер ЦМВ 

TUNEL – Terminal deoxynucleotide transferase dUTP Nick End Labeling 

vICA – viral inhibitor of caspase-8-induced apoptosis 

vMIA – viral mitochondrial inhibitor of apoptosis 
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