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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

 

Актуальность исследования 

 

Атеросклероз представляет собой хроническое заболевание, которое 

лежит в основе возникновения и развития целого ряда сердечно-сосудистых 

заболеваний человека (ССЗ). В настоящее время ССЗ являются одной из 

ведущих причин смертности и заболеваемости людей по всему миру.  

Согласно принятой в настоящее время концепции, в основе патогенеза 

атеросклероза лежат как нарушение липидного обмена, так и хроническое 

воспаление, непосредственно поражающее сосудистую стенку и 

присутствующее на всех стадиях развития атеросклеротических поражений 

(Аронов Д. М., Лупанов В. П., 2011; Орехов А. Н., 2013; Фадеев Г. А. et al., 

2020). Тем не менее, атеросклероз является сложным многофакторным 

заболеванием, развитие и течение которого зависит от множества других 

аспектов, в том числе генетических. Например, недавние исследования 

выявили корреляцию мутаций митохондриальной ДНК (мтДНК) с 

атеросклерозом у пациентов (Sazonova M. A. et al., 2015; Sazonova M. A. et al.,  

2017; Sobenin I. A. et al., 2012; Сазонова М. А. et al., 2014).  

Современные исследования направлены на выявление взаимосвязи 

между наличием мутаций в мтДНК и возникновением таких ССЗ, как 

ишемическая болезнь сердца (ИБС), инфаркт миокарда, инсульт, коронарный 

стеноз, кардиомиопатия, а также заболевание периферических артерий (ЗПА) 

(Glanz V. Y. et al.,  2020; Gonzalez-Freire M. et al., 2020; Heidari M. M. et al., 

2017; Heidari M. M. et al., 2020; Hu H. et al., 2020; Sazonova M. et al., 2016; 

Sazonova M. A. et al., 2016; Sazonova M. A. et al., 2019; Sazonova M. A. et al., 

2019). Проявление данных мутаций зависит от их уровня гетероплазмии, 

представляющего собой соотношение количества мтДНК дикого типа к 

количеству мутантной мтДНК. Патологический порог гетероплазматических 

мутаций мтДНК может проявляться в виде появления клинических симптомов 
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заболевания (Sazonova M. et al., 2016; Sobenin I. A. et al., 2012; Сазонова М. А. 

et al., 2014). Однако стоит отметить, что характер и механизмы связи мутаций 

мтДНК и начальных звеньев атерогенеза окончательно не изучены.  

Недавно была выявлена мутация m.15059G>A в митохондриальном 

гене, кодирующем цитохром b (MT-CYB), в лейкоцитах и клетках из 

липофиброзных бляшек пациентов с ИБС и атеросклерозом (Sobenin I. A. et 

al., 2013; Баринова В. А. et al., 2015; Сазонова М. А. et al., 2014; Синёв В. В. et 

al., 2016; Синёв В. В. et al., 2021). Более того, была продемонстрирована 

положительная корреляция данной мутации с первичной гипертензией и 

толщиной интима-медии у пациентов с диагностированным атеросклерозом 

(Sobenin I. A. et al., 2012; Sobenin I. A., 2013; Баринова В. А. et al., 2015). 

Мутация m.15059G>A приводит к образованию стоп-кодона, 

останавливающего синтез цитохрома b, что способствует его укорочению на 

244 аминокислоты из 380 (Andreu A. L. et al., 1999; Sazonova M. A. et al., 2017). 

Было выдвинуто предположение, что данная мутация может приводить к 

дисфункции III комплекса электрон-транспортной цепи (ЭТЦ), 

сопровождающейся нарушением функции митохондрий в клетках, в том числе 

присутствующих в атеросклеротических поражениях, что может 

способствовать ускорению развития последних (Синёв В. В. et al., 2016).  

Выявление связи функциональных последствий мутагенеза мтДНК с 

развитием атеросклероза у человека позволит получить новые знания об 

атерогенезе как возрастном дегенеративном патологическом процессе и 

создаст основу для разработки новых подходов к диагностике, профилактике 

и лечению атеросклероза. Результаты исследования связи мутагенеза 

митохондриального генома и функциональной активности клеток в 

модельных условиях позволят обосновать предположение, что митохондрии с 

нарушенной функцией могут являться терапевтической мишенью при 

атеросклерозе.  
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Цель и задачи исследования 

 

Цель: Изучение связи митохондриальной мутации m.15059G>A в гене, 

кодирующем митохондриальный цитохром b, с изменением метаболизма и 

функциональной активности моноцитоподобных клеток, приводящим к 

формированию проатеросклеротического клеточного фенотипа. 

Для достижения этой цели были поставлены следующие задачи: 

1. Оценить влияние мутации m.15059G>A в гене MT-CYB на 

митохондриальную функцию моноцитоподобных клеток; 

2. Исследовать связь мутации m.15059G>A в гене MT-CYB с 

изменением воспалительного статуса моноцитоподобных 

цитоплазматических гибридов TC-HSMAM1;  

3. Оценить влияние мутации m.15059G>A в гене MT-CYB на 

базальную и индуцированную модифицированными 

липопротеидами низкой плотности активность внутриклеточного 

метаболизма липидов в цибридах TC-HSMAM1; 

4. Изучить влияние мутации m.15059G>A в гене MT-CYB на профиль 

экспрессии генов, ассоциированных с апоптозом в 

моноцитоподобных клетках линии TC-HSMAM1; 

5. Выявить связь мутации m.15059G>A в гене MT-CYB с модуляцией 

экспрессии генов, ассоциированных с пролиферацией, регуляцией 

клеточного цикла, транскрипцией белков и синтетической 

активностью в клетках цибридной линии TC-HSMAM1. 

 

Методология и методы исследования 

 

Цитоплазматические гибриды (цибриды) представляют собой линии 

эукариотических клеток, образованные путем слияния клеток, лишенных 

митохондрий (rho0), с безъядерными клетками, являющимися донорами 

митохондрий (например, тромбоцитами). В экспериментах была использована 
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цибридная линия TC-HSMAM1, охарактеризованная по полоногеномной 

последовательности митохондриальной ДНК. Для удаления мтДНК, 

содержащей мутацию m.15059G>A в гене цитохрома b (MT-CYB) был 

использован адаптированный для применения на митохондриях вектор 

MitoCas9. В качестве системы доставки вектора к клеткам использованы 

маннозил-содержащие катионные липосомы. Эффективность вектора 

MitoCas9 по удалению мтДНК с мутацией в гене MT-CYB оценивали по числу 

разрезанных митохондриальных колец методом цифровой капельной ПЦР 

(цкПЦР). На цибридной линии клеток TC-HSMAM1 были оценены 

параметры, характеризующие митохондриальную дисфункцию, а также 

функциональные показатели, связанные с формированием патологического 

(проатеросклеротического) фенотипа. Эти показатели включали показатели 

митохондриальной дисфункции (изменение мембранного потенциала 

митохондрий, уровня продукции активных форм кислорода и образования 

продуктов перекисного окисления липидов мембран митохондрий с помощью 

проточной цитофлуориметрии; уровня митофагии (по соотношению 

колокализации митохондрий и лизосом клеток методом конфокальной 

микроскопии; по экспрессии генов PTEN-индуцированной киназы 1 (PINK1), 

E3 убиквитин-лигазы паркин (PRKN) и ассоциированных с микротрубочками 

белков 1A/1B легкой цепи 3B (MAP1LC3B); оценка митохондриальной 

биоэнергетической функции и скорости потребления кислорода клетками 

полярографическим методом); способность клеток накапливать холестерин 

множественно модифицированных липопротеидов низкой плотности; 

активность внутриклеточного метаболизма липидов (по содержанию 

внутриклеточного холестерина клетками биохимическими методами, по 

экспрессии генов митохондриальной ацетил-КоА-ацетилтрансферазы 1 

(ACAT1), лизосомальной липазы (LIPA), синтазы жирных кислот (FASN), 

гидролазы эфира холестерина 1 (CES1) и нейтральной гидролазы сложных 

эфиров холестерина 1 (NCEH1) методом количественной ПЦР); способность к 

провоспалительной активации (по оценке секреции цитокинов ИЛ-1β, ФНОα, 
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MCP-1 (CCL2), ИЛ-6, ИЛ-8 методом иммуноферментного анализа); 

воспалительный статус клеток (по экспрессии генов, ассоциированных с 

воспалением и формирование инфламмасомы (NLRP3, CASP1 и IL1B) методом 

количественной ПЦР); активность апоптоза (по экспрессии генов Bcl-2 

ассоциированного Х белка (BAX), регулятора апоптоза Bcl-2 (BCL2), каспазы 

3 (CASP3), каспазы 9 (CASP9) и фактора активации апоптотической протеазы 

1 (APAF1) методом количественной ПЦР); пролиферативную и 

синтетическую активность (по оценке экспрессии генов ядерного антигена 

пролиферирующих клеток (PCNA), циклина B1 (CCNB1) и циклина D1 

(CCND1); генов синтеза клеточных белков субъединицы А РНК-полимеразы 1 

типа (POLR1A), субъединицы А РНК-полимеразы 3 типа (POLR3A) и 

субъединицы 1 коллагена 6 типа (COL6A1) методом количественной ПЦР). 

 

Научная новизна исследования 

 

В настоящем исследовании впервые выявлены функциональные 

последствия мутации m.15059G>A в гене MT-CYB, кодирующем 

митохондриальный цитохром b, в контексте проатеросклеротического 

фенотипа иммунных клеток. Применение цитоплазматических гибридов 

(цибридов), несущих митохондриальные мутации, ассоциированные с 

атеросклерозом, позволило воспроизвести ключевые клеточные и 

молекулярные нарушения, связанные с развитием заболевания. 

Использование системы редактирования генома на основе CRISPR/Cas9 

(MitoCas9) для целенаправленного удаления мутантной мтДНК в цибридах 

предоставило новый инструмент для изучения митохондриальной 

дисфункции и ее роли в атерогенезе. 

Настоящее исследование демонстрирует, что мутация m.15059G>A 

приводит к нарушению митофагии, усилению окислительного стресса и 

изменению воспалительного ответа, что вносит вклад в развитие 

атеросклероза. Эти результаты подчеркивают важность митохондриальной 
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дисфункции в патогенезе сердечно-сосудистых заболеваний и открывают 

перспективы для разработки терапевтических подходов, направленных на 

коррекцию патологических состояний, ассоциированных с нарушением 

функции митохондрий. 

 

Теоретическая и практическая значимость 

 

Теоретическая значимость данного исследования заключается в 

углублении научных знаний о молекулярных механизмах, лежащих в основе 

атеросклероза и ассоциированных с митохондриальными мутациями. Впервые 

показана патогенетическая роль мутации m.15059G>A в гене цитохрома b 

(MT-CYB), которая приводит к нарушению функциональной активности 

моноцитов и макрофагов, что способствует формированию проатерогенного 

фенотипа данных клеток. Полученные данные углубляют понимание роли 

митохондриальной дисфункции в качестве одного из значимых факторов в 

развитии сердечно-сосудистых заболеваний, расширяя фундаментальные 

знания о молекулярно-клеточных механизмах патогенеза атеросклероза. 

Результаты настоящего исследования также подчеркивают значимую связь 

митохондриальных мутаций с развитием воспалительных процессов при 

атерогенезе, что открывает новые возможности для дальнейших исследований 

в этой области. 

Практическая значимость работы заключается в применении 

инновационных подходов к изучению атеросклероза, основанных на генной 

инженерии и редактировании митохондриального генома с использованием 

технологии CRISPR/Cas9. Эти подходы могут быть использованы для 

создания высокоэффективных клеточных моделей, позволяющих изучать 

влияние митохондриальных мутаций на клеточные процессы. Полученные 

результаты открывают перспективы поиска новых молекулярных 

терапевтических мишеней для коррекции митохондриальной дисфункции при 

атеросклерозе и сердечно-сосудистых заболеваний. Кроме того, они 
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закладывают основу для разработки высокотехнологичных методов терапии, 

направленных на редактирование митохондриального генома для коррекции 

патологических состояний, связанных с мутациями в мтДНК. 

 

Научные положения, выносимые на защиту 

 

1. Мутация m.15059G>A в гене MT-CYB способствует развитию 

митохондриальной дисфункции в моноцитоподобных клетках, что 

выражается в снижении мембранного потенциала митохондрий, повышении 

продукции активных форм кислорода, увеличении немитохондриального 

дыхания, утечке протонов и снижении митохондриальной эффективности 

клеток. 

2. Мутация m.15059G>A ассоциирована с нарушением активации 

PINK1/Parkin-опосредованной митофагии и воспалительной реакции, 

выраженной изменением профиля секреции ФНОα и  ИЛ-1β и увеличением 

экспрессии генов NLRP3 и IL1B. 

3. Наличие мутации m.15059G>A в макрофагах ассоциировано с 

увеличенной экспрессией FASN и дисбалансом экспрессии генов, 

регулирующих апоптоз, за счет повышения экспрессии CASP3 и снижения 

экспрессии BAX и CASP9. 

4. Мутация m.15059G>A в гене MT-CYB влияет на регуляцию как 

митотического деления моноцитоподобных клеток, так и синтетической 

активности макрофагальных клеток, что выражается в повышенной 

экспрессии CCNB1, POLR1A и COL6A1. 

 

Личный вклад автора 

 

Все лабораторные исследования, представленные в данной работе, были 

выполнены автором лично. Автор настоящей работы самостоятельно 

осуществлял анализ и статистическую обработку полученных данных, а также 
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подготовку и написание научных публикаций по теме диссертационного 

исследования. 

 

Степень достоверности результатов 

 

Достоверность полученных данных обоснована выполненными 

задачами и применением современных методов и подходов. Интерпретация 

полученных данных базируется на адекватно подобранных методах 

статистического анализа, а выводы объективно обоснованы и подтверждены 

обширным экспериментальным материалом. Результаты исследования 

представлены и апробированы на международных научных конференциях и 

опубликованы в высокорейтинговых рецензируемых научных изданиях. 

 

Апробация работы 

 

По теме диссертации опубликовано 26 печатных работ, в том числе 9 

статей в рецензируемых журналах (8 в рецензируемых иностранных журналах 

и 1 статья в рецензируемых журналах из перечня рецензируемых научных 

изданий ВАК РФ) и 17 тезисов в сборниках докладов научных конференций. 

Результаты диссертационной работы были представлены на: 19 

International Symposium on Atherosclerosis (ISA2021) (Киото, Япония, 2021); 89 

конгрессе European Atherosclerosis Society 2021 (EAS2021) (Хельсинки, 

Финляндия, 2021); 90 конгрессе European Atherosclerosis Society 2022 

(EAS2022) (Милан, Италия, 2022); 11 International Congress on Lipid & 

Atherosclerosis (ICoLA 2022) (Сеул, Республика Корея, 2022); 91 конгрессе 

European Atherosclerosis Society 2023 (EAS2023) (Маннхейм, Германия, 2023); 

34 конгрессе Great Wall Intermational Congress of Cardiology/Asian Heart Society 

Congress (GW-ICC/AHSC2023) (Пекин, Китай, 2023); 16 конгрессе Asian-

Pacific Society of Atherosclerosis and Vascular Disease 2023 (APSAVD2023) 

(Куала-Лумпур, Малайзия, 2023). 
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Структура и объём работы 

 

Диссертационная работа включает такие разделы, как введение, обзор 

литературы, материалы и методы, результаты исследований, их обсуждение, 

заключение, выводы и список цитируемой литературы, содержащий 318 

источников (22 на русском и 296 на иностранных языках). Работа изложена на 

193 страницах и сопровождена 32 рисунками и 9 таблицами. 
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Атеросклероз является многофакторным заболеванием, лежащим в 

основе множества сердечно-сосудистых патологий и остающимся одной из 

ведущих причин смертности в мире (Аронов Д. М., Лупанов В. П., 2011; 

Орехов А. Н., 2013; Фадеев Г. А. et al., 2020). Основными процессами, 

способствующими развитию атеросклероза, являются повышенный уровень 

липопротеидов в плазме крови, эндотелиальная дисфункция, хроническое 

воспаление и окислительный стресс.  

Начальным звеном в развитии атеросклеротических поражений является 

накопление внутриклеточных липидов клетками интимы, происходящее в 

результате фагоцитоза модифицированных частиц липопротеидов низкой 

плотности (ЛПНП) (Аронов Д. М., Лупанов В. П., 2011; Орехов А. Н., 2013; 

Фадеев Г. А. et al., 2020). В свою очередь, фагоцитоз модифицированных 

ЛПНП может запускать активацию клеточного провоспалительного ответа, 

представляющего собой реакцию врожденного иммунитета (Orekhov A. N. et 

al., 2020; Фадеев Г. А. et al., 2020). Нарушения реакций врожденного 

иммунного ответа могут приводить к хронизации воспаления, что в конечном 

итоге может привести к развитию атеросклеротических поражений. Одним из 

факторов нарушения врожденного иммунитета при развитии атеросклероза 

считается митохондриальная дисфункция. Исследования последних лет 

продемонстрировали, что развитие митохондриальной дисфункции 

вследствие повреждения митохондриальной ДНК (мтДНК) свободными 

радикалами или наличия в ней гетероплазматических мутаций может быть 

тесно связано с патогенезом атеросклероза (Glanz V. Y. et al., 2020; Mercer J. 

R. et al., 2010; Orekhov A. N. et al., 2022; Sazonova M. A. et al., 2017; Судаков 

Н. П. et al., 2007).  

Дисфункция митохондрий в свою очередь приводит к развитию 

окислительного стресса за счет генерации митохондриями активных форм 

кислорода (АФК), которые усиливают окисление ЛПНП и белков, вызывают 
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значительное повреждение ядерной ДНК и собственной мтДНК, гибель 

клеток, а также способствуют активации NF-κB-зависимой сборки NLRP3 

инфламмасомы, что приводит к высвобождению про-воспалительных 

цитокинов (McGuire P. J., 2019; Orekhov A. N. et al., 2019; Shemiakova T. et al., 

2020). В норме, избыточные, а также дисфункциональные, митохондрии 

подвергаются деградации путем процесса, известного как митофагия (Gkikas 

I. et al., 2018). Данный процесс представляет собой один из типов селективной 

аутофагии, которая активируется через сигнальный путь, включающий PTEN-

индуцированную киназу 1 (PINK1) и белок Parkin, либо осуществляется за 

счет взаимодействия с митохондриальными рецепторами, такими как BNIP3 

(белок 3, взаимодействующий с BCL2), NIX (Nip3-подобный белок X) и 

FUNDC1 (белок 1, содержащий домен FUN14) (Gkikas I. et al., 2018). Эти 

молекулярные пути играют ключевую роль в поддержании 

митохондриального гомеостаза, обеспечивая удаление поврежденных 

митохондрий. Однако, нарушение данного процесса, в том числе вызванное 

наличием ряда мутаций в мтДНК могут приводить к сохранению в клетках 

дисфункциональных митохондрий, способствуя таким образом хронизации 

воспалительного ответа (Cho D. H. et al., 2020). Таким образом формируется 

«порочный круг», который вносит вклад в развитие атеросклеротических 

поражений, сопровождающихся формированием бляшек (Orekhov A. N. et al., 

2020). 

В совокупности вышеописанные события приводят к изменению 

функционального состояния клеток, в том числе моноцитов и макрофагов, 

являющихся одними из основных клеточных субпопуляций в 

атеросклеротических поражениях. Так, традиционным клеточными 

маркерами атеросклероза, характеризующими функциональное состояние и 

проатеросклеротический фенотип клеток, в частности, макрофагов, считают 

секрецию компонентов внеклеточного матрикса (ВКМ), пролиферацию, 

липидоз (накопление липидов и холестерина), клеточную гибель и секрецию 

провоспалительных молекул (Sobenin I. A. et al., 2015; Sobenin I. A., 2017). 
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Наиболее серьезные нарушения функционирования митохондрий 

происходят при возникновении мутации в генах белков, участвующих в 

процессах окислительного фосфорилирования. Так, впервые обнаруженная у 

пациентов с митохондриальной миопатией, нонсенс мутация m.15059G>A в 

гене цитохрома b (MT-CYB) впоследствии была охарактеризована 

положительной корреляцией с первичной гипертензией и толщиной интима-

медии у пациентов с диагностированным атеросклерозом (Andreu A. L. et al.,  

1999; Sobenin I. A. et al., 2012; Sobenin I. A., 2013; Баринова В. А. et al., 2015). 

Более того, данная мутация была выявлена в клетках липофиброзных бляшек 

и лейкоцитах пациентов с ИБС и атеросклерозом (Sobenin I. A. et al., 2013; 

Баринова В. А. et al., 2015; Сазонова М. А. et al., 2014; Синёв В. В. et al., 2016; 

Синёв В. В. et al., 2021). Мутация m.15059G>A приводит к образованию стоп-

кодона, останавливающего синтез цитохрома b, что приводит к его 

укорочению на 244 аминокислоты из 380. Данное событие может  приводить 

к нарушению функциональной активности III комплекса ЭТЦ, что в свою 

очередь может способствовать развитию дисфункции митохондрий (Andreu A. 

L. et al., 1999; Sazonova M. A. et al., 2017). Предполагается, что наличие клеток 

с мутацией m.15059G>A в мтДНК в области атеросклеротических поражений 

может ускорять развитие атеросклероза (Синёв В. В. et al., 2016). Подобный 

эффект, способствующий прогрессированию сосудистых патологий, может 

быть обусловлен нарушениями энергетического обмена и усилением 

окислительного стресса, которые характерны для клеток с нарушенной 

митохондриальной функцией. 

На сегодняшний день митохондрии признаны перспективными 

мишенями для разработки инновационных подходов к терапии и 

профилактике широкого спектра хронических заболеваний, включая 

атеросклероз и патологии сердечно-сосудистой системы (Arauna D. et al., 2019; 

Gutierrez-Mariscal F. M. et al., 2020; Kornfeld O. S. et al., 2015; Perez Ortiz J. M. 

et al., 2020). Разрабатываемые фармакологические препараты обладают 

антиоксидантными свойствами и направлены на снижение окислительного 
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стресса клеток и тканей организма. Однако, при разработке терапевтических 

подходов необходимо также учитывать функциональную роль различных 

вариантов мтДНК, лежащих в основе заболеваний, а также молекулярных 

механизмов, обуславливающих митохондриальную дисфункцию. В свою 

очередь, мутация m.15059G>A в гене MT-CYB может быть использована в 

качестве как маркера предрасположенности к атеросклерозу на ранних 

стадиях заболевания, так и потенциальной мишени при разработке 

антиатеросклеротических препаратов. 
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Глава 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Атеросклероз как многофакторное заболевание 

 

1.1.1. Понятие атеросклероза, общие сведения 

 

Атеросклероз представляет собой прогрессирующие изменения в 

стенках артерий эластического и мышечно-эластического типа, которые 

заключаются в избыточном накоплении липопротеидов низкой плотности в 

результате нарушения обмена липидов и белков, проникновении в очаг 

поражения клеток крови, таких как моноциты и лимфоциты, а также 

реактивном разрастании фиброзной ткани и ее последующих комплексных 

изменений (Аронов Д. М., Лупанов В. П., 2011; Орехов А. Н., 2013; Фадеев Г. 

А. et al., 2020). Артериальная стенка состоит из трех слоев, таких как интима, 

медиа и адвентиция. Атеросклеротические изменения возникают 

непосредственно в интиме сосуда, куда происходит миграция клеток 

кровяного русла и гладкомышечных клеток (ГМК) из медии.  

Возникновение и развитие атеросклероза обусловлено множеством 

экзогенных и эндогенных факторов (Jebari-Benslaiman S. et al., 2022; Libby P. 

et al., 2019). К основным факторам, обуславливающим предрасположенность 

к развитию атеросклероза, относятся такие нарушения и заболевания, как 

гиперхолестеринемия, дислипопротеинемия, ожирение, артериальная 

гипертензия и сахарный диабет (Gonzalez-Guerra A. et al., 2021; Liang Y. et al., 

2021; Poznyak A. et al., 2020; Zhang T. et al., 2019). В свою очередь, к другим 

факторам риска развития атеросклероза относят недостаточную физическую 

активность (гиподинамия), курение, пол, возраст, нарушения сна и 

хронический стресс (Gao S. et al., 2022; Hsu S. P., Lee W. Sen, 2020; Libby P., 

2021; Man J. J. et al., 2020). Современные исследования предполагают, что на 

развитие и прогрессирование атеросклероза также могут оказывать влияние 

как изменения в микробиоме человека, так и циркулирующие микроРНК, 
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длинные некодирующие РНК и кольцевые РНК, метилирование ДНК, 

митохондриальная дисфункция, в том числе опосредованной появлением 

мутаций в митохондриальном геноме клеток, вовлекаемых в 

атеросклеротические поражения (Cao Q. et al., 2020; Gorabi A. M. et al., 2021; 

Orekhov A. N. et al., 2019; Shoeibi S., 2020; Tao J. et al., 2021; Vourakis M. et al., 

2021). 

Инициирующим событием в атеросклерозе является активация 

эндотелия, за которым следует каскад событий, таких как накопление липидов 

и фиброзных элементов, клеточных компонентов соединительной ткани, 

белков и компонентов ВКМ в интиме сосудов. Данные события в последствии 

вызывают активацию воспалительных процессов, а развивающееся при этом 

хроническое воспаление способствует ремоделированию сосудов. 

Образующаяся при этом атеросклеротическая бляшка приводит к развитию 

ряда сердечно-сосудистых осложнений (Jebari-Benslaiman S., et al., 2022; 

Шварц Я. Ш., Чересиз Е. А., 2011). 

Атеросклеротические поражения в основном возникают в областях 

сосудов, характеризующихся низким пристеночным напряжением сдвига, 

чаще всего включающих области ветвления и бифуркации. Изменение 

напряжения сдвига может непосредственно влиять на морфологию и функцию 

эндотелия сосудов и стимулировать миграцию и пролиферацию ГМК и 

мононуклеарных клеток, таких как моноциты и лимфоциты. Нарушение 

ламинарного потока крови или турбулентный поток снижают напряжение 

сдвига и способствуют развитию дисфункции и проницаемости эндотелия и 

последующей инфильтрации в интиму ЛПНП (Gimbrone M. A., García-Cardeña 

G., 2013; Jebari-Benslaiman S. et al., 2022). Кроме того, эндотелиальная 

дисфункция может вызываться снижением генерации оксида азота (NO), 

необходимого для обеспечения вазодилатации сосудов. Выработка NO 

катализируется эндотелиальной синтазой оксида азота (eNOS), ингибирование 

которой происходит вследствие повышенного окислительного стресса, 

вызванного продукцией провоспалительных цитокинов (фактор некроза 
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опухоли α (ФНОα) и интерлейкинов ИЛ-1 и ИЛ-6), молекул адгезии (VCAM-I 

и ICAM-I) и хемокинов, например, моноцитарного хемоаттрактантного белка-

1 (MCP-1) (Esper R. J. et al., 2006; Jebari-Benslaiman S. et al., 2022). 

 

1.1.2. Основные типы атеросклеротических поражений 

 

На текущий момент выделяют четыре типа атеросклеротических 

поражений: начальное поражение, жировая (липидная) полоса, 

липофиброзная бляшка и фиброзная бляшка (рис. 1) (Орехов А. Н., 2013).  

 

 

Рисунок 1. Типы атеросклеротических поражений в соответствии с 

современной классификацией. Рисунок подготовлен с использованием пакета 

программ Adobe Illustrator 2021 (Adobe, Inc., США). 

 

Начальные атеросклеротические поражения (I тип поражения) 

характеризуются накоплением внеклеточных липидов в 

соединительнотканном матриксе, а также миграцией мононуклеарных клеток. 

Инфильтрация в интиму ЛПНП, циркулирующих в кровотоке, происходит 

трансэндотелиально путем диффузии или трансцитозом, опосредуемом 

скавенджер-рецепторами класса B типа 1 (SR-B1) и рецептором, подобным 
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рецептору активина А типа 1 (ALK1) (Jebari-Benslaiman S. et al., 2022; Libby P. 

et al., 2019; Орехов А. Н., 2013).  В дальнейшем ЛПНП в интиме сосудов 

подвергаются множественным модификациям, таким как окисление, 

гликозилирование, десиалилирование, агрегация, потеря липидов, 

уменьшение размера частиц и увеличение их электроотрицательного заряда 

(Boogert M. A. et al., 2019; Lu M., Gursky O., 2013; Parthasarathy S. et al., 2010; 

Tertov V. V. et al., 1998; Zakiev E. R. et al., 2016)  

Миграция моноцитов из кровотока в интиму путем адгезии, активации и 

трансэндотелиальной миграции происходит за счет их избирательного 

привлечения активированными эндотелиальными клетками (Libby P. et al., 

2019; Ropraz P. et al., 2018). Процесс миграции моноцитов в интиму 

опосредуется Р-селектином, молекулами адгезии VCAM-I и ICAM-I, а также 

хемокинами CXCL1, CXCL2, CXCL4, CCL5 и MCP-1 (CCL2), которые 

вырабатываются в том числе клетками эндотелия (Jebari-Benslaiman S. et al., 

2022). Считается, что в дальнейшем моноциты дифференцируются в 

макрофаги, поляризованные по фенотипу М1 (провоспалительный) или М2 

(противовоспалительный) (Jinnouchi H. et al., 2020). 

Жировые (липидные) полосы (II тип поражения) характеризуются 

внеклеточным и внутриклеточным накоплением липидов в макрофагах и 

ГМК, их дифференцировкой в пенистые клетки, образующие слои и скопления 

(Орехов А. Н., 2013). На поверхности макрофагов и ГМК экспрессируется ряд 

рецепторов, способствующих захвату нативных (LDLR) и модифицированных 

ЛПНП (LOX-I, CD36, SR-AI, TLR-4) (Chen Z. et al., 2021; Sukhorukov V. N. et 

al., 2020). Избыточное внутриклеточное накопление холестерина ЛПНП 

способствует превращению макрофагов и ГМК в пенистые клетки. В то же 

время, повышенная миграция моноцитов в интиму с последующей их 

дифференцировкой в макрофаги приводит к скоплению большого количества 

пенистых клеток, индуцирующих рост атеросклеротического поражения. 

Последнему событию также способствует избыточное накопление 
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холестерина в субэндотелиальном пространстве в виде кристаллов 

холестерина (Jebari-Benslaiman S. et al., 2022; Libby P. et al., 2019).  

Липофиброзные бляшки (Va тип поражения) помимо черт, характерных 

для липидных полос, имеют также массивное, насыщенное липидами, 

некротическое ядро и расположенную над ним фиброзную покрышку, 

состоящую из соединительной ткани (Jebari-Benslaiman S. et al., 2022; Libby P. 

et al., 2019; Орехов А. Н., 2013). Некротическое ядро представляет собой 

нагруженную липидами гипоцеллюлярную область со сниженным 

содержанием коллагена, которая увеличивается за счет гибели макрофагов, 

накопления клеточного дебриса, а также нарушения процесса эффероцитоза 

(Linton M. F. et al., 2016; Visscher M. et al., 2019). В совокупности, это приводит 

к развитию воспалительных процессов, окислительного стресса и гибели 

соседних клеток, таких как ГМК. В свою очередь, фиброзная покрышка 

представляет собой субэндотелиальный барьер между просветом сосуда и 

атеросклеротическим некротическим ядром, и состоит из пролиферирующих 

ГМК, обладающих синтетическим фенотипом, и ВКМ (Bennett M. R. et al., 

2016; Watson M. G. et al., 2018). ГМК фиброзной покрышки способствуют 

выработке компонентов ВКМ, таких как коллаген, эластин и протеогликаны. 

Однако, развитие воспалительных процессов способствует нарушению 

стабильности фиброзной покрышки (Stefanadis C. et al., 2017). Например, 

некоторые провоспалительные цитокины, такие как ИЛ-1β, ФНОα, 

интерферон-γ (ИФН-γ), могут ингибировать выработку коллагена и повышать 

экспрессию матриксных металлопротеиназ макрофагами, что может привести 

к снижению прочности фиброзной покрышки и ее разрыву, с последующим 

формированием тромба  (Jebari-Benslaiman S. et al., 2022).  

Фиброзные бляшки (Vc тип поражения) характеризуются 

преобладанием соединительнотканного матрикса, где липидный компонент 

может отсутствовать (Орехов А. Н., 2013). Отдельно также стоит отметить, что 

в атеросклеротических бляшках могут развиваться процессы кальцификации, 

которые проявляются в виде костеподобного образования внутри бляшки и 
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инициируются в областях с локальным уменьшением коллагеновых волокон и 

воспалением (Nakahara T. et al., 2017).  

 

1.2. Роль моноцитов и макрофагов в атерогенезе 

 

1.2.1. Характеристика субпопуляций макрофагов 

 

В настоящее время известно, что макрофаги принимают 

непосредственное участие в формировании, развитии и регрессии 

атеросклеротических бляшек на всех стадиях атерогенеза. В частности, это 

зависит от вовлечения макрофагов в процессы инфильтрации интимы сосуда 

липидами и развития воспалительных реакций. Как было описано выше, в 

основном макрофаги атеросклеротических бляшек имеют происхождение от 

моноцитов, циркулирующих в крови, однако, в меньшей степени, они также 

могут происходить из ГМК, которые способны к дифференцировке в 

макрофагоподобные клетки (Feil S. et al., 2014; Randolph G. J., 2014).  

Принято считать, что в состав популяции макрофагов 

атеросклеротических бляшек включено несколько субпопуляций (таб. 1) 

(Deng H. et al., 2020; Tabas I., Bornfeldt K. E., 2016). К первой субпопуляции 

относятся активированные по классическому пути провоспалительные 

макрофаги, которые поляризованны по фенотипу M1 (Martinez F. O., Gordon 

S., 2014). Они способны к секреции таких провоспалительных цитокинов, как 

ФНОα, ИЛ-1β, ИЛ-6 и ИЛ-12, а также хемокина MCP-1, известного как 

хемокиновый лиганд с С-С мотивом 2 (CCL2) (Murray P. J. et al., 2014; Tabas 

I., Bornfeldt K. E., 2016; Yunna C. et al., 2020). Данные молекулы способствуют 

привлечению большего числа моноцитов в очаги поражения (развивающиеся 

бляшки). Кроме того, М1 макрофаги также способны генерировать АФК и NO, 

посредством активации НАДФН-оксидазы и индуцибельной синтазы оксида 

азота (iNOS), соответственно (Deng H. et al., 2020; Tabas I., Bornfeldt K. E., 

2016). Высокая секреция провоспалительных молекул M1 макрофагами 
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способствует росту атеросклеротических бляшек и повышению их 

нестабильности (Yang S. et al., 2020). 

Вторая субпопуляция представляет собой активированные по 

альтернативному пути противовоспалительные макрофаги, поляризованные 

по фенотипу М2 (Deng H. et al., 2020). Они способны к секреции 

противовоспалительных молекул, таких как ИЛ-10, трансформирующий 

фактор роста-β (TGF-β) и хемокины CCL17 и CCL22 (Deng H. et al., 2020; 

Dyken S. J. Van, Locksley R. M., 2013; Yunna C. et al., 2020). В отличие 

макрофагов, поляризованных по фенотипу М1, данная субпопуляция 

макрофагов способствует уменьшению размера атеросклеротических бляшек 

и повышению их стабильности (Yang S. et al., 2020). Настоящий эффект 

достигается благодаря их способности вырабатывать противовоспалительные 

молекулы, что способствует замедлению воспалительных процессов в 

пораженных участках сосудов и способствует стабилизации бляшек. 

Макрофаги М1 в большей степени локализуются в наиболее нестабильных 

участках атеросклеротических бляшек (плечи бляшки), тогда как в 

некротическом ядре и фиброзной покрышке могут обнаруживаться оба 

фенотипа М1 и М2. Таким образом может поддерживаться баланс между 

провоспалительной активностью макрофагов М1 и благоприятными 

противовоспалительными эффектами макрофагов М2 в фиброзной покрышке. 

Стоит отметить, что в адвентиции число макрофагов М2 обычно в два-три раза 

выше, чем макрофагов М1 (Abdolmaleki F. et al., 2019). 

В свою очередь, альтернативно активированные макрофаги М2 делятся 

на четыре подтипа: M2a, M2b, M2c и M2d (таб. 1). Каждый из перечисленных 

фенотипов макрофагов по-разному влияют на течение атеросклероза (Yang S. 

et al., 2020). Активированные с помощью ИЛ-4 или ИЛ-13 макрофаги M2a 

приводят к повышенной секреции ИЛ-10, TGF-β, CCL17, CCL18 и CCL22 и 

усиливают эндоцитарную активность, способствуют росту клеток и 

восстановлению тканей. Макрофаги M2b активируются с помощью иммунных 

комплексов в комбинации с липополисахаридом (ЛПС) и ИЛ-1β. Данная 
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субпопуляция макрофагов способна к выработке и секреции как 

провоспалительных, так и противовоспалительных цитокинов, среди которых 

ФНОα, ИЛ-1β, ИЛ-6 и ИЛ-10. Макрофаги M2c, также известные как 

инактивированные макрофаги, активируются под воздействием 

глюкокортикоидов, ИЛ-10 и TGF-β.  В свою очередь, эти клетки синтезируют 

широкий спектр цитокинов, таких как ИЛ-10, TGF-β, CCL16 и CCL18, которые 

играют ключевую роль в регуляции воспалительных реакций и поддержании 

тканевого гомеостаза.  M2c макрофаги играют одну из основных ролей в 

процессе фагоцитоза апоптотических клеток. Макрофаги M2d индуцируются 

антагонистами TLR (toll-подобный рецептор), секретируют ИЛ-10 и факторы 

роста эндотелия сосудов (VEGF), что способствует ангиогенезу (Chinetti-

Gbaguidi G. et al., 2015). 

На процесс поляризации макрофагов во многом влияет микроокружение 

внутри атеросклеротических поражений (Yang S. et al., 2020). Поляризация М1 

макрофагов индуцируются ИФН-γ и ЛПС, в то время как М2 макрофагов – 

ИЛ-4 и ИЛ-13 (Deng H. et al., 2020; Dyken S. J. Van, Locksley R. M., 2013; Yunna 

C. et al., 2020). Ключевым аспектом поляризации макрофагов является 

изменение экспрессии маркеров клеточной поверхности. У М1 макрофагов 

наблюдается повышенная экспрессия CD80, CD86 и CD16/32, тогда как у М2 

макрофагов обнаружена экспрессия аргиназы-1 (Arg-1) и макрофагального 

маннозного рецептора 1 (MMR, также известный как CD206) (Dyken S. J. Van, 

Locksley R. M., 2013; Yunna C. et al., 2020). Функции макрофагов тесно связаны 

с их метаболическими особенностями (Stremmel C. et al., 2019). Макрофаги 

М1 преимущественно характеризуются гликолитическим типом метаболизма, 

в то время как макрофаги М2 – митохондриальным окислительным 

фосфорилированием и метаболизмом жирных кислот.  

Некоторые данные свидетельствуют о существовании также ряда других 

субпопуляций макрофагов, населяющих атеросклеротические бляшки (Boyle 

J. J. et al., 2009; Chinetti-Gbaguidi G. et al., 2015; Tabas I., Bornfeldt K. E., 2016; 

Yang S. et al., 2020; Никифоров Н. Г. et al., 2015). К ним относятся популяции 
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M(Hb), HA-mac, Mhem, Mox и М4, индукция которых происходит в связи с 

воздействием гемоглобин-гаптоглобиновых комплексов, гема, окисленных 

фосфолипидов и хемокина CXCL4, соответственно (таб. 1).  

В геморрагических зонах атеросклеротических бляшек человека 

обнаруживаются макрофаги с фенотипом M(Hb), которые представляют собой 

субпопуляцию макрофагов CD68+, экспрессирующих MMR и скэвенджер-

рецептор, богатый цистеином белок М130 типа 1 (CD163) (Finn A. V. et al., 

2012). CD163 принимает участие в клиренсе и эндоцитозе гемоглобин-

гаптоглобиновых комплексов после кровоизлияния в бляшках. Фенотип 

макрофагов M(Hb) характеризуется выработкой противовоспалительных 

факторов (ИЛ-10) и сниженной продукцией АФК, а за счет активности X-

рецептора печени α (LXRα) и индукции оттока холестерина, эти макрофаги 

менее подвержены внутриклеточному накоплению липидов.  

Субпопуляция макрофагов, ассоциированных с кровоизлиянием в 

атеросклеротических бялшках (HA-mac), характеризуются высокими 

уровнями CD163 и низкими уровнями человеческого лейкоцитарного 

антигена-DR (HLA-DR) (Boyle J. J. et al., 2009). Кровоизлияние внутри бляшек 

ускоряет развитие атеросклероза за счет развития окислительного стресса и 

способствует развитию и дестабилизации бляшки. Макрофаги HA-mac 

способствуют очищению от гемоглобина, снижают продукцию АФК и 

развитие окислительного стресса, таким образом проявляя атеропротекторные 

свойства. 

Поляризация макрофагов по фенотипу Mhem опосредуется 

присутствием гема в атеросклеротических бляшках (Boyle J. J. et al., 2011; 

Boyle J. J. et al., 2012). Также, как и M(Hb), макрофаги Mhem характеризуются 

экспрессией LXRα, и белка, члена 1 подсемейства A АТФ-связывающей 

кассеты (ABCA1), за счет которых они менее подвержены накоплению 

липидов. Кроме того, макрофаги Mhem характеризуются повышенной 

экспрессией CD163 и HO-1, что способствует антиоксидантной защите. 
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Таким образом, макрофаги M(Hb), HA-mac и Mhem обладают сходными 

функциями и в меньшей степени способны к дифференцировке в пенистые 

клетки. В то же время, данные фенотипы макрофагов способны снижать 

уровни окислительного стресса. Данные фенотипы могут сосуществовать в 

областях кровоизлияния в атеросклеротических бляшках человека, или могут 

представлять различные стадии дифференцировки одной клеточной 

субпопуляции (Chinetti-Gbaguidi G. et al., 2015). 

Окисленные фосфолипиды или ЛПНП способны индуцировать 

поляризацию макрофагов по фенотипу Mox за счет активации NFE2L2, 

ядерного фактора транскрипции, родственного эритроидному фактору 2, что 

было продемонстрировано на модели атеросклероза у мышей (Kadl A. et al., 

2010). В отличии от макрофагов M1 и M2, у макрофагов Mox наблюдается 

сниженная фагоцитарная и хемотаксическая активность. В ответ на 

воздействие окисленных фосфолипидов макрофаги Mox экспрессируют 

некоторые провоспалительные маркеры, такие как ИЛ-1β и циклооксигеназа 2 

(COX-2), а также антиоксидантные ферменты, такие как гемоксигеназа‑1 (HO-

1) и тиоредоксин редуктаза 1 (Txnrd1).  

Тромбоцитарный фактор 4, также известный как хемокин 4 с мотивом 

CXC (CXCL4), секретируемый эндотелиальными клетками в 

атеросклеротических бляшках, индуцирует поляризацию макрофагов по 

фенотипу М4 (Domschke G., Gleissner C. A., 2019). Макрофаги М4 

характеризуются отсутствием способности к фагоцитозу, и, кроме того, не 

экспрессируют CD163 и HO-1. Характерными маркерами макрофагов М4 

считаются CD68+, матриксная металлопротеиназа 7 (MMP7) и кальций-

связывающий белок S100A8. В атеросклеротических бляшках человека 

макрофаги М4 преимущественно присутствуют в адвентиции и интиме, и их 

преобладание связано с нестабильностью бляшки. Макрофаги М4 

секретируют провоспалительные цитокины ИЛ-6 и ФНОα, а также 

характеризуются сниженной экспрессией скэвенджер-рецепторов, таких как 
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CD36 или SR-1, участвующих в захвате ЛПНП, из чего следует их сниженная 

способность к дифференцировке в пенистые клетки. 

 

Таблица 1. Общие характеристики субпопуляций макрофагов 

 
Фенотип Стимул поляризации Основные 

маркеры 

Функции 

M1 ИФН‑γ, ЛПС ФНОα, ИЛ‑1β, 

ИЛ‑6, ИЛ‑12, 

CCL2, CD80, 

CD86 и CD16/32 

Развитие воспаления, рост 

атеросклеротических бляшек, 

повышение их нестабильности 

M2a ИЛ‑4, ИЛ‑13 ИЛ-10, TGF-β, 

CCL17, CCL18 и 

CCL22, Arg-1, 

MMR 

Снижение воспаления, рост клеток, 

восстановление тканей, 

уменьшение размера 

атеросклеротических бляшек, 

повышение их стабильности 

M2b Комбинация 

иммунных 

комплексов с ИЛ‑1β 

или ЛПС 

Высокая 

экспрессия ИЛ‑10, 

низкая экспрессия 

ИЛ‑12 

Регуляция воспалительных 

реакций 

M2c ИЛ‑10, TGF‑β, 

глюкокортикоиды 

MMR, ИЛ-10, 

TGF-β, CCL16 и 

CCL18 

Фагоцитоз апоптотических клеток 

M2d Антагонисты TLR ИЛ-10, VEGF Ангиогенез 

M(Hb) Гемоглобин-

гаптоглобиновые 

комплексы 

CD163, MMR, 

CD68+, ИЛ-10 

 

Отток холестерина, менее 

подвержены к дифференцировке в 

пенистые клетки, снижение 

окислительного стресса, клиренс 

гемоглобина 
HA-mac Гемоглобин-

гаптоглобиновые 

комплексы 

Высокая 

экспрессия 

CD163, низкая 

экспрессия HLA-

DR 

Mhem Гем CD163, ATF-1 

Mox Окисленные 

фосфолипиды 

(ЛПНП) 

ИЛ-1β, COX-2, 

HO-1, Txnrd1, 

NFE2L2 

Снижение фагоцитарной 

активности 

M4 CXCL4 CD68+, MMP‑7, 

S100‑A8, ИЛ-6, 

ФНОα, сниженная 

экспрессия CD36 

и SR-1 

Отсутствие фагоцитоза, менее 

подвержены к дифференцировке в 

пенистые клетки, воспалительные 

реакции, повышение 

нестабильности бляшек 
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1.2.2. Участие макрофагов в формировании атеросклеротических 

поражений 

 

Механизмы, регулирующие атерогенез и формирование 

атеросклеротических бляшек, в которых принимаю участие макрофаги, 

разнообразны (Tabas I., Bornfeldt K. E., 2016). 

Привлечение большого числа моноцитов из кровотока в интиму с их 

дальнейшей дифференцировкой в макрофаги на ранних стадиях развития 

атеросклеротического поражения и их дальнейшее превращение в пенистые 

клетки за счет активного поглощения липидов приводит к формированию и 

расширению жировых полос. Кроме того, рост атеросклеротического 

поражения возможен также за счет преобладания локальной пролиферации 

макрофагов над процессами миграции моноцитов на более поздних стадиях 

развития бляшки. Существует предположение, что снижение или остановка 

пролиферации резидентных макрофагов будет приводить к уменьшению 

размера поражения (Tabas I., Bornfeldt K. E., 2016). 

Образование пенистых клеток из макрофагов в основном вызвано 

нарушением баланса между поглощением липидов, внутриклеточным 

перераспределением липидов и обратным транспортом холестерина. Данные 

процессы тесно взаимосвязаны и представлены множественными путями 

поглощения ЛПНП макрофагами и внутриклеточного накопления липидов, 

которые опосредуются функционированием таких органелл, как лизосомы, 

митохондрии, эндоплазматический ретикулум (ЭПР), и таких ферментов, как 

нейтральная гидролаза сложных эфиров холестерина (NCEH), ацетил-КоА-

ацетилтрансфераза (ACAT), а также ABCA1 и ABCG1. В совокупности, их 

взаимодействие представляет собой сложный динамический процесс с 

многофакторной регуляцией (Sukhorukov V. N. et al., 2020). Поглощение 

ЛПНП макрофагами опосредуется такими рецепторами, как рецептор 

липопротеидов низкой плотности (LDLR), скэвенджер-рецептор класса В 

(CD36), лектин‑подобный рецептор 1 для окисленных ЛПНП (LOX1), а также 
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скэвенджер-рецептор класса А (SR-A) (Sukhorukov V. N. et al., 2020). 

Внутриклеточный метаболизм липидов включает в себя процессы гидролиза, 

этерификации, накопления в липидных каплях и отток холестерина из клеток, 

опосредуемый ABCA1 и ABCG1. В макрофагах накопление липидов также 

регулируется Х-рецепторами печени (LXR), которые могут снижать 

эндоцитоз, опосредованный скэвенджер-рецепторами, усиливать отток 

холестерина из клеток и опосредовать противовоспалительные эффекты 

(Stremmel C. et al., 2019).  

В свою очередь, внутриклеточное накопление липидов в макрофагах 

приводит к активации провоспалительного пути NF-κB и формирования 

инфламмасомного комплекса, что приводит к продукции медиаторов 

воспаления, таких как ИЛ-1β, ИЛ-18, ИЛ-6 и ФНОα (Sukhorukov V. N. et al., 

2020; Ганковская Л. В. et al., 2023). Кроме того, недавно было показано, что 

макрофаги M2 обладают более высокой активностью поглощения липидов и 

образования пенистых клеток, в то время как у макрофагов M1 

демонстрируется обратный эффект (Baidžajevas K. et al., 2020). Это позволяет 

сделать вывод о том, что поляризация макрофагов, значительно влияет на их 

метаболизм липидов.  

На поздних стадиях в атеросклеротических бляшках усиливается 

апоптоз макрофагов, частично связанный с развитием стресса ЭПР, который 

может индуцироваться за счет взаимодействия свободного холестерина, 

жирных кислот или окисленных ЛПНП с рецепторами CD36, TLR2, SR-A, что 

приводит к активации STAT1-зависимых сигнальных путей (Tabas I., Bornfeldt 

K. E., 2016). Апоптоз макрофагов является защитным механизмом на ранних 

стадиях развития бляшки, который приводит к уменьшению ее размера за счет 

реализации эффективного эффероцитоза соседними макрофагами. Благодаря 

данному процессу происходит удаление погибающих клеток до того, как 

нарушится целостность их мембран, а также предотвращение клеточного 

некроза. В свою очередь, предотвращение клеточного некроза препятствует 

высвобождению потенциально повреждающих агентов во внеклеточную 
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среду, включая молекулы, которые могут стимулировать воспалительные 

реакции, ферменты, протеазы и оксиданты (Thorp E., Tabas I., 2009).  

Нарушения процессов эффероцитоза способствуют увеличению размера 

бляшки, развитию некротических ядер и усилению воспаления в связи с 

высвобождением медиаторов воспаления из некротических клеток. В свою 

очередь, на ранних стадиях бляшки могут подвергаться регрессии, вероятно, 

за счет эффероцитоза и снижения привлечения моноцитов и макрофагов в 

очаги поражения (Tabas I., Bornfeldt K. E., 2016).  

Кроме того, повышенный стресс ЭПР в макрофагах может запускать 

процесс аутофагии, что впоследствии приводит к подавлению апоптоза 

макрофагов и уменьшению окислительного стресса. Нарушение процессов 

аутофагии в макрофагах связано с активацией инфламмасом в ответ на 

кристаллы холестерина и снижением оттока холестерина из клеток через 

ABCA1 (Tabas I., Bornfeldt K. E., 2016). Также в клетках обнаружен особый 

механизм, ответственный за деградацию митохондрий с нарушенной 

функцией, который получил название митофагия и представляет собой особый 

тип аутофагии. Инициация митофагии зависит от P-TEN-индуцированной 

киназы (PINK1), которая накапливается на внешней мембране митохондрий в 

ответ на снижение митохондриального мембранного потенциала (∆Ψm), а 

затем рекрутирует белок Parkin. Окислительный стресс и кристаллы 

холестерина могут приводить к нарушению целостности лизосомальных 

мембран, вызывая высвобождение лизосомальных гидролаз и приводя к 

чрезмерной активности митофагии при длительном воздействии. Это 

способствует высвобождению из митохондрий цитохрома с, что в дальнейшем 

может привести к апоптозу (Orekhov A. N. et al., 2019).  
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1.3. Связь митохондриальной дисфункции с возникновением и 

развитием атеросклероза 

 

1.3.1. Основные последствия развития митохондриальной дисфункции в 

клетках атеросклеротических поражений 

 

Активность макрофагов во многом зависит от функционального 

состояния митохондрий, которые играют ключевую роль в метаболических и 

сигнальных путях, опосредующих окислительно-восстановительные 

процессы, биосинтез различных молекул, эффероцитоз и апоптотоз (Dumont 

A. et al., 2021). 

Митохондрии представляют собой многофункциональные органеллы, 

которые обеспечивают клетки необходимыми для жизнедеятельности 

ресурсами. Общеизвестной и при этом важнейшей функцией митохондрий 

является участие в энергетическом обмене и, соответственно, выработке 

аденозин-5'-трифосфата (АТФ) за счет осуществления процессов 

окислительного фосфорилирования. Реализация данной функции происходит 

за счет активности локализующихся в митохондриальной мембране 

дыхательной цепи переноса электронов, или ЭТЦ, и АТФ-синтазы. Не менее 

важной функцией митохондрий является участие в биосинтезе аминокислот, 

жирных кислот, липидов и нуклеотидов (Kastaniotis A. J. et al., 2017; Song J. et 

al., 2021). Также в митохондриях протекают реакции цикла трикарбоновых 

кислот (цикл Кребса), цикла мочевины, формирование гема и кластеров 

железо-сера. Кроме того, митохондрии играют главную роль в 

запрограммированной гибели клеток путем апоптоза, аутофагии и регуляции 

выживаемости клеток в физиологических и патологических состояниях (Abate 

M. et al., 2020; Dumont A. et al., 2021). Помимо всего вышеперечисленного 

необходимо учитывать, что митохондриальные белки участвуют в 

формировании мембранных контактов с другими клеточными органеллами, 

такими как ЭПР, что необходимо для внутриклеточного обмена липидами, а 

также передачи сигналов, в частности опосредованных ионами кальция, 
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регуляции слияния и деления митохондрий (Sukhorukov V. N. et al., 2020; 

Szymański J. et al., 2017).  

Основой для многих воспалительных заболеваний, включая 

атеросклероз, является нарушение функционирования митохондрий. В основе 

дисфункции митохондрий может лежать широкий спектр нарушений, таких 

как развитие окислительного стресса вследствие наличия дефектных 

комплексов ЭТЦ, мутации в мтДНК, возникновение нарушений в цикле 

Кребса и синтезе АТФ, снижение транспорта метаболитов и субстратов в 

митохондрии, необходимых для обеспечения ключевых клеточных процессов, 

изменения электрического и химического трансмембранного потенциала 

внутренней мембраны митохондрий, а также нарушение митохондриальной 

динамики, заключающейся в процессах деления и слияния, и митофагии 

(Markin A. M., et al., 2021; Nicolson G. L., 2014; Xu M. et al., 2024). В свою 

очередь, эти изменения приводят к снижению эффективности процессов 

окислительного фосфорилирования и уменьшению продукции АТФ.  

Кроме того, дисфункция митохондрий тесно связана с развитием 

окислительного стресса за счет генерации митохондриями АФК (Orekhov A. 

N. et al., 2019). Основными источниками АФК являются комплексы I и III 

дыхательной цепи митохондрий, семейство ферментов моноаминоксидаз, 

NADPH-оксидаза 4 (NOX4) и адаптер фактора роста белка p66Shc (Shemiakova 

T. et al., 2020). NOX4 широко представлена в митохондриях многих тканей и 

играет важную роль в процессах передачи сигналов АФК, ангиогенезе и 

адаптивных реакциях на гипоксию, а также способствует развитию 

воспаления и клеточного стресса. Ферменты семейства моноаминоксидаз 

локализованы на внешней митохондриальной мембране и генерируют АФК во 

время катаболизма катехоламинов. p66Shc функционирует в 

митохондриальной передаче сигналов и может участвовать в генерации 

перекиси водорода путем окисления цитохрома c. Кроме того, регуляцию 

выработки АФК митохондриями также может опосредовать 

митохондриальный АТФ-чувствительный калиевый канал. 
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Митохондрии являются как ключевым источником генерации АФК, так 

и основной их мишенью воздействия. АФК, продуцируемые митохондриями, 

усиливают окисление ЛПНП и белков, могут вызывать значительное 

повреждение ядерной ДНК, гибель клеток, а также воздействовать на 

сигнальные молекулы, запускающие высвобождение воспалительных 

цитокинов (Shemiakova T. et al., 2020). Увеличение генерации АФК 

митохондриями клеток атеросклеротических поражений способствует 

развитию дисфункции эндотелия, воспаления сосудов и накопления 

окисленных ЛПНП в артериальной стенке. Кроме того, одной из мишеней 

генерируемых митохондриями АФК является их собственный 

митохондриальный геном (Orekhov A. N. et al., 2019). Митохондриальная ДНК 

подвержена окислительному повреждению в связи с отсутствием в ней 

гистонов и, вероятно, слабо развитых механизмов репарации. Мутации и 

делеции в мтДНК, в свою очередь, способствуют формированию новых 

циклов генерации АФК, образуя таким образом порочный круг.  

Стоит также отметить недавно описанный механизм участия 

митохондрий в формировании воспалительного ответа (Dumont A. et al., 2021). 

Митохондрии являются источником различных молекулярных фрагментов, 

ассоциированных с повреждениями (DAMP), включающих в себя 

кардиолипин, сукцинат и TFAM (митохондриальный фактор транскрипции А), 

АФК, собственно митохондрии и мтДНК, высвобождаемые во внеклеточное 

пространство (Banoth B., Cassel S. L., 2018; Dumont A. et al., 2021; Faas M. M., 

Vos P. de, 2020; Glanz V. Y. et al., 2020; Riley J. S., Tait S. W., 2020). 

Взаимодействие DAMP с клетками атеросклеротических поражений, в том 

числе макрофагами, способствует активации врожденного иммунного ответа, 

приводящего к развитию локальных воспалительных процессов (Dumont A. et 

al., 2021). Например, макрофаги М1 могут высвобождать во внеклеточное 

пространство как свободные митохондрии, так и митохондрии, 

инкапсулированные в микровезикулы, которые могут связываться с 

эндотелиальными клетками и индуцировать выработку ИФН-γ и ФНОα. Более 
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того, высвобождение мтДНК в цитоплазму клетки и во внеклеточную среду 

активирует множество различных каскадных реакций и врожденных 

иммунных ответов, включая cGAS-STING-TBK1, что приводит к экспрессии 

интерферон-стимулированных генов, способствующего противовирусному 

иммунитету, экспрессии TLR9 и образованию инфламмасом. Тем не менее, 

предполагается, что повреждение мтДНК и последующее ее высвобождение 

из митохондрий активирует каскад защитных сигнальных реакций, 

усиливающих репарацию ядерной ДНК в клетках (Dumont A. et al., 2021; Wu 

Z. et al., 2019).  

 

1.3.2. Структура, функции и механизмы регуляции митохондриального 

генома 

 

В основе современных представлений о происхождении митохондрий 

лежит эндосимбиотическая теория, утверждающая, что в процессе эволюции 

исходные анаэробные археи поглотили предшественников митохондрий, 

которые являлись предками класса Alphaproteobacteria (Protasoni M., Zeviani 

M., 2021). Эндосимбиотическое происхождение митохондрий подтверждается 

структурными особенностями данных органелл, в том числе наличием 

внешней и внутренней мембран, окружающих митохондриальный матрикс и 

межмембранное пространство. Дополнительные доказательства включают 

наличие собственной мтДНК, митохондриальных рибосом (миторибосом), 

кардиолипина в составе мембран, специфичного для бактерий, а также белков 

типа β-бочонков во внешней мембране. Кроме того, мтДНК присущи 

особенности, сохранившиеся от бактериального предка, что является одним из 

главных аргументов в пользу теории эндосимбиоза. Таким образом, 

сохранение у митохондрий эукариот вышеперечисленных характеристик от 

общего с бактериями предка подкрепляет теорию эндосимбиоза. 

МтДНК представляет собой кольцевую двухцепочечную молекулу, 

состоящую из 16 569 пар оснований (п.н.), каждая из цепей которой 
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обозначаются как «тяжелая» (H) и «легкая» (L), транскрибирующиеся в виде 

длинных полицистронных молекул, где транскрипция инициируется с 

промоторов тяжелой цепи (HSP) и промотора легкой цепи (LSP) (Nicholls T. J., 

Gustafsson C. M., 2018; Nicholls T. J., Minczuk M., 2014). МтДНК не содержит 

интронов, хотя некоторые области, кодирующие гены, могут перекрываться. 

Кроме того, мтДНК характеризуется многокопийностью, что означает 

возможность ее присутствия в клетках тканей организма в количестве от 100 

до 10 000 копий. Более того, в одной митохондрии содержится множество 

копий мтДНК (Protasoni M., Zeviani M., 2021). МтДНК имеет одну 

некодирующую область, называемую петлей смещения (D-петля). Она 

представляет собой трехцепочечную структуру, образованную за счет 

включения третьей короткой цепи 7S ДНК. D-петля играет роль в гомеостазе 

нуклеотидов, репликации мтДНК и организации нуклеоидов. D-петля 

характеризуется высокой частотой мутаций, преимущественно в HVR-1 и 

HVR-2 (гипервариабельный сегмент 1 и гипервариабельный сегмент 2) 

(Nicholls T. J., Minczuk M., 2014; Omasanggar R. et al., 2020). 

Только 1% митохондриальных белков кодируется геномом 

митохондрий, в то время как остальные 99% синтезируются на основе ядерной 

ДНК (Song J. et al., 2021). Митохондриальный геном содержит 37 генов, 

включая 2 гена рибосомальных РНК (12S и 16S рРНК), 22 гена транспортных 

РНК (тРНК) и 11 матричных РНК (мРНК), которые кодируют 13 белков. Эти 

белки преимущественно представлены субъединицами дыхательной цепи, 

включая NADH-дегидрогеназы (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6), 

цитохром b (комплекс III), цитохром c оксидазы I, II и III (комплекс IV), а 

также АТФазы 6 и 8 (комплекс V) (Ott M. et al., 2016; Protasoni M., Zeviani M., 

2021). В целом, митохондриальный протеом человека включает в себя 

приблизительно 1500 белков (Song J. et al., 2021). В ходе эволюции геном 

эндосимбионта-предшественника митохондрии был частично утрачен или 

встроен в геном клеток-хозяев, в связи с чем митохондриальным белкам 

присуще двойное генетическое происхождение. Митохондриальные белки, 
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кодируемые ядерной ДНК, синтезируются в цитоплазме клетки и посредством 

транслоказ митохондриальной мембраны импортируются в митохондрии в 

виде предшественников за счет наличия сигнала митохондриальной 

локализации. В дальнейшем происходит их перераспределение по 

внутримитохондриальным компартментам. В свою очередь, 

митохондриальные белки, кодируемые мтДНК, синтезируются внутри 

митохондрий за счет работы миторибосом (Rodrigues S. C. et al., 2020).  

МтДНК упакована в нуклеопротеидный комплекс (нуклеоид) диаметром 

приблизительно равным 100 нм с основным структурным белком TFAM, 

выступающим также в роли фактора транскрипции (Gustafsson C. M. et al., 

2016; Kukat C. et al., 2015; Nicholls T. J., Gustafsson C. M., 2018). Сегрегация и 

равномерное распределение мтДНК между дочерними клетками зависит от 

динамики митохондрий, а также структуры и состава внутренней 

митохондриальной мембраны вблизи мест контакта митохондрий с ЭПР 

(Markin A. M. et al., 2021; Nicholls T. J., Gustafsson C. M., 2018). Тем не менее, 

процесс репликации мтДНК отличается от репликации ядерной ДНК. К 

основным белкам, обеспечивающим репликацию мтДНК, относятся ДНК-

полимераза γ (Polγ), хеликаза Twinkle и митохондриальный одноцепочечный 

связывающий белок (mtSSB). Кроме того, к обеспечению данного процесса 

привлекаются дополнительные белки, такие как митохондриальная РНК-

полимераза (POLRMT), митохондриальный транскрипционный фактор 

TFAM, фактор элонгации транскрипции (TEFM), фактор транскрипции B2 

(TFB2M), экзонуклеаза MGME1, ДНК-лигаза III и РНКаза H1, играющие 

ключевую роль в обеспечении стабильности и репарации митохондриального 

генома (Falkenberg M., 2018; Fontana G. A., Gahlon H. L., 2020; Yasukawa T., 

Kang D., 2018). Нарушение процесса репликации приводит к появлению 

одиночных или множественных мутаций, которые приводят к делеции или 

истощению мтДНК. 

В отличии от ядерного генома, механизмы, ответственные за репарацию 

поврежденной мтДНК, в митохондриях менее развиты и на данный момент 
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плохо изучены. Наиболее изученным механизмом репарации в 

митохондриальном геноме является эксцизионная репарация оснований (base 

excision repair, BER), который исправляет окисленные основания в мтДНК или 

двуцепочечные разрывы (ДЦР) (Gu S. et al., 2021; Mok B. Y. et al., 2020). 

Возможна реализация двух подпутей BER, таких как BER с точечной 

заплаткой, заключающийся в замене только одного нуклеотида, и BER с 

короткой заплаткой, который способен заменять короткий фрагмент длиной 

2–15 нуклеотидов. В митохондриях данный механизм репарации опосредуют 

белки, также участвующие и в ядерном механизме эксцизионной репарации 

нуклеотидов (nucleotide excision repair, NER) (Kamenisch Y. et al., 2010). 

Однако, остается малоизученным вопрос о существовании в митохондриях 

механизмов репарации ошибочно спаренных нуклеотидов и репарации ДЦР, 

таких как гомологичная рекомбинация, негомологичное соединение концов 

(NHEJ) и микрогомологичное соединение концов (MMEJ). Возможность 

наличия гомологичной рекомбинации в митохондриальном геноме 

подтверждается присутствием в митохондриальном матриксе белков типа 

Rad52, Rad51, Rad59p, MRE11 и NIBRIN, опосредующих реализацию данного 

механизм в ядре (Bian W. P. et al., 2019; Chesner L. N. et al., 2021; Dahal S. et 

al., 2018; Mbantenkhu M. et al., 2011; Stein A. et al., 2015; Yoo B. C. et al., 2020). 

Также в пользу существования пути репарации MMEJ в митохондриях, 

свидетельствует наличие таких белков и ферментов, как CtIP, FEN1, MRE11, 

поли(АДФ-рибоза)-полимеразы 1 (PARP1) и ДНК лигазы III (Reddy P. et al., 

2015; Tadi S. K. et al., 2016; Wang B. et al., 2021). Однако, на данный момент 

существует недостаточное количество прямых доказательств в пользу наличия 

в митохондриальном геноме путей репарации NHEJ и механизмов репарации 

ошибочно спаренных нуклеотидов (Dahal S. et al., 2018; Souza-Pinto N. C. de et 

al., 2009; Tadi S. K. et al., 2016; Wisnovsky S. et al., 2016; Yoo B. C. et al., 2020). 
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1.3.3. Связь мутаций митохондриального генома с патогенезом 

атеросклероза и сердечно-сосудистых заболеваний 

 

Современные исследования показали, что некоторые аспекты 

патогенеза атеросклероза могут быть связаны с нарушениями в 

функционировании митохондрий, вызванными повреждением мтДНК (Glanz 

V. Y. et al., 2020; Mercer J. R. et al., 2010; Sazonova M. A. et al., 2017; Tolstik T. 

V. et al., 2024; Толстик Т. В. et al., 2023).  Мутации, возникающие в 

митохондриальном геноме, изменяют структурные и функциональные 

свойства митохондрий, что приводит к нарушениям в процессе 

окислительного фосфорилирования и способствует развитию различных 

заболеваний. Данные изменения могут стать пусковым механизмом в развитии 

патологий сердечно-сосудистой системы, в том числе и атеросклероза, путем 

усиления окислительного стресса и воспалительного ответа. (Glanz V. Y. et al., 

2020; Hu H. et al., 2020; Mustafa M. F. et al., 2020; Татевосян А. С. et al., 2023). 

Некоторые из мутаций мтДНК могут способствовать развитию осложнений 

данных заболеваний и использоваться в качестве биомаркеров для оценки 

предрасположенности к развитию патологий. 

Мутации мтДНК могут находиться в состоянии гомоплазмии и 

гетероплазмии. Гомоплазматические мутации затрагивают всю мтДНК 

клетки, тогда как гетероплазматические мутации характеризуются наличием 

как нормальных, так и мутантных аллелей в мтДНК в различных пропорциях. 

Уровень гетероплазмии, который определяет процент мутантной мтДНК в 

клетке, является важным показателем степени митохондриальной дисфункции 

и напрямую влияет на выраженность клинических проявлений заболевания, 

включая тяжесть поражения. Патологический порог гетероплазмии мутантной 

мтДНК может составлять до 60–90% и проявляться в виде клинических 

симптомов заболевания, поэтому качественная и количественная оценка 

уровня гетероплазмии в митохондриальном геноме необходимы для 

исследования связи между мутациями митохондриального генома и 
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заболеваниями человека (Glanz V. Y. et al., 2020; Sazonova M. et al., 2016; 

Sobenin I. A. et al., 2012). 

Использование современных методов для выявления мутаций в мтДНК 

позволило установить взаимосвязь между определенными 

митохондриальными мутациями и различными хроническими патологиями у 

человека. Среди них были выявлены патологии сердечно-сосудистой системы, 

такие как ИБС, инфаркт миокарда, инсульт, коронарный стеноз, атеросклероз, 

кардиомиопатия, ЗПА. Кроме того, была продемонстрирована ассоциация 

мутаций в мтДНК с рядом других хронических патологических состояний, 

включая некоторые формы онкологических заболеваний, диабет и 

наследственную глухоту (Glanz V. Y. et al., 2020; Gonzalez-Freire M. et al., 

2020; Heidari M. M. et al., 2020; Hu H. et al., 2020; Omasanggar R. et al., 2020; 

Sazonova M. et al., 2016; Sobenin I. A. et al., 2012).  

Одними из наиболее изученных являются мутации различных тРНК, 

кодируемых в митохондриальном геноме. Было показано, что мутации 

m.5592A>G и m.5024C>T в митохондриальном гене тРНКAla, а также 

m.15927G>A в гене тРНКThr могут являться наследуемыми факторами риска 

ИБС, так как они способны изменять структуру и функцию тРНК, увеличивать 

их нестабильность, что приводит к дисфункции митохондрий, дефициту 

окислительного фосфорилирования и увеличению продукции АФК в клетках 

сердечной мышцы и сосудов, способствуя таким образом развитию миопатий 

и кардиомиопатий (Gammage P. A. et al., 2018; Qin Y. et al., 2014).  Кроме того, 

у пациентов с ИБС были выявлены мутации m.8326A>G, m.8331A>G, 

m.8324T>A и m.8344A>G в гене тРНКLys (MT-TK), а также 

гетероплазматическая мутация m.8231C>A в гене MT-CO2 (Heidari M. M. et 

al., 2020; Matam K. et al., 2014). Известно о двух точечных мутациях 

m.5711A>G и m.5725T> G, гомо- и гетероплазматической соответственно, в 

тРНК Asn и гомоплазматической мутации m.5568A>G в тРНК Trp (Heidari M. M. 

et al., 2017). Мутация m.5725T>G в тРНК Asn является патогенной мутацией при 

ИБС и отличается высокой консервативностью между видами. Также было 
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обнаружено, что гетероплазматические и гомоплазматические мутации в 

области 3777–4679 мтДНК, в которых закодированы гены MT-ND1, MT-ND2, 

тРНКIle, тРНКMet и тРНКGln, положительно коррелируют с проявлением 

эссенциальной (первичной) артериальной гипертензии, унаследованной от 

матери (MIEH) (Zhu Y. et al., 2020). К числу таких мутаций мтДНК относят 

m.3970C>T, m.4048G>A, m.4071C>T, m.4086C>T, m.4164A>G и m.4248T>C в 

гене MT-ND1 и m.4386T>C и m.4394C>T в гене тРНКGln, а также делеции 

m.4563delG, m.4576delA, m.4611delA и m.4612delT. 

Достаточно распространенной является митохондриальная делеция 4977 

п.н. (mtDNA4977), обнаруживаемая при серьезных неблагоприятных 

сердечно-сосудистых событиях (MACE), ИБС, а также раке груди, и она может 

быть использована для идентификации митохондриальной дисфункции и 

окислительного повреждения мтДНК (Hu H. et al., 2020). Делеция mtDNA4977 

может влиять на гены, кодирующие 5 тРНК, 4 субъединицы комплекса I, 1 

субъединицу комплекса IV и 2 субъединицы комплекса V, что может нарушать 

выработку энергии и приводить к генерации АФК. Более высокие уровни 

делеции mtDNA4977 среди пациентов с ИБС связаны со снижением 

количества числа копий мтДНК (Vecoli C. et al., 2018). Высокий уровень 

повреждения мтДНК на ранних стадиях заболевания может стимулировать 

биогенез митохондрий в качестве адаптивного ответа, приводя таким образом 

к увеличению их числа. Однако в долгосрочной перспективе при накоплении 

повреждений мтДНК, ее истощение становится неизбежным, что ведет к 

нарушению митохондриальной функции. Истощение мтДНК в клетках и 

последующее развитие митохондриальной дисфункции играют критическую 

роль в патогенезе атеросклероза и различных сердечно-сосудистых 

заболеваний, ускоряя развитие и тяжесть этих патологий. 

Существуют исследования, подтверждающие связь мутаций мтДНК с 

развитием атеросклероза (Glanz V. Y. et al., 2020; Orekhov A. N. et al., 2015; 

Sazonova M. et al., 2016; Sobenin I. A. et al., 2012; Sobenin I. A. et al., 2013; 

Sobenin I. A. et al., 2019; Tolstik T. V. et al., 2024; Tolstik T. V. et al., 2024). Более 
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того, у пациентов с метаболическим синдромом исследовались десять 

мутаций, ассоциированных с атеросклерозом. Было показано, что наличие 

данных мутаций коррелирует с такими симптомами метаболического 

синдрома, как высокие уровни триглицеридов и глюкозы в крови (Sobenin I. 

A. et al., 2019).  

Для выявления митохондриальных мутаций, ассоциированных с 

атеросклерозом, используются клетки цельной крови (Sazonova M. A. et al., 

2019; Sazonova M. A. et al., 2019; Sinyov V. V. et al., 2017; Максимов В. Н. et 

al., 2018; Судаков Н. et al., 2016). Определение порогового значения уровня 

гетероплазмии мутаций мтДНК, выше которого пациент можно отнести к 

группе повышенного риска развития атеросклероза, как и определение числа 

копий мутантных мтДНК, может являться новым критерием оценки 

предрасположенности к возникновению и развитию атеросклеротических 

поражений артерий человека (Sazonova M. A. et al., 2017; Sazonova M. A. et al., 

2019; Максимов В. Н. et al., 2019; Максимов В. Н. et al., 2018; Судаков Н. et 

al., 2016).  

Так, была выявлена положительная корреляция уровня гетероплазмии 

мутаций в мтДНК, таких как m.15059G>A, m.12315G>A, m.5178C>A, 

m.3256C>T, m.652delG, m.3336T>C и m.14459G>A, с толщиной интима-медиа 

(cIMT) сонных артерий и атеросклерозом, и обратная корреляция уровня 

гетероплазмии для мутаций m.1555A>G, m.13513G>A и m.14846G>A 

(Kirichenko T. V. et al., 2020; Kirichenko T. V. et al., 2020; Sazonova M. A. et al., 

2015; Sazonova M. A. et al., 2017; Sobenin I. A. et al., 2012; Sobenin I. A. et al., 

2019; Сазонова М. А. et al., 2014). Существует значительная разница в уровне 

гетероплазмии мутаций митохондриального генома между здоровыми 

тканями и тканями с атеросклеротическими изменениями. Мутации, 

наблюдаемые в поражённых тканях, локализованы в генах, кодируемых в 

мтДНК, включая MT-RNR1 (12S рРНК), MT-RNR2 (16S рРНК), MT-TL1 и MT-

TL2 (тРНК Leu), а также гены, кодирующие субъединицы комплекса NADH-

дегидрогеназы, такие как MT-ND1, MT-ND2, MT-ND5 и MT-ND6, и ген MT-
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CYB (цитохром b) (таб. 2) (Sazonova M. A. et al., 2016; Sobenin I. A. et al., 2012; 

Sobenin I. A. et al., 2013).  

Нарушения функционирования процессов окислительного 

фосфорилирования, обусловленные мутациями в генах белков, являющихся 

компонентами дыхательной цепи, являются наиболее серьезными. Так, ранее 

была обнаружена мутация m.15059G>A в гене цитохрома b, являющегося 

субъединицей III комплекса III дыхательной цепи, ассоциированная с 

митохондриальной миопатией (Andreu A. L. et al., 1999). Позднее была 

выявлена связь данной мутации с атеросклерозом и первичной гипертензией 

при анализе клеток атеросклеротических поражений и лейкоцитов пациентов 

(Sobenin I. A. et al., 2012; Sobenin I. A. et al., 2013; Баринова В. А. et al., 2015).  

Недавно было выдвинуто предположение, что некоторые из мутаций 

мтДНК могут изменять активацию моноцитов и макрофагов 

атеросклеротических поражений посредством развития митохондриальной 

дисфункции (Orekhov A. N. et al., 2019). Так, мутации мтДНК m.1811A>G и 

m.9477G>A, m.14459G>A, m.1555A>G и m.12315G>A связаны с 

провоспалительной активацией моноцитов крови человека. Наличие мутаций 

m.1811A>G и m.9477G>A в мтДНК макрофагов вероятно оказывает влияние 

на формирование иммунной толерантности и способствует 

продолжительному провоспалительному ответу (Orekhov A. N. et al., 2015). В 

свою очередь, уровень гетероплазмии мутаций m.14459 G>A, m.1555A>G, и 

m.12315G>A коррелируют с повышенной секрецией ФНОα (Orekhov A. N. et 

al., 2015). Кроме того, недавно было показано, что моноциты от пациентов с 

ИБС и ожирением обладают повышенным числом копий мутантной мтДНК, 

которое положительно коррелирует с уровнем секреции ФНОα (Tolstik T. V. 

et al., 2024). Все эти факты указывают на вероятный вклад митохондриальной 

дисфункции, вызванной наличием мутаций в мтДНК, в возникновении 

хронического сосудистого воспаления и атеросклероза.  
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Таблица 2. Мутации митохондриального генома, ассоциированные с 

сердечно-сосудистыми заболеваниями 

 

Мутация Ген 

Связанные 

осложнения и 

заболевания 

m.5592A>G тРНКAla (MT-TA) 
ИБС 

m.15927G>A тРНКThr (MT-TT) 

m.8326A>G 

тРНКLys (MT-TK) ИБС 
m.8331A>G 

m.8324T>A 

m.8344A>G 

m.8231C>A Цитохром c оксидаза II (MT-CO2) ИБС 

m.5711A>G 
тРНКAsn (MT-TN) 

ИБС и атеросклероз m.5725T>G 

m.5568A>G тРНКTrp (MT-TW) 

m.3970C>T 

Субъединица 1 NADH дегидрогеназы (MT-ND1) 

MIEH 

m.4048G>A 

m.4071C>T 

m.4086C>T 

m.4164A>G 

m.4248 T>C 

m.4386T>C 
тРНКGln (MT-TQ) 

m.4394C>T 

m.4563delG 

3777–4679 область мтДНК 
m.4576delA 

m.4611delA 

m.4612delT 

Делеция 

mtDNA4977 

5 генов тРНК,  

4 гена субъединиц комплекса I,  

1 ген субъединиц комплекса IV, 

2 гена субъединиц комплекса V 

MACE, ИБС 

m.15059G>A 
Цитохром b (MT-CYB) 

Атеросклероз 

m.14846G>A 

m.3336T>C Субъединица 1 NADH дегидрогеназы (MT-ND1) 

m.5178C>A Субъединица 2 NADH дегидрогеназы (MT-ND2) 

m.13513G>A Субъединица 5 NADH дегидрогеназы (MT-ND5) 

m.14459G>A Субъединица 6 NADH дегидрогеназы (MT-ND6) 

m.3256C>T тРНКLeu (MT-TL1) 

m.12315G>A тРНКLeu (MT-TL2) 

m.652delG 
12S рРНК (MT-RNR1) 

m.1555A>G 

m.1811A>G 16S рРНК (MT-RNR2) 

m.9477G>A Цитохром c оксидаза III (MT-CO3) 

m.5024C>T тРНКAla (MT-TA) Кардиомиопатии 
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1.4. Использование современных методов для исследования атерогенеза 

in vitro 

 

1.4.1. Клеточные модели исследования атеросклероза  

 

Клеточные модели для in vitro исследования атеросклероза 

подразделяются на 2D- и 3D-модели (Chen J. et al., 2022). Обычно к 2D-

моделям относят статично культивируемые монослойные клетки. Они могут 

быть получены как из тканей человека, так и из распространенных 

коммерческих линий эукариотических клеток. Такие модели являются 

наиболее распространенными среди исследователей в связи с широкой 

доступностью и низкой стоимостью, и обычно применяются в исследованиях 

по оценке эффективности и токсичности лекарственных препаратов, а также 

изучения конкретных молекулярных механизмов атерогенеза на отдельных 

типах клеток (Chen J. et al., 2022). Кроме того, широкую популярность в 

последнее время получили технологии совместного культивирования 

нескольких клеточных линий для прямого и непрямого взаимодействия между 

клетками. 

Наиболее распространенными типами клеток, используемых в 

исследованиях атеросклероза, являются эндотелиальные клетки, моноциты, 

макрофаги и ГМК (Zhang Y. et al., 2021).  

В качестве модельных эндотелиальных клеток обычно используют 

эндотелиальные клетки пупочной вены человека (HUVEC). Они имеют 

физиологические и патологические характеристики взрослых эндотелиальных 

клеток. HUVEC широко используются для исследования участия 

эндотелиальных клеток в атерогенезе, в частности для выяснения роли 

эндотелия в реакции стенки кровеносных сосудов на растяжение, силы 

напряжения сдвига и генерацию АФК (Chen J. et al., 2022; Zhang Y. et al., 2021).  

Самыми распространенными клеточными линиями, применяемыми для 

изучения молекулярно-клеточных аспектов атерогенеза, являются 

мононуклеарные макрофаги мышей RAW264.7 и моноцитоподобная 
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клеточная линия человека THP-1 (Chen J. et al., 2022; Zhang Y. et al., 2021). 

Макрофаги RAW264.7 используются для сопоставления результатов 

исследования атеросклероза в мышиных моделях. Кроме того, используются 

мышиные перитонеальные макрофаги и макрофаги, происходящие из 

костного мозга мышей (Zhang Y. et al., 2021).  

В качестве модельных ГМК в исследованиях атеросклероза обычно 

используют первичные ГМК крыс или мышей, а также человеческие ГМК 

сосудов (VSMC). Обычно ГМК применяют для изучения таких ключевых 

параметров атеросклероза, как пролиферация и миграция клеток, 

кальцификация клеток и бляшки, а также клеточная фенотипическая 

трансформация (Chen J. et al., 2022; Zhang Y. et al., 2021). 

В дополнение к традиционным 2D-моделям популярность в 

исследовании атеросклероза получили 2D-клеточные листы и 

микрожидкостные чипы с 2D-клеточной культурой, которые используются 

для более адекватного воспроизведения физиологических и патологических 

состояний тканей человека (Chen J. et al., 2022). Тем не менее, 2D-модели 

имеют ряд ограничений, связанных с невозможностью полноценной имитации 

атеросклеротических бляшек человека, топографическими проблемами и 

жесткостью субстрата, на котором клетки культивируются, сложностями в 

адекватной интерпретации результатов по исследованию токсичности и 

эффективности лекарственных препаратов (Chen J. et al., 2022).  

Однако решением вышеперечисленных проблем клеточного 

моделирования атеросклероза могут стать 3D-клеточные модели (Chen J. et al., 

2022). Данный подход позволяет создавать клеточные конструкции, которые 

не только воспроизводят трехмерную структуру тканей, но и позволяют 

создать более естественный ВКМ, что способствует моделированию как 

межклеточного взаимодействия, так и взаимодействию клеток с ВКМ. 3D-

модели тканей in vitro разрабатываются с помощью такого подхода, как 

биофабрикация (Moroni L. et al., 2018). Данный подход позволяет создавать 

сложные структуры с использованием живых клеток, клеточных агрегатов, 
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биоматериалов и биоактивных молекул путем биопечати или биосборки. 

Более того, данные технологии позволяют также создавать искусственные 

трехмерные трубки, имитирующие анатомию сосудов и выдерживающие 

давление жидкости, формирующееся в организме человека и животных 

(Atchison L. et al., 2017; Dash B. C. et al., 2016). Данные искусственные артерии 

состоят из эндотелиальных клеток, ГМК и перицитов человека, что позволяет 

моделировать сосудистые аспекты конкретных заболеваний в наиболее 

приближенных к естественным условиях. 

Стоит отдельно отметить, что для некоторых исследований создаются 

новые клеточные линии на основе тех, что были описаны выше, с 

использованием клеточно-инженерных подходов. Например, в настоящее 

время наиболее распространенным подходом для создания моделей не только 

хорошо известных митохондриальных заболеваний, но и атеросклероза, 

являются трансмитохондриальные методы. С помощью данного подхода 

можно создавать клеточные линии, несущие патогенный митохондриальный 

геном. Такие клеточные линии получили название цитоплазматических 

гибридов (цибридов). 

Цибриды содержат митохондрии с мутациями в мтДНК от безъядерных 

клеток доноров и постоянный ядерный геном клеток, лишенных митохондрий 

(rh0). Такие клеточные линии позволяют исследовать влияние мтДНК на 

различные фенотипические и биохимические параметры клеток. Например, 

для изучения роли митохондриальных мутаций в развитии заболеваний, таких 

как синдром MELAS (митохондриальная энцефаломиопатия с лактатацидозом 

и инсультоподобными эпизодами), наследственная оптическая нейропатия 

Лебера (LHON), синдром Ли, синдром NARP (нейропатии, атаксии и 

пигментного ретинита) и MERRF (миоклоническая эпилепсия с рваными 

мышечными волокнами), созданы цибридные клеточные линии с мутациями, 

такими как m.3243A>G и m.3271T>C (MT-TL1 и MT-TL2), m.14459G>A и 

m.14484T>C (MT-ND6), m.3460G>A (MT-ND1) и m.11778G>A (MT-ND4), 

m.8993T>G (MT-ATP6), m.8344A>G и m.8356T>C (MT-TK) (Brown M. D. et al., 



49 
 

2000; Chomyn A. et al., 1992; Koga Y. et al., 1995; Masucci J. P. et al., 1995; 

Trounce I. et al., 1994; Vergani L. et al., 1999). Такие клеточные линии 

позволяют исследовать влияние данных мутаций на метаболизм клеток, их 

биоэнергетику и устойчивость к повреждающим агентам, в том числе в 

контексте наследственных заболеваний. 

Недавно было создано несколько клеточных линий цибридов, 

используемых для исследования взаимосвязи ряда мутаций мтДНК с 

атеросклерозом (Sazonova M. A. et al., 2018; Sazonova M. A. et al., 2019; 

Sazonova M. D. et al., 2021; Синёв В. В. et al., 2017). Для создания данных 

цибридных клеток использовались моноцитоподобная клеточная линия THP-

1, в которой с помощью бромистого этидия были удалены митохондрии. В 

качестве доноров митохондрий применялись тромбоциты пациентов с 

установленным диагнозом атеросклероза, несущие патогенные мутации в 

мтДНК (Sazonova M. A. et al., 2019). Такой подход позволяет исследовать 

влияние специфических мутаций на клеточные функции и механизмы, 

связанные с развитием атеросклеротических поражений. В настоящее время 

данные уникальные клеточные линии цибридов, созданных на основе линии 

THP-1, используются в исследованиях, направленных на выявление 

молекулярно-клеточных патологических механизмов развития 

митохондриальной дисфункции в моноцитах и макрофагах в контексте 

атеросклероза (Bezsonov E. E. et al., 2021; Sukhorukov V. N. et al., 2021; 

Sukhorukov V. N. et al., 2022; Sukhorukov V. N. et al., 2022; Zhuravlev A. D. et 

al., 2022). 

 

1.4.2. Основные подходы к редактированию митохондриального генома 

 

Наличие большого числа мутаций прямо или косвенно участвующих в 

развитии атеросклероза и других сердечно-сосудистых заболеваний говорит о 

необходимости осуществления редактирования митохондриального генома с 

целью выявления роли и функции как отдельных мутаций мтДНК, так и их 
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комбинаций. Кроме того, при использовании такого подхода становится 

возможным создавать новые клеточные модели митохондриальных 

заболеваний, а также разрабатывать подходы к терапии данных патологий. 

В настоящее время для редактирования митохондриального генома 

применяются методы с использованием митохондриально-таргетированных 

нуклеаз, включая нуклеазы с цинковыми пальцами (mtZFN), направленные на 

митохондрии эффекторные нуклеазы, подобные активаторам транскрипции 

(mitoTALEN), а также системы, основанные на CRISPR (clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats) (Gammage P. A. et al., 2016; Reddy P. et al., 

2015; Wang B. et al., 2018). Данные инструменты могут быть адаптированы для 

целенаправленного расщепления мтДНК и создают возможности для 

коррекции патогенных мутаций. Основной принцип работы таких 

генетических конструкций заключается в образовании ДЦР в целевых 

участках ДНК. 

Редактирующая платформа mtZFN представляет собой химерный 

фермент, включающий в себя Cys2His2 белок с цинковыми пальцами (ZFP), 

конъюгированный с С-концевым каталитическим ферментом FokI. Кроме 

того, такая редактирующая конструкция содержит домен с дополнительной 

последовательностью, направленной на митохондрии (MTS) и сигнальный 

пептид ядерного экспорта (NES), которые способствуют точной 

митохондриальной локализации (Gammage P. A. et al., 2016). Успешное 

применение mtZFN было продемонстрировано на мышиной модели, несущей 

в ткани сердечной мышцы мутацию m.5024C>T в гене тРНКAla, связанную с 

миопатиями, кардиомиопатиями и дефицитом процессов окислительного 

фосфорилирования (Gammage P. A. et al., 2018). 

Система редактирования генома mitoTALEN состоит из ДНК-

связывающего домена, слитого с эндонуклеазным доменом FokI, также как и 

платформа mtZFN, и функционируют в виде димеров (Yang Y. et al., 2018). 

Каждый из мономеров mitoTALEN содержит 14,5–16,5 повторов для точного 

нацеливания на мтДНК. Один из мономеров обычно направлен на мутантную 
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последовательность в геноме, тогда как другой связывается с 

последовательность дикого типа с длиной спейсера 14–17 п.н., что определяет 

специфическое расщепление мутантной мтДНК при димеризации нуклеазы 

FokI. На мышиной модели гетероплазматической мутации m.5024C>T гена 

тРНКAla, упомянутой ранее, было успешно продемонстрировано снижение 

мутационной нагрузки в скелетных мышцах и сердце при использовании 

mitoTALEN, где в качестве способа доставки использовался вектор на основе 

аденоассоциированного вируса AAV9 (Bacman S. R. et al., 2018). Однократная 

инъекция AAV9-mitoTALEN имела длительный и стабильный эффект, 

сохранявшийся до 10-24 недель. Для повышения эффективности и упрощения 

доставки редактирующих конструкций в пораженные ткани на основе TALEN 

были разработаны молекулярные гибридные конструкции I-TevI-TALE 

(mitoTev-TALE), представляющие собой мономерные нуклеазы из фага Т4 (I-

TevI) с доменом GIY-YIG и ДНК-связывающим доменом TALE (Pereira C. V 

et al., 2018).  

В качестве альтернативы эндонуклеазам рестрикции mitoTALEN/ZFN 

недавно была создана конструкция на основе самонаводящейся эндонуклеазы 

I-CreI, получившей название mitoARCUS. В отличие от ранее упомянутых 

платформ она является мономерной, обладает относительно небольшим 

размером, и способна распознавать последовательности, отличающиеся всего 

на одну пару оснований (Zekonyte U. et al., 2021). Показано, что внутривенное 

введение mitoARCUS мышам, приводит к эффективному сдвигу уровня 

гетероплазмии мутации m.5024C>T в гене тРНКAla в тканях печени и 

скелетных мышц животных без истощения общих уровней мтДНК с 

сохранением эффекта через 6, 12 и 24 недели. Таким образом, применение 

mitoTALEN/ZFN  наглядно демонстрирует, что такие редактирующие 

конструкции могут быть весьма эффективными инструментами в 

экспреиментах in vivo без проявления сильной цитотоксичности в клетках и 

тканях (Bacman S. R. et al., 2018; Gammage P. A. et al., 2018).  
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Но несмотря на то, что mtZFN и mitoTALEN демонстрируют успешное 

снижение уровня гетероплазмии мтДНК, данные редактирующие системы 

обладают рядом недостатков, которые могут затруднять проведение 

исследований митохондриального генома. Главными препятствиями в 

применении редактирующих конструкций остаются их крупные размеры и 

гетеродимерная структура, что создает сложности при упаковке генов, 

которые их кодируют, в вирусные векторы для доставки внутрь клеток. 

Дополнительной трудностью является неспособность mtZFN и mitoTALEN 

различать точечные мутации в последовательностях мтДНК, что требует 

многократных трансфекций для эффективного снижения уровня 

гетероплазмии (Gammage P. A. et al., 2016; Hashimoto M. et al., 2015). 

Возможно, недавно созданные mitoTev-TALE или mitoARCUS могли бы 

получить более успешное и широкое применение, в частности в связи с их 

малым размером (Pereira C. V et al., 2018; Zekonyte U. et al., 2021).  

Другим подходом к редактированию и снижению гетероплазмии мтДНК 

является метод, основанный на CRISPR, который получил широкое 

применение в редактировании ядерного генома (Bian W. P. et al., 2019; Hussain 

S. R. A. et al., 2021; Loutre R. et al., 2018; Wang B. et al., 2021). Общеизвестно, 

что CRISPR являются частью бактериальной иммунной системы, 

распознающей мотив PAM, прилегающий к протоспейсеру (protospacer 

adjacent motive), который представляет собой последовательность ДНК 

длиной от 2 до 6 п.н., находящейся сразу за целевым сайтом эндонуклеазы 

(Wang H. et al., 2016). В конструкциях mito-CRISPR, нацеленных на мтДНК, 

используются такие нуклеазы, как Cas9 и Cas12a (ранее известный как Cpf1), 

а также а также химерные гидовые РНК (гРНК), специфически распознающая 

последовательности PAM (Antón Z. et al., 2021). Эффективность таких 

редактирующих систем во многом зависит от адресной доставки нуклеазы 

CRISPR с помощью MTS, точного нацеливания на мтДНК с помощью гРНК и 

образования функционального рибонуклеопротеидного комплекса Cas9-гРНК 

в митохондриальном матриксе, что обеспечивает точное и стабильное 



53 
 

редактирование мтДНК и функциональную нуклеазную активность комплекса 

CRISPR-RNP (Antón Z. et al., 2021; Yoo B. C. et al., 2020).  

В исследованиях механизмов различных заболеваний на клеточных 

линиях и модельных животных часто демонстрируется эффективность работы 

редактирующей системы mito-CRISPR/Cas9 по снижению содержания 

мутантной мтДНК. Например, на модельной клеточной линии 

цитоплазматических гибридов синдрома MELAS была продемонстрирована 

различная эффективность нацеливания на митохондрии и влияние на 

митохондриальную динамику и функцию нескольких нуклеаз CRISPR, таких 

как SpCas9 типа II (Streptococcus pyogenes), SaCas9 (Staphylococcus aureus), 

LbCas12a (Cpf1) типа V (Lachnospiraceae bacterium) и AsCas12a 

(Acidaminococcus sp.) (Antón Z. et al., 2021). В частности, в работе, связанной с 

применением системы mito-CRISPR/Cas9 на основе вектора pSpCas9-mito, 

была показана ее способность снижать количество копий мтДНК в 

эукариотических клетках (Bian W. P. et al., 2019). Данная система также 

включала два фланкирующих сайта MTS к гену COX8A (субъединица 8A 

цитохром с оксидазы), а в качестве целевых сайтов использовались гены MT-

ND1 и MT-ND4 (Loutre R. et al., 2018). Однако некоторые данные 

демонстрируют, что SpCas9 характеризуется сниженной локализацией в 

митохондриях по сравнению с другими нуклеазами (Antón Z. et al., 2021).  Ее 

использование способствует нарушению морфологии и функций 

митохондрий, в то время как наиболее эффективными себя показывают 

LbCas12a с различными MTS сайтами. 

Как ранее уже упоминалось, для направленного транспорта 

редактирующих конструкций в митохондриальный матрикс используется 

MTS сайт, также называемый каноническим сигналом митохондриальной 

локализации (MLS). Он представляет собой короткий пептид длиной 15–70 

аминокислот, несущий положительно заряженные основные остатки (Bacman 

S. R. et al., 2020; Gammage P. A. et al., 2016; Hussain S. R. A. et al., 2021). Для 

импорта белков в митохондрии крайне важно учитывать заряд, длину и 
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структуру MTS сайта. Наиболее распространенными MTS сайтами, 

используемыми в исследованиях, являются последовательности 

митохондриальных генов SOD2 (митохондриальная супероксиддисмутаза 2) и 

COX8A (Bian W. P. et al., 2019; Hashimoto M. et al., 2015; Loutre R. et al., 2018).  

При трансфекции клеток с использованием гРНК совместно с Cas9 

конструкциями, содержащими  MTS сайт, наблюдается колокализация 

последовательности гРНК с целевыми участками в митохондриях и 

значительное снижение количества мутантной мтДНК (Hussain S. R. A. et al., 

2021).  

В настоящее время одним из наиболее перспективных подходов для 

направленной доставки CRISPR/Cas9 к митохондриальному геному считается 

механизм естественного импорта РНК в митохондрии. Как показано ранее, 

доставка комплементарных мутантной мтДНК рекомбинантных РНК в 

митохондрии способствует подавлению репликации данной мтДНК и 

снижению уровня гетероплазмии (Comte C. et al., 2013). Развитие этой 

стратегии привело к попыткам создать специфическую систему 

редактирования мтДНК на основе CRISPR/Cas9 с использованием 

естественного пути импорта РНК в митохондрии (Loutre R. et al., 2018). В 

результате применения редактирующей системы с Cas9, а также сайтом MTS 

к гену COX8A (MTSCOX8A-hCas9) и двумя гРНК, направленными на 

некодирующую область мтДНК и ген MT-CYB, было отмечено уменьшение 

количества копий мтДНК в 2–3 раза (Loutre R. et al., 2018). Предполагается, 

что связывание комплекса hCas9/гРНК с последовательностью в 

некодирующей области нарушает образование трехцепочечной структуры D-

петли, препятствуя таким образом репликации мтДНК и делая другие ее 

участки более уязвимыми для действия второго комплекса hCas9/гРНК. 

Несмотря на значительные успехи, ограниченные знания о механизмах 

транспорта нуклеиновых кислот в митохондрии и отсутствие эффективных 

методов переноса гРНК через митохондриальную мембрану остаются одними 

из основных препятствий для успешного применения системы mito-
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CRISPR/Cas9 (Gammage P. A. et al., 2018). Считается, что структура 

митохондриальных мембран и особенности транспорта через них затрудняет 

проникновение большинства нуклеиновых кислот внутрь органелл, что делает 

митохондрии трудно достижимыми для CRISPR-конструкций. Разница в 

эффективности импорта белков в митохондрии, наблюдаемая в исследованиях 

при использовании различных нуклеаз, может быть объяснена общей 

доменной организацией импортируемых ферментов, различными N-

концевыми вторичными структурами и различием в общем пептидном заряде 

(Antón Z. et al., 2021). Например, LbCas12a по сравнению с SpyCas9 обладает 

меньшим размером, более положительным зарядом и меньшей 

гидрофобностью, что, вероятно, может объяснить его более высокую 

эффективность нацеливания на митохондрии. 

Для переноса гРНК и Cas9 в митохондрии также предлагается 

использование полинуклеотидфосфорилазы (ПНПаза) или комплекса 

TOM/TIM (Chacinska A. et al., 2010; Hussain S. R. A. et al., 2021). ПНПаза 

присутствует во внутренней мембране и межмембранном пространстве 

митохондрий и недавно была признана первым компонентом пути импорта 

рРНК, тРНК, а также микроРНК в митохондрии (Shepherd D. L. et al., 2017). В 

свою очередь, комплекс TOM/TIM представляет собой способ импорта белков 

в митохондрии и состоит из транслоказы внешней мембраны митохондрий 

(TOM) и транслоказы внутренней мембраны митохондрий (TIM) (Chacinska A. 

et al., 2010). Возможность реализации импорта редактирующих конструкций 

mito-CRISPR в митохондрии данным путем подтверждается исследованием с 

использованием LbCas12a и блокаторов митохондриального импорта (Antón 

Z. et al., 2021). Была продемонстрирована успешная локализация и активность 

LbCas12a в митохондриальном матриксе как у клеток дикого типа, так и у 

MELAS цибридов. Однако при импорте редактирующих конструкций через 

комплекс TOM/TIM необходимо учитывать различия в заряде импортируемых 

белков, так как он значительно влияет на эффективность митохондриального 

импорта. 
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Перспективным альтернативным подходом для направленного переноса 

редактирующих конструкций в митохондрии является использование 

липидных наночастиц (липосом), которые могут быть модифицированы для 

снижения цитотоксичности и повышения селективности доставки 

нуклеиновых кислот (Katayama T. et al., 2019; Zakirov F. H. et al., 2020). При 

разработке митохондриальных липосом особое внимание необходимо уделять 

составу липидов митохондриальной мембраны, молярному соотношению 

компонентов липосом, размеру частиц, молекулярной массе и соотношению 

катионных и анионных групп (N/P), определяющих общий заряд носителя. 

Также недавно была разработана митохондриальная система доставки на 

основе липосом, получившая название MITO-Porter, которая способна 

доставлять инкапсулированные вещества в митохондрии посредством слияния 

мембран (Katayama T. et al., 2019; Yamada Y. et al., 2008). Однако, такая 

система доставки не является универсальной и требует оптимизации для 

специфического использования с конкретными клеточными линиями 

(Ishikawa T. et al., 2018). 

Не стоит оставлять без внимания существование в митохондриях 

собственных систем репарации мтДНК, упомянутых ранее (Bian W. P. et al., 

2019; Chesner L. N. et al., 2021; Dahal S. et al., 2018; Gu S. et al., 2021; 

Mbantenkhu M. et al., 2011; Mok B. Y. et al., 2020; Reddy P. et al., 2015; Stein A. 

et al., 2015; Tadi S. K. et al., 2016; Wang B. et al., 2021; Yoo B. C. et al., 2020). 

Например, механизм репарации MMEJ может приводить к образованию 

небольших вставок и делеций во фланкирующих сегментах ДНК, а также 

крупных значительных делеций ДНК. Это высоко мутагенный процесс, 

который может негативно влиять на результат редактирования генома (Sinha 

S. et al., 2016). Кроме того, для осуществления механизмов репарации ДЦР, 

образовавшихся в результате действия эндонуклеаз рестрикции, в мтДНК 

необходимо наличие матрицы оцДНК или двуцепочечной ДНК. В одном из 

последних исследований с использованием системы mito-CRISPR/Cas9 и 

Oligo-HEX в качестве матричной оцДНК была подтверждена возможность 
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встраивания данной оцДНК в регионы D-петли мтДНК (Bian W. P. et al., 2019). 

Решением этой проблемы могли бы стать ингибиторы белков, вовлеченных в 

механизмы репарации мтДНК. Однако роль конкретных белков, участвующих 

в процессах MMEJ и гомологичной рекомбинации в митохондриях, а также 

последствия их ингибирования для клеток, остается недостаточно 

исследованной областью. 

Также стоит учитывать возможность появления нецелевой активности в 

ядерном геноме при использовании митохондриальных редактирующих 

конструкций в случае их попадания в ядро клетки. Для успешного снижения 

уровня гетероплазмии мутантной мтДНК необходимо, чтобы нацеливание на 

последовательность-мишень происходило с высокой специфичностью. 

Например, в случае ранее рассмотренного исследования сравнения 

эффективности нуклеаз CRISPR, авторы отмечают, что серьезной проблемой 

при использовании Cas12a может являться именно расщепление ядерной ДНК 

в сайтах, не являющихся целевыми для разработанной конструкции (Antón Z. 

et al., 2021; Murugan K. et al., 2020). В связи с приведенными выше данными 

крайне важен правильный подбор нуклеаз и подходов к нацеливанию 

редактирующих конструкций на мтДНК.  

Принимая во внимание температурные различия между ядром и 

митохондриями, важно учитывать чувствительность Cas9 к изменениям 

температуры, что может влиять на ее эффективность и специфичность 

расщепления ДНК (Xiang G. et al., 2017). Согласно гипотезе, температура в 

митохондриях может превышать температуру цитозоля и ядра на 10°C, 

достигая значений 48–50°C (Chrétien D. et al., 2018). Такая разница в 

температуре может влиять на сборку и эффективность расщепления RNP-

комплекса редактирующей конструкции, так как даже небольшое увеличение 

температуры на 2°С способствует усилению нецелевого расщепления ДНК 

(Xiang G. et al., 2017). Кроме того, снижение температуры также может влиять 

на эффективность работы CRISPR/Cas9 в виде RNP-комплекса (Xiang G. et al., 

2017). При использовании рекомбинантных РНК для снижения уровня 
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гетероплазмии мтДНК было установлено, что РНК с более высокой 

температурой плавления показывают лучшую эффективность, что 

подчеркивает важность учета температурных различий между митохондриями 

и остальными клеточными структурами (Loutre R. et al., 2018). Эти результаты 

предполагают, что специфичность системы mito-CRISPR/Cas9 может быть 

повышена за счет создания высокоточных гРНК с минимальным уровнем 

нецелевой активности, а также использования термостабильных вариантов 

Cas9 с улучшенной точностью работы (Mougiakos I. et al., 2017; Xiang G. et al., 

2017). Таким образом, необходимо учитывать внутриклеточный 

температурный градиент при разработке редактирующих конструкций. 

 

1.5. Заключение к обзору литературы 

 

Анализ данных литературы указывает на одну из ведущих ролей 

митохондриальной дисфункции в нарушении функциональной активности 

макрофагов и моноцитов при атеросклерозе. Митохондрии выполняют 

важные функции в метаболизме клеток, в связи с чем любые изменения в их 

структуре и функциональных свойствах приводят к нарушению окислительно-

восстановительных процессов, усилению воспаления и запуску 

программируемой клеточной гибели. 

Как было описано ранее, в основе дисфункции митохондрий лежат 

нарушение их динамики, процессов митофагии, нарушение трансмембранного 

переноса молекул и изменения электрического и химического 

трансмембранного потенциала внутренней мембраны митохондрий, что в 

конечном итоге может приводить к развитию окислительного стресса и 

генерации АФК. Вероятно, мутации и делеции в мтДНК также способствуют 

повышенной продукции АФК, которые в свою очередь могут влиять не только 

на окисление белков, липидов и ядерной ДНК, но и собственной мтДНК. 

Таким образом формируется порочный круг, приводящий к еще большему 

числу повреждений митохондриального генома и образованию в нем мутаций.  
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Вероятно, митохондриальная дисфункция вносит существенный вклад в 

избыточное накопление холестерина макрофагами, развитие воспалительных 

реакций и таким образом способствует прогрессированию атеросклероза. В 

частности, выявлена корреляция некоторых мутаций мтДНК со способностью 

к активации моноцитов, полученных из крови пацентов с атеросклерозом. В 

основе данного феномена, как полагают, лежит митохондриальная 

дисфункция. 

Тем не менее, остается нерешенным вопрос – как именно мутации 

митохондриального генома связаны с атерогенезом и какой вклад в развитие 

проатеросклеротического фенотипа клеток вносят конкретные мутации. 

Наиболее перспективным методом исследования в данном случае может 

являться технология редактирования генома, адаптированная под 

митохондриальный геном. К числу таких подходов можно отнести 

CRISPR/Cas9, TALEN и ZFN которые продемонстрировали свою 

эффективность в удалении мутаций в мтДНК. Редактирующие платформы на 

основе данных технологий способны с высокой точность вносить разрывы в 

мтДНК, способствуя снижению мутационной нагрузки в клетках. Подобные 

технологии можно применять для удаления отдельных мутаций в случае, если 

митохондриальный геном содержит несколько мутаций в разных генах, что 

позволит исследовать вклад отдельных вариантов мутаций в развитие 

патологического процесса. 

Исследование вопросов, связанных с ролью мутаций мтДНК в 

атерогенезе и использованием подходов к снижению мутационной нагрузки, 

позволит с большей точностью выявить предрасположенность человека к 

развитию атеросклероза и обнаружить новые мишени для проведения 

антиатеросклеротической терапии. В частности, настоящая работа посвящена 

исследованию роли мутации m.15059G>A, обнаруженной в гене MT-CYB, 

кодирующем митохондриальный белок цитохром b, в развитии 

проатеросклеротического фенотипа моноцитов и макрофагов человека. 
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Глава 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1. Работа с культурами клеток 

 

2.1.1 Клеточные линии 

 

В работе были использованы следующие клеточные линии: 

THP-1: представляют собой линию моноцитоподобных клеток, 

выделенных из периферической крови больного острым моноцитарным 

лейкозом (рис. 2). Была получена из клеточного банка ФГБУН «Институт 

цитологии РАН» (Санкт-Петербург, Россия).  

 

 

Рисунок 2. Микрофотография моноцитоподобных клеток линии THP-1. 
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TC-HSMAM1: линия цитоплазматических гибридов, созданных 

методом ПЭГ-слияния безмитохондриальных rho0-клеток на основе линии 

THP-1 с тромбоцитами пациентов, несущих мутации в генах, кодируемых 

мтДНК (Синёв В. В., et al.., 2017). Последовательность мтДНК данной линии 

была охарактеризована с использованием секвенирования нового поколения 

(таб. 3) (данные не опубликованы). Линия была создана в рамках выполнения 

диссертационной работы Синёва Василия Владимировича «Клеточная модель 

митохондриальной дисфункции при атеросклерозе» (специальность 1.5.22 – 

клеточная биология, 1.5.7 – генетика) (Синёв В. В., 2022). Клеточная линия 

была получена на безвозмездной основе из лаборатории медицинской 

генетики Института экспериментальной кардиологии им. ак. В.Н. Смирнова 

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр кардиологии 

им. ак. Е.И. Чазова» Министерства Здравоохранения Российской Федерации 

(Москва, Россия), руководитель Собенин Игорь Александрович.  

 

Таблица 3. Перечень мутаций и уровень мутационной нагрузки мтДНК 

клеток линии TC-HSMAM1 

 
Ген, мутация Уровень 

гетероплазмии  
Субъединица 5 NADH дегидрогеназы (MT-ND5), m.13513G>A 55,8% 

Цитохром b (MT-CYB), m.15059G>A 43,3% 
12S рРНК (MT-RNR1), m.652delG 27,4% 

Субъединица 2 NADH дегидрогеназы (MT-ND2), m.5178C>A 22,8% 
тРНКLeu (MT-TL2), m.12315G>A 17,9% 
тРНКLeu (MT-TL1), m.3256C>T 17,3% 

 

Cas9-TC-HSMAM1: клетки, полученные в результате удаления мтДНК, 

несущей мутацию m.15059G>A, в цитоплазматических гибридах TC-

HSMAM1 с помощью вектора MitoCas9. Были получены в лаборатории 

ангиопатологии ФГБНУ «НИИОПП» (Москва, Россия) в рамках выполнения 

настоящего диссертационного исследования. 
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2.1.2 Протокол культивирования моноцитоподобных клеточных линий и 

дифференцировки в макрофагоподобные клетки 

 

Клетки линий THP-1 и TC-HSMAM1 культивировались во флаконах с 

вентилируемой крышкой объемом 75 см3 в среде RPMI-1640 с содержанием L-

глутамина (Capricorn Scientific, Германия), 10% эмбриональной телячьей 

сыворотки (ЭТС) (Gibco, США), 50 мМ β-меркаптоэтанола (Sigma Aldrich, 

США), 50 мкг/мл пенициллина и 50 мкг/мл стрептомицина (ПанЭко, Россия) 

в CO2-инкубаторе (Binder, Германия) при температуре 37°С в атмосфере 5% 

CO2. Культивирование клеток происходило в течение 1 месяца после 

разморозки культуры с поддержанием рабочей концентрации клеток 5·105 

клеток/мл. 

Для обеспечения адгезии и индукции дифференцировки клеток THP-1 и 

TC-HSMAM1 в макрофаги клетки инкубировали в 24-луночных 

культуральных планшетах при плотности 1·106 клеток на лунку в течение 48 

часов в присутствии 50 нг/мл форбол-12-миристат-13-ацетата (ФМА) (Sigma 

Aldrich, США) в 1 мл среды RPMI-1640, содержащей L-глютамин, 10% ЭТС и 

антибиотики (Chanput W. et al., 2014).  

 

2.1.3 Трансфекция клеток катионными липосомами и вектором MitoCas9  

 

Суспензию клеток цитоплазматических гибридов TC-HSMAM1 

трансфецировали вектором MitoCas9 в виде РНК-комплекса для удаления 

мтДНК, несущей мутацию m.15059G>A в гене цитохрома b. Вектор MitoCas9 

содержал полную последовательность кодирующую Sniper-Cas9 

(Streptococcus pyogenes) с фланкирующей MTS (митохондриально нацеленная 

последовательность) к гену COX8A человека (субъединица 8A цитохром-С-

оксидазы) и промоторную область эндонуклеазы T7. После сайта MTS была 

добавлена последовательность Streptavidin-SpyTag через аптамер S1m для 

одновременной доставки нуклеазы Cas9 и sgРНК в митохондрии (Carlson-
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Stevermer J. et al., 2017). Биотинилированную sgРНК использовали для 

повышения эффективности и специфичности разрезания мтДНК вектором 

MitoCas9. Sniper-Cas9 обладает низкой нецелевой активностью, что позволяет 

проводить высокоточное редактирование митохондриального генома (Huang 

X. et al., 2022; Lee J. et al., 2019; Lee J. K. et al., 2018). В связи с тем, что 

температура в митохондриях на несколько градусов превышает температуру в 

цитоплазме клетки, был проведен сайт-специфический мутагенез для 

повышения термостабильности Sniper-Cas9 (Chrétien D. et al., 2018).  

За 24 часа перед трансфекцией клетки в концентрации 1·106 клеток/мл 

помещались в среду RPMI-1640 c 10% ЭТС без добавления антибиотиков. Для 

трансфекции клеток использовали катионные липосомы M6 в объёме 9,24 мкл 

исходя из соотношения N/P = 6/1, РНК-комплекс MitoCas9 в концентрации 

1000 нг/мл и 50 мкл RPMI-1640 без добавок. Катионные липосомы были 

выбраны как наиболее эффективный способ доставки РНК-комплекса 

MitoCas9 в клетки. Ранее было показано, что маннозилсодержащие катионные 

липосомы являются эффективными системами доставки нуклеиновых кислот 

в дендритные клетки и моноциты (Марков О. В. et al., 2017). Кроме того, 

данные липосомы содержат липид-помощник DOPE, улучшающий их 

фьюзогенные свойства и облегчающий выход нуклеиновых кислот из эндосом 

в цитоплазму (Михеев А. А. et al., 2020). Смесь липосом и нуклеиновых кислот 

инкубировали 20 минут при комнатной температуре и далее добавляли к 

клеткам. Спустя 24 часа инкубацию с трансфекционными реагентами 

останавливали, промывали клетки теплым фосфатно-солевым буферным 

раствором Дульбекко (DPBS), после чего помещали в культуральные флаконы 

с вентилируемой крышкой объемом 25 см3 в концентрации 5·105 клеток/мл в 

объеме 5 мл среды RPMI-1640 с добавлением L-глутамина, 10% ЭТС и 

антибиотиков для дальнейшего культивирования. Забор материала для 

исследований осуществлялся на 1, 7 и 14 сутки инкубации. 
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2.2. Молекулярно-биологические методы 

 

2.2.1 Выделение ДНК из образцов клеток  

 

Суспензионные клетки в количестве 1·106 отбирали из культуральных 

флаконов в микропробирки типа «Эппендорф» и центрифугировали при 400 g 

в течение 10 мин. Осадок клеток лизировали путем добавления 500 мкл 

разогретого до 60°С буфера SNET (20 мМ Tris-HCl, 5 мМ ЭДТА, 400 мМ NaCl, 

1% SDS, pH = 8.0) и 5 мкл протеиназы K (10 мг/мл) (Sigma Aldrich, США) в 

каждую пробирку. Образцы инкубировали при 60°С в течение 12 часов в 

термостате «Термит» (ДНК-Технология, Россия) для обеспечения 

оптимального лизиса клеток. Далее пробирки с клеточным лизатом 

центрифугировали при 12000 g в течение 5 мин для осаждения 

нерастворенного осадка образца, после чего переносили 1 мл лизата, не 

захватывая нерастворенный осадок в новую пробирку объемом 2 мл. К лизату 

добавляли 500 мкл фенола (АО «Экос-1», Россия) и 500 мкл смеси хлороформа 

(АО «Экос-1», Россия) и изоамилового спирта (АО «Экос-1», Россия) в 

соотношении 24:1 в соответствии со стандартным протоколом (Butler J. M., 

2012). Пробирки перемешивали на ротамиксе RM-1 (Elmi, Латвия) со 

скоростью 10 rpm при комнатной температуре в течение 30 минут, после чего 

центрифугировали при 16000 g в течение 15 минут.  Водную фазу переносили 

в новую пробирку, добавляли 1 мл изопропанола (АО «Экос-1», Россия) и 

перемешивали. Образцы оставляли на инкубацию при -20°С на 1 час, после 

чего повторно центрифугировали при 16000 g в течение 25 минут при 4°С. 

После этого удаляли супернатант, добавляли 1 мл 70% этанола (АО «Экос-1», 

Россия), перемешивали и вновь центрифугировали при 16000 g в течение 5 

минут при 4°С. Этанол осторожно удаляли, сохраняя осадок ДНК, который 

оставляли на высушивание при комнатной температуре на 15 минут. Осадок 

ДНК растворяли в 200 мкл воды свободной от нуклеаз. Определяли 

концентрацию ДНК при помощи cпектрофотометра BioSpec-nano (Shimadzu, 
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Япония).  Выделенную ДНК использовали для проведения цифровой 

капельной ПЦР и T7EI-анализа. 

 

2.2.2 Выделение РНК из образцов клеток и проведение реакции обратной 

транскрипции для получения комплементарной ДНК  

 

Клетки гомогенезировали и лизировали в пробирках типа «Эппендорф» 

путем добавления реагента Extract RNA (Евроген, Россия) исходя из 

соотношения 500 мкл лизирующего реагента на 1·106 клеток. Клеточный лизат 

перемешивали, затем инкубировали при 37°С в течение 30 мин в термостате 

«Термит» (ДНК-технология, Россия). Далее к клеточному лизату добавляли 

500 мкл смеси хлороформа (АО «Экос-1», Россия) и изоамилового спирта (АО 

«Экос-1», Россия) в соотношении 24:1. Перемешивали пробирки в ротамиксе 

RM-1 (Elmi, Латвия) при 10 rpm в течение 30 мин при комнатной температуре.  

Центрифугировали образцы при 16000 g в течение 30 минут при 4°C. После 

отбирали верхнюю водную фазу в новые пробирки. Добавляли в водную фазу 

500 мкл изопропилового спирта (АО «Экос-1», Россия) на каждый 1 мл 

реагента, использованного для гомогенизации. Инкубировали смесь при -20°С 

в течение 12 часов. Центрифугирование образцов проводили при 16000 g в 

течение 45 минут при 4°C. После этого супернатант удаляли, оставляя осадок 

РНК на дне пробирки. Добавляли 1 мл 75% этанола (АО «Экос-1», Россия), 

затем вновь центрифугировали при 16000 g в течение 30 минут при 4°C. После 

удаления супернатанта осадок сушили в течение 5-7 минут при комнатной 

температуре. РНК растворяли в 10 мкл воды, свободной от РНКаз. После 

растворения РНК добавляли ДНКазу ezDNase™ Enzyme (Thermo Fisher 

Scientific, США) для удаления остатков геномной и митохондриальной ДНК. 

Обработку ДНКазой образцов РНК проводили в соответствии с протоколом 

производителя. Синтез комплементарной ДНК (кДНК) проводили с 

использованием набора для обратной транскрипции MMLV RT kit (Евроген, 

Россия) в соответствии с инструкцией производителя. Определяли 
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концентрацию кДНК при помощи cпектрофотометра BioSpec-nano (Shimadzu, 

Япония).   

 

2.2.3 Количественная полимеразная цепная реакция  

 

Экспрессию мРНК генов оценивали путем количественной ПЦР-

амплификации в реальном времени обратно транскрибированных фрагментов 

мРНК (кДНК). Уровень мРНК анализируемых генов нормализовали по 

усредненным значениям экспрессии двух генов «домашнего хозяйства» 

GAPDH и CAP1, для которых уровень экспрессии считался стабильным и 

неизменным. Специфичность амплификации определяли по наличию 

единичного пика на кривой плавления. Праймеры были подобраны в 

соответствии с температурой отжига в диапазоне от 58оС до 62оС (таб. 4). 

Дизайн праймеров проводили с использованием онлайн-ресурсов Primer Blast 

(Primer-BLAST, 2014) и Oligo Analyzer (Integrated DNA Technologies - IDT, 

2023). При подборе праймеров для амплификации кДНК учитывали экзон-

интронную структуру целевого гена, размещая праймеры таким образом, 

чтобы их сайты связывания находились в разных экзонах, что позволяет 

исключить возможное присутствие геномной ДНК в анализируемых образцах. 

Для детекции путем количественной ПЦР в реальном времени 

использовали интактный краситель SYBR Green I, реакцию проводили на 

приборе CFX96 Touch (BioRad, США). В качестве реактивов использовали 

набор qPCRmix-HS SYBR (Евроген, Россия). Реакция ПЦР проводилась 

согласно стандартному протоколу: 1. Начальная денатурация (преинкубация) 

при 95°C (10 мин); 2. Цикловая денатурация (45 циклов) при 95°С (15 сек); 3. 

Отжиг праймеров и элонгация при 60°С (90 сек). 

Далее была построена кривая плавлений на диапазоне температур 65-

97°С с шагом 0,5 секунд. Кривая плавления была необходима для оценки 

качества проведения ПЦР реакции и отслеживания накопления 

неспецифичных продуктов ПЦР. 
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Нормализация полученных данных выполнялась относительно средних 

значений Ct для генов GAPDH и CAP1. Относительное количество мРНК 

целевых генов в клетках THP-1 и цибридах определяли согласно методу 2(-∆∆Ct), 

где ∆∆Ct рассчитывали как разность между ∆Ct для клеток THP-1 и ∆Ct для 

цибридов, при этом ∆Ct = (Ct целевого гена)  ̶  (среднее Ct для GAPDH и CAP1).   

 

Таблица 4. Праймеры для определения экспрессии генов методом 

количественной ПЦР 

 

Ген Последовательность праймера (5’– 3’)  

PCNA 
F: GCCAGAGCTCTTCCCTTACG 

R: TAGCTGGTTTCGGCTTCAGG 

CCNB1 
F: AGGTTGTTGCAGGAGACCAT 

R: CAGCTGCAGCATCTTCTTGG 

CCND1 
F: AGCTGTGCATCTACACCGAC 

R: GAAATCGTGCGGGGTCATTG 

POLR1A 
F: CGACGACGACGAGGAAGAC 

R: AAGCATTTGGTGTGGGCAAC 

POLR3A 
F: ACGGTCTCAAAGTTGTCCCC 

R: CCTCTACCAGTTCGACCGC 

COL6A1 
F: CATCAGCCAGACCATCGACA 

R: AGCACACTTGCTCCACGTTA 

LIPA 
F: GCAGGACAGCTCCAGAATGA 

R: AACAGACCACCAACCCCAAG 

ACAT1 
F: GGAGGCTGGTGCAGGAAATA 

R: AGCAAGGAAAGGCTGCCTAA 

FASN 
F: AGGAATGCACACTCACCAGC 

R: GAAGACAAAGCCACCCCAAG 

NCEH1  
F: CGTGGTCTTCTGCCCAAGT 

R: AAGGTGACCAGGACGCACT 

CES1 
F: ATGTGGCTCCGTGCCTTT 

R: AGTAAACCTCAGGGGTCCAAG 

TNFA F: TCCCCAGGGACCTCTCTCTA 



68 
 

R: CTTGTCACTCGGGGTTCGAG 

IL1B 
F: GCTCGCCAGTGAAATGATGG 

R: GGTGGTCGGAGATTCGTAGC 

CASP3 
F: TGCTATTGTGAGGCGGTTGT 

R: TCACGGCCTGGGATTTCAAG 

CASP9 
F: CAGGCCCCATATGATCGAGG 

R: CTGGCCTGTGTCCTCTAAGC 

NLRP3 
F: ACCTTTCTTCCATGGCTCAGG 

R: AGCCAAATGCTTACCAGAAAGT 

CASP1 
F: GAAAAGCCATGGCCGACAAG 

R: CCTTCACCCATGGAACGGAT 

APAF1 
F: CTTCTTCCAGTGTAAGGACAGT 

R: AAACAACTGGCCTCTGTGGT 

PRKN 
F: GGTCGATTCTGACACCAGCA 

R: CAGCTCCTTCCCTGCGAAAA 

PINK1 
F: CCATCTGGTTCAACAGGGCA 

R: AAATCTGCGATCACCAGCCA 

MAP1LC3B 
F: GCCGCACCTTCGAACAAAGA 

R: GGCGGGTTTTGTGAACCTGA 

GAPDH 
F: GTCAACGGATTTGGTCGTATTG  

R: TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG 

CAP1 
F: GAGATTGCTGGGCGGTTCTT 

R: TAATGGACCACCTCCGGACT 

 

2.2.4 Т7-анализ эффективности внесения двуцепочечных разрывов в 

митохондриальной ДНК  

 

Выделенная из TC-HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1 клеток геномная 

ДНК была использована для амплификации последовательности мтДНК, 

окружающей мутацию m.15059G>A, для T7-анализа эффективности внесения 

двуцепочечных разрывов в мтДНК. Первый этап T7 анализа заключается в 

синтезировании ПЦР-продукта области, в которой произошло разрезание 

двуцепочечной ДНК с помощью MitoCas9. Для первого этапа T7 анализа 



69 
 

использовали 100 нг ДНК, 25 мкл Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix 

(New England BioLabs, США), 10 мкM прямого праймера, 10 мкM обратного 

праймера и воду UltraPure, не содержащую ДНКаз/РНКаз (Invitrogen, США). 

Общий объем реакции составлял 50 мкл. Далее проводили ПЦР при помощи 

амплификатора Т100 (BioRad, США) в соответствии с протоколом 

производителя: 1. Начальная денатурация при 98°C (30 сек); 2. Отжиг 

праймеров и элонгация (35 циклов): 98°C (5 сек), 65°C (10 сек), 72°C (20 сек). 

3. Остановка реакции 72°C (2 мин). Образцы охлаждались до 4°C. 

 Далее проводили второй этап Т7 анализа, заключающийся в разрезании 

ПЦР-продуктов, содержащих гетеродуплекс, при помощи Т7 эндонуклеазы I 

(New England BioLabs, США). T7 эндонуклеаза I распознает и расщепляет 

неидеально совпадающую ДНК. Предварительно смешивали для проведения 

реакции 100 нг ПЦР-продуктов, 2 мкл 10х NEB2 буфера и воду UltraPure, не 

содержащую ДНКаз/РНКаз (Invitrogen, США). Общий объем реакции 

составлял 19 мкл. Далее проводили денатурацию и отжиг в соответствии с 

официальным протоколом NEB в амплификаторе Т100 (BioRad, США): 1. 

Начальная денатурация при 95°C (5 мин); 2. Отжиг праймеров и элонгация в 

диапазонах 95-85°C (скорость измерения -2°C/секунда) и 85-25°C (скорость 

измерения -1°C/секунда). Образцы охлаждались до 4°C. Далее к смеси 

добавляли 1 мкл T7 эндонуклеазы I и инкубировали при 37°С в течение 45 

минут, после чего реакцию останавливали добавлением 1,5 мкл 0,25 M ЭДТА. 

ПЦР-продукты, обработанные T7 эндонуклеазой I, далее анализировали с 

использованием метода электрофореза в агарозном геле. 

 

2.2.5 Цифровая капельная полимеразная цепная реакция 

 

Для количественной оценки эффективности удаления мтДНК с 

мутацией в митохондриальном гене, кодирующем цитохром b (MT-CYB) была 

проведена цифровая капельная ПЦР (цкПЦР) на ПЦР-продуктах, 
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амплифицированных с выделенной ранее мтДНК, отобранных по результатам 

проведенного T7EI-анализа с визуализацией в агарозном геле. 

Праймеры были подобраны в соответствии с температурой отжига в 

диапазоне от 58оС до 62оС с использованием онлайн-ресурса Primer Blast 

(Primer-BLAST, 2014) (таб. 5). Амплификацию проводили на системе для 

цифровой капельной ПЦР QX200 (BioRad, США) согласно программе: 1. 

Начальная денатурация (преинкубация) при 94°C (6 мин); 2. Цикловая 

денатурация (40 циклов) при 94°С (15 сек); 3. Отжиг праймеров и элонгация 

при 61°С (80 сек). 

После проведения цифровой капельной ПЦР в программе по обработке 

результатов QuantaSoft Analysis Pro (BioRad, США) подсчитывали число 

событий (точек). Точкой является флуоресцентный ответ положительной 

(мтДНК с мутацией) или отрицательной матрицы (интактная мтДНК без 

мутации, дикий тип). 

 

Таблица 5. Праймеры для определения эффективности разрезания в 

митохондриальном гене цитохрома b 

 

Ген Последовательность праймера (5’– 3’)  

MT-CYB 

Fmut: TTAACCACTCATTCATTGACCTACCT 

Fwt: TTAACCACTCATTCATTGAGGTAG 

R: CCTGTAATGATTTGGACTATTAGGCAG 

 

2.3. Биохимические методы 

 

2.3.1 Электрофорез в агарозном геле  

 

Для электрофоретического разделения ПЦР-продуктов, обработанных 

T7 эндонуклеазой I, использовали 1,5% агарозный гель в 1х ТАЕ буфере (40 

мМ Трис-HCl, 20 мМ уксусной кислоты, 1 мМ ЭДТА), содержащий 0,5 мкг/мл 

бромистого этидия. Электрофорез проводили в камере для горизонтального 
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электрофореза Mini-Sub Cell GT (BioRad, США) с использованием источника 

питания PowerPack Universal (BioRad, США) при 120 В, 100 мА и 12 Вт в 

течение 30 минут. Для определения длин фрагментов ПЦР-продуктов 

использовали маркер 50 bp DNA Ladder (Евроген, Россия). Электрофорез 

проводили в течение 30 минут, при условиях I = 120 B, A = 100 mA, R = 12W. 

Документирование результатов осуществляли с помощью системы Gel Doc 

XR+ Gel Documentation System (BioRad, США). 

 

2.3.2 Иммуноферментный анализ провоспалительных цитокинов 

 

Иммуноферментный анализ (ИФА) секреции цитокинов клетками 

проводили после провоспалительной стимуляции клеток с помощью 

бактериального липополисахарида (ЛПС) Escherichia coli O111:B4 (Sigma 

Aldrich, США). Клетки (1·106) инкубировали в полной среде RPMI-1640 с 

добавлением L-глутамина, 10% ЭТС и 1 мкг/мл ЛПС в 24-луночных 

планшетах. Инкубацию проводили при 37°С в CO2-инкубаторе в атмосфере с 

5% CO2 в течение 24 часов, после чего клетки переносили в пробирки и 

центрифугировали при 200 g в течение 10 минут. Супернатант отбирали в 

отдельные пробирки для оценки секреции цитокинов клетками с помощью 

коммерческого набора ELISA Kits (R&D Systems, США) к CCL2 (MCP-1), ИЛ-

6, ИЛ-8, ИЛ-1β и ФНОα согласно протоколу производителя.  

Анализ эндотоксиновой толерантности моноцитарных клеток к ЛПС 

проводили по схеме с двукратной стимуляцией (рис. 3). Для первичной 

стимуляции провоспалительного ответа (ЛПС I) клетки (3·105) 

культивировали в полной среде RPMI-1640 с добавлением 10% ЭТС и 1 мкг/мл 

ЛПС в 48-луночных планшетах при 37°С в CO2-инкубаторе в атмосфере с 5% 

CO2 в течение 24 часов (Zaric S. S. et al., 2011). После инкубации клетки 

центрифугировали при 200 g, промывали теплым DPBS, затем добавляли 

свежую среду с или без 1 мкг/мл ЛПС и инкубировали еще 4 часа для 

повторной стимуляции провоспалительного ответа (ЛПС II). После инкубации 
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клетки отбирали в пробирки, центрифугировали при 200 g в течение 10 мин и 

отбирали супернатант в отдельные пробирки для оценки секреции клетками 

ФНОα.  

 

Рисунок 3. Схема анализа эндотоксиновой толерантности иммунных клеток 

к ЛПС. Схема подготовлена с использованием пакета программ Adobe 

Illustrator 2021 (Adobe, Inc., США). 

 

Антитела из коммерческого набора перед началом работы разводили 

DPBS в соотношении 1:120. Приготовленный раствор антител вносили в 

каждую лунку 96-луночного планшета Nunc MaxiSorp ELISA Plates (Thermo 

Fisher Scientific, США) в объеме 100 мкл. Далее инкубировали антитела в 

течение 16 часов при комнатной температуре. После инкубации лунки 

планшета промывали в трехкратной повторности промывочным буфером 

объемом 200 мкл. После промывки в каждую лунку планшета вносили по 300 

мкл реагента для делюции. Далее планшет инкубировали на орбитальном 

шейкере S-3L (Elmi, Латвия) при 100 rpm в течение 1 часа при комнатной 

температуре. После инкубации планшет промывали и добавляли в каждую 
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лунку по 50 мкл реагента для делюции и 50 мкл исследуемого образца, а затем 

повторно инкубировали планшеты аналогичным путем. После промывания в 

лунки добавляли 100 мкл антител для детекции цитокинов и повторно 

инкубировали на орбитальном шейкере S-3L при 100 rpm в течение 2 часов 

при комнатной температуре. Далее лунки планшета промывали и добавляли 

по 100 мкл Streptavidin-HRP. Инкубировали планшет в течение 20 минут при 

комнатной температуре, закрыв от прямого попадания света. После инкубации 

лунки планшета промывали и добавляли по 100 мкл раствора субстрата. 

Инкубировали 20 минут при комнатной температуре, закрыв от прямого 

попадания света. Добавляли по 50 мкл раствора для остановки реакции. Далее 

регистрировали оптическую плотность образцов при помощи 

микропланшетного ридера AMR-100Т (Allsheng, Китай) при длине волн 450 

нм и 495 нм. 

Полученные значения концентрации цитокинов в 1 мл среды 

нормировали на количество клеток (1·106) в исследуемом образце (пг/мл). 

 

2.3.3 Выделение суммарной фракции ЛПНП из плазмы крови 

 

Фракцию ЛПНП получали из плазмы крови пациентов с 

диагностированным атеросклерозом с использованием многоэтапного 

препаративного ультрацентрифугирования по методу Lindgren (Havel R. J. et 

al., 1955; Orr J. et al., 1993). Для регулирования плотности в образцы добавляли 

бромид калия.  Ультрацентрифугирование выполнялось при температуре 

10°C, с использованием центрифуги Optima XL-90 и ротора модели 50Ti 

(Beckman Coulter, США), при скорости 195000 g. Выделенные таким образом 

ЛПНП были охарактеризованы как множественно модифицированные и 

обладающие атерогенными свойствами (Tertov V. V. et al., 1992). Для 

предотвращения окислительных процессов ЛПНП на всех этапах процедуры к 

образцам добавляли 3 мМ ЭДТА. Выделенные ЛПНП (плотностью 1,025-1,063 

г/мл) были диализированы против фосфатно-солевого буфера (pH 7,4) с 
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добавлением 0,01 мМ ЭДТА после чего образцы стерилизовали путем 

фильтрации через поликарбонатный фильтр с диаметром пор 0,45 мкм 

(Corning, США). Количественное содержание белка в образцах ЛПНП 

определяли по методу Лоури с использованием фенольного реагента Folin–

Ciocalteu (Sigma Aldrich, США) (Lowry O. H. et al., 1951). Препараты ЛПНП 

хранили в темноте при 4 °С и использовали в течение 10 дней. Для инкубации 

с клетками использовали ЛПНП в концентрации 100 мкг/мл. 

 

2.3.4 Определение содержания общего холестерина в клетках 

 

ФМА-дифференцированные клетки отмывали от культуральной среды 

теплым DPBS в трехкратной повторности. Внутриклеточные липиды 

выделяли путем трёхкратной экстракции смесью гексана и изопропанола (в 

соотношении 3:2) с инкубацией на каждом этапе в течение 30 минут. 

Полученные экстракты переносили в 96-луночный планшет и выпаривали без 

использования нагрева до полного испарения растворителя. Высушенный 

осадок липидов растворяли в смеси, содержащей 15 мМ NaClO3 и 0,05% 

Тритон Х-100 (Sigma Aldrich, США), добавляли изопропанол и реагент для 

определения общего холестерина Fluitest CHOL (Analyticon, Германия). В 

качестве стандартного раствора использовали раствор 1 мг/мл холестерина в 

изопропаноле. Инкубировали реакционную смесь с образцами при 37°С в 

течение 30 мин. Определение оптической плотности образцов проводили при 

помощи микропланшетного ридера AMR-100Т (Allsheng, Китай) при длине 

волны 492 нм. Содержание общего холестерина в образцах нормировали по 

отношению к содержанию общего белка в клетках (мг/мкг общего белка). Для 

этого, после экстракции липидов, осадок клеток лизировали путем добавления 

0,2 N NaOH в течение 1 часа при 60°C. Количественное содержание белка в 

клетках определяли по методу Лоури с использованием фенольного реагента 

Folin–Ciocalteu (Sigma Aldrich, США) (Lowry O. H. et al., 1951). Определение 

оптической плотности образцов проводили при длине волны 750 нм.  
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2.3.5 Определение скорости потребления кислорода клетками 

 

Суспензию клеток центрифугировали при 200 g в течение 5 мин при 

комнатной температуре. Супернатант удаляли, после чего осадок клеток 

ресуспендировали в среде MiR05 (0,5 мМ ЭГТА, 3 мМ MgCl2, 60 мМ 

лактобионата калия, 20 мМ таурина, 10 мМ KH2PO4, 20 мМ HEPES, 110 мМ 

сахарозы, 0,1% бычьего сывороточного альбумина, с pH 7.1) и переносили в 

пробирки типа «Эппендорф». Образцы клеток помещали на лед и 

инкубировали в течение 10 мин. 

Скорость потребления кислорода клетками определяли 

полярографическим методом при помощи Oxygraph+ (Hansatech Instruments 

Ltd, Великобритания) с использованием закрытого Pt-электрода Кларка. 

Электрод Кларка и термостатируемую измерительную камеру предварительно 

устанавливали на прибор и калибровали согласно инструкциям 

производителя.  

В термостатируемую измерительную камеру вносили 0,5 мл среды 

MiR05 и суспензию клеток (5·106). Измерения потребления кислорода 

клетками проводили при 37ºС с постоянным перемешиванием образца. Для 

дальнейшей оценки биоэнергетического профиля митохондрий в образцы 

поэтапно добавляли ингибиторы окислительного фосфорилирования. Сначала 

вносили 1 мкМ олигомицина А (Sigma Aldrich, США) для блокировки 

протонного канала (F0) комплекса V ЭТЦ, что предотвращает возврат 

протонов в митохондриальный матрикс и прекращает синтез АТФ АТФ-

синтазой (F1). Затем добавляли 1 мкМ FCCP (карбонилцианид-4-

трифторметоксифенилгидразон), который разобщает окислительное 

фосфорилирование, перенося протоны через внутреннюю мембрану 

митохондрий, минуя комплекс V. Наконец, вносили 1 мкМ антимицина А для 

ингибирования комплекса III, блокируя восстановление убихинона в 

цитохром-bc1-комплексе и нарушая Q-цикл, что прерывает цепочку переноса 

электронов. По окончанию анализа измерительную камеру и электрод Кларка 
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промывали 1,5 мл 96% этилового спирта с трехкратной отмывкой 

бидистиллированной водой. 

Скорость потребления кислорода клетками, выраженную в нмоль 

молекул кислорода/секунду, регистрировали путем анализа полученных 

полярограмм в пакете программ OxyTrace+ (Hansatech Instruments Ltd, 

Великобритания). За базальный уровень потребления кислорода принимали 

потребление кислорода клетками в условиях без добавления ингибиторов.  

Оценивались ключевые показатели биоэнергетического профиля 

митохондрий клеток, включая «Максимальная дыхательная емкость», 

«Резервная дыхательная емкость», «АТФ-зависимое потребление кислорода»,  

«Утечка протонов», «Немитохондриальное потребление кислорода» и 

«Индекс биоэнергетического здоровья» (рис. 4) (Chacko B. K. et al., 2014).  

 

Рисунок 4. Схема анализа митохондриального биоэнергетического 

профиля клеток. Схема подготовлена с использованием пакета программ 

Adobe Illustrator 2021 (Adobe, Inc., США). 
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Немитохондриальное потребление кислорода определяется как объем 

потребляемого клетками кислорода после введения ингибитора антимицина 

А. Утечка протонов характеризует процесс повторного перемещения протонов 

в матрикс митохондрий путем облегчённой диффузии, который 

сопровождается потреблением кислорода без синтеза АТФ. Уровень утечки 

протонов рассчитывали по формуле: 

Утечка протонов =  

Потребление кислорода под действием олигомицина А

− Немитохондриальное потребление кислорода 

 

(1) 

 

АТФ-зависимое потребление кислорода, или обмен АТФ, отражает 

объем кислорода, который клетки используют для синтеза АТФ при 

добавлении олигомицина А, преимущественно связанный с активностью 

комплекса V. Значение обмена АТФ определялось по следующей формуле: 

Обмен АТФ =  

Базальный уровень потребления кислорода − Утечка протонов  

(2) 

 

Максимальная дыхательная емкость указывает на предельный уровень 

потребления кислорода митохондриями в условиях наличия разобщающих 

агентов, таких как FCCP. Этот параметр рассчитывался по формуле: 

Максимальная дыхательная емкость =  

Потребление кислорода под действием FCCP  

− Немитохондриальное потребление кислорода 

 

(3) 

 

Резервная дыхательная емкость отражает способность митохондрий к 

адаптации при увеличении потребности в энергии, являясь показателем 

биоэнергетического запаса клетки для адаптивного ответа на стрессовые 

условия. Этот показатель рассчитывали по формуле: 

Резервная дыхательная емкость =   
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Максимальная дыхательная емкость 

− Базальный уровень потребления кислорода 

(4) 

Для оценки общей митохондриальной эффективности использовали 

ранее предложенный индекс биоэнергетического здоровья (ИБЗ) (Chacko B. K. 

et al., 2014), который имеет прогностическое значение, поскольку он может 

показать прогрессирующее ухудшение биоэнергетического состояния клетки 

до порога, при котором возникает неспособность удовлетворить потребность 

в энергии. Данный параметр позволяет проанализировать соотношение 

положительных аспектов биоэнергетического состояния клеток (резервная 

емкость и дыхание, связанное с синтезом АТФ) к неблагоприятными 

показателям (немитохондриальное потребление кислорода и утечка 

протонов). Формула для расчета ИБЗ представлена ниже: 

ИБЗ =  

log
Резервная дыхательная емкость ×  Обмен АТФ

Немитох. потребление кислорода ×  Утечка протонов
 

 

(5) 

 

2.4. Микроскопия 

 

2.4.1 Оценка жизнеспособности клеток  

 

Суспензию клеток смешивали с 0,4% раствором красителя трипанового 

синего (BioRad, США) в соотношении 4:1 и затем вносили смесь под 

покровное стекло камеры Горяева. Подсчет клеток производили на 

инвертированном световом микроскопе «Микромед И» (Микромед, Россия) в 

течение 15 мин после окрашивания. Число клеток в 1 мл рассчитывали по 

формуле: 

Концентрация клеток = 

Среднее число клеток в одном квадрате ×  

коэффициент разведения × 104 

 

(6) 
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Для оценки жизнеспособности проводили подсчет окрашенных клеток в 

суспензии и рассчитывали процент мертвых клеток по формуле: 

Жизнеспособность клеток (%) = 

(1 −
Число окрашенных клеток

Общее число клеток
) × 100% 

(7) 

 

         В качестве альтернативного подхода использовали автоматический 

счетчик клеток TC20 (BioRad, США) для количественного определения 

жизнеспособности клеток (Louis K. S., Siegel A. C., 2011; Strober W., 2015). Для 

этого суспензию клеток смешивали с 0,4% раствором красителя трипанового 

синего (BioRad, США) в соотношении 1:1, вносили смесь в двойные слайды 

для счетчиков клеток (BioRad, США) и анализировали образцы с помощью 

прибора. Полученные результаты анализировали с помощью программного 

обеспечения ТС20 Data Analyzer (BioRad, США). 

 

2.4.2 Оценка колокализации митохондрий и лизосом при помощи 

конфокальной микроскопии 

 

Для оценки митофагии в клетках методом конфокальной микроскопии, 

в пробирки «Эппендорф» вносили 1·106 клеток в объёме 2 мл полной среды 

RPMI-1640 с добавлением L-глутамина, 10% ЭТС и антибиотиков. Образцы 

инкубировали с 100 нМ флуоресцентного красителя MitoTracker Green 

(Thermo Fisher Scientific, США) в течение 30 минут. Далее клетки 

центрифугировали при 200 g в течение 5 минут, отбирали супернатант, после 

чего осадок ресуспендировали в свежей полной среде RPMI-1640. Осадок 

клеток ресуспендировали и переносили в 6-луночный планшет.  Клетки 

переносили в 6-луночные планшеты и добавляли 5 мкМ FCCP для 

индуцирования митофагии, после чего инкубировали при 37°С в CO2-

инкубаторе в атмосфере 5% CO2 в течение 6 часов. Затем добавляли 50 нМ 

флуоресцентного красителя LysoTracker Deep Red (Thermo Fisher Scientific, 
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США) и инкубировали в аналогичных условиях в течение 30 минут. Далее 

клетки отбирали в пробирки типа «Эппендорф» и центрифугировали при 200 

g в течение 5 минут. Супернатант удаляли и к осадку клеток добавляли 2 мл 

свежей среды RPMI-1640 с L-глутамином, 10% ЭТС и антибиотиками. Осадок 

клеток ресуспендировали и переносили в чашки для конфокальной 

микроскопии.  

Изображения клеток снимали с использованием конфокального 

микроскопа Leica STELLARIS 5 (Leica Microsystems, Германия), оснащенного 

объективом HC PL APO CS2 63x/1.40 OIL. Лазер с длиной волны 488 нм 

использовался для возбуждения MitoTracker Green, при этом флуоресценцию 

регистрировали в интервале 487–560 нм; лазер с длиной волны 638 нм 

возбуждал LysoTracker Deep Red, флуоресценцию которого фиксировали в 

диапазоне 643–798 нм. 

Полученные изображения анализировали с помощью программного 

обеспечения CellProfiler (Broad Institute of MIT and Harvard, США).  Уровень 

митофагии определяли как отношение числа поглощенных лизосомами 

митохондрий к общему количеству митохондрий. 

 

2.5. Проточная цитофлуориметрия 

 

2.5.1 Оценка уровня АФК, продуцируемых клетками, и перекисного окисления 

липидов  

 

Для анализа с помощью проточной цитофлуориметрии отбирали по 

4·106 клеток в объёме 4 мл среды RPMI-1640 с L-глутамином, 10% ЭТС и 

антибиотиками в пробирки типа «Эппендорф». Затем центрифугировали при 

200 g в течение 10 мин, удаляли супернатант и ресуспендировали осадок 

клеток в 2 мл теплого DPBS для удаления остаточных компонентов клеточной 

среды. Далее повторяли центрифугирование при 200 g в течение 5 мин.  

Процедуру повторяли трижды для окончательной очистки клеточного осадка. 
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Затем клетки ресуспендировали в 2 мл теплого DPBS и разделяли суспензию 

по 1 мл на две пробирки типа «Эппендорф». Далее к одному образцу клеток 

добавляли 5 мкМ 2',7'-дихлородигидрофлуоресцеин диацетата (H2DCFDA) 

(Люмипроб, Россия),  флуоресцентного зонда, предназначенного для изучения 

генерации АФК (пероксид водорода H2O2, пероксинитрит) в живых клетках 

(Lyublinskaya O. G. et al., 2017). К другому образцу клеток добавляли 5 мкМ 

MitoCLox (Люмипроб, Россия), флуоресцентного зонда, который 

специфически связывается с митохондриальным фосфолипидом 

кардиолипином, являющимся высоко чувствительным к перекисному 

окислению (Lyamzaev K. G. et al.,  2019).  

Образцы клеток инкубировали в течение 30 мин в CO2-инкубаторе при 

37°С в условиях атмосферы 5% CO2. После инкубации суспензию клеток 

центрифугировали при 200 g в течение 10 мин. Далее удаляли супернатант, 

ресуспендировали осадок клеток каждого образца в 1 мл теплого DPBS с 

целью отмывки от флуоресцентных красителей, и переносили по 300 мкл 

каждого образца в лунки 96-луночного планшета с плоским дном. 

Анализ интенсивности флуоресценции клеток проводили при помощи 

проточного цитометра CytoFLEX S (Beckman Coulter, США), оснащенного 2 

лазерами возбуждения с длинами волн 488 нм и 638 нм, а также детекторами 

флуоресценции, включая 525/40 (FITC), 585/42 (PE), 610/20 (ECD), 660/10 

(APC), 690/50 (PC5.5), 712/25 (APC-A700), 780/60 (PC7, APC-A750) нм. 

Флуоресцентные красители H2DCFDA и MitoCLox возбуждали лазером при 

длине волны 488 нм. Интенсивность флуоресценции детектировали в каналах 

525/40 и 585/42 нм.  Анализ результатов проводился с помощью программного 

обеспечения CytExpert 2.4 (Beckman Coulter, США). 

 

2.5.2 Анализ мембранного потенциала митохондрий  

 

Для анализа с помощью проточной цитофлуориметрии отбирали по 

2·106 клеток в объёме 2 мл среды RPMI-1640 с L-глутамином, 10% ЭТС и 



82 
 

антибиотиками в пробирки типа «Эппендорф». Затем центрифугировали при 

200 g в течение 10 мин, удаляли супернатант и ресуспендировали осадок 

клеток в 2 мл теплого DPBS для удаления остаточных компонентов клеточной 

среды. Далее повторяли центрифугирование при 200 g в течение 5 мин.  

Процедуру повторяли трижды для окончательной очистки клеточного осадка. 

Затем клетки ресуспендировали в 1 мл теплого DPBS и добавляли 1 мкМ 

MitoTracker Orange CMTMRos (Thermo Fisher Scientific, США), 

флуоресцентного зонда, который избирательно накапливается в митохондриях 

живых клеток в зависимости от уровня мембранного потенциала (Chazotte B., 

2011). Далее образцы клеток инкубировали в течение 30 мин в CO2-инкубаторе 

при 37°С в условиях атмосферы 5% CO2. После инкубации суспензию клеток 

центрифугировали при 200 g в течение 10 мин, удаляли супернатант. 

Ресуспендировали осадок клеток в 1 мл теплого DPBS с целью отмывки от 

флуоресцентного красителя, и переносили по 300 мкл каждого образца в лунки 

96-луночного планшета с плоским дном. 

Анализ интенсивности флуоресценции клеток проводили при помощи 

проточного цитометра CytoFLEX S (Beckman Coulter, США). Флуоресцентный 

краситель MitoTracker Orange CMTMRos возбуждали лазером при длине 

волны 488 нм. Интенсивность флуоресценции детектировали в канале 585/42 

нм.  Анализ результатов проводился с помощью программного обеспечения 

CytExpert 2.4 (Beckman Coulter, США). 

 

2.6. Статистическая обработка данных 

 

Все эксперименты проводились в трехкратной повторности. 

Результаты цифровой капельной ПЦР анализировали при помощи 

программного обеспечения QuantaSoft Analysis Pro (BioRad, США). Данные 

количественной ПЦР анализировали в программном обеспечении CFX 

Maestro (BioRad, США). Для анализа полярограмм скорости потребления 

кислорода клетками использовали программное обеспечение OxyTrace+ 
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(Hansatech Instruments Ltd, Великобритания). Для анализа данных 

конфокальной микроскопии использовали программное обеспечение 

CellProfiler (Broad Institute of MIT and Harvard, США). Для анализа результатов 

проточной цитофлуориметрии использовали программное обеспечение 

CytExpert 2.4 (Beckman Coulter, США). 

Оценка нормальности распределения данных проводилась с помощью 

критериев Шапиро–Уилка или Колмогорова–Смирнова. При нормальном 

распределении в выборках статистическую обработку полученных данных для 

попарных сравнений осуществляли с использованием t-критерия Стьюдента. 

В случае, если выборки не соответствовали нормальному распределению, 

применяли непараметрический U-критерий Манна–Уитни. Для 

множественных сравнений при нормальном распределении использовали 

однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) с применением поправки 

Бонферрони. Если распределение выборок не соответствовало нормальному, 

для множественных сравнений применяли критерий Краскела–Уоллиса в 

сочетании с поправкой Бонферрони. Признавали различия между группами 

достоверными при уровне значимости p<0,05. Статистическую обработку 

данных выполняли с использованием программного обеспечения IBM SPSS 

Statistics (IBM Inc., США) и GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc., США). 
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Глава 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

3.1. Удаление мтДНК, несущей мутацию m.15059G>A в гене MT-CYB, 

при помощи РНК-комплекса MitoCas9 в клетках линии 

цитоплазматических гибридов TC-HSMAM1 

 

С целью снижения гетероплазмии мутации m.15059G>A (MT-CYB) было 

проведено удаление мутантной мтДНК в цибридных клетках линии TC-

HSMAM1 с помощью РНК-комплекса, наработанного с вектора MitoCas9, 

созданного ранее (Sukhorukov V. N. et al., 2020; Sukhorukov V. N. et al., 2022). 

Для повышения стабильности, эффективности и точности разрезания в 

области мутации m.15059G>A в двуцепочечной мтДНК, в настоящей работе 

была выбрана стратегия использования вектора MitoCas9 в виде РНК-

комплекса, состоящего из мРНК нуклеазы Cas9 и гидовых РНК, в 

соответствии с ранее предложенным подходом (Hussain S. R. A. et al., 2021). В 

качестве системы доставки РНК-комплекса MitoCas9 к клеткам использовали 

маннозил-содержащие катионные липосомы M6 (Марков О. В. et al., 2017; 

Михеев А. А. et al., 2020). Целевой участок вектора MitoCas9 состоит из 

последовательности мутантной эндонуклеазы Sniper-Cas9, которая отличается 

сниженной off-target активностью. Кроме того, в данную последовательность 

эндонуклеазы были внесены дополнительные мутации в N-домен, взятые из 

последовательности эндонуклеаз термостабильных бактерий,  

стабилизирующие эффективность ее работы в условиях повышенных 

температур (Kleinstiver B. P. et al., 2016; Lee J. K. et al., 2018). Для обеспечения 

проникновения комплекса непосредственно в митохондрии, была 

использована классическая последовательность сигнала митохондриальной 

локализации (MTS) из белка COX8A (Cytochrome C Oxidase Subunit 8A), 

участвующего в комплексе митохондриальной дыхательной цепи (рис. 5). 

Также целевой участок вектора MitoCas9 после MTS-сайта содержит 

последовательность Streptavidin-SpyTag, представляющий собой систему 

захвата биотинилированных нуклеотидных последовательностей, за счет 
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кофакторного сценария стрептавидин-биотин. Streptavidin-SpyTag позволяет 

осуществить единовременную доставку в митохондрии как нуклеазы Cas9, так 

и гидовых РНК при условии биотинилирования последних (Fairhead M. et al., 

2014; Gu B. et al., 2018).  

 

Рисунок 5. Схема целевого участка вектора MitoCas9, в котором 

закодирована последовательность нуклеазы Sniper-Cas9 со структурными и 

регуляторными элементами. T7 – последовательность T7 промотора. Sniper-

Cas9 – последовательность, кодирующая Cas9 нуклеазу. MTS – сайт 

митохондриальной локализации, полученный из последовательности гена 

COX8A. Streptavidin-SpyTag – сшивка стрептавидин/биотина. PSMC – 

терминаторная область. Схема подготовлена с использованием пакета 

программ Adobe Illustrator 2021 (Adobe, Inc., США). 

В настоящей работе было успешно проведено удаление мтДНК с 

мутацией m.15059G>A в гене MT-CYB при помощи РНК-комплекса MitoCas9 

в культуре цибридов TC-HSMAM1. Эффективность трансфекции и удаления 

мутантной мтДНК в области гена MT-CYB оценивали при помощи Т7ЕI-

анализа, который позволяет определить наличие гетеродуплекса, 

формирующегося после разрезания последовательности ДНК эндонуклеазой 

Cas9 в сайте целевого гена, и цкПЦР с праймерами, специфически 

подобранными к мутантной и нативной мтДНК.  

Для подтверждения разрезания мтДНК в участке гена MT-CYB был 

проведен гель-электрофорез T7EI-обработанных ПЦР-продуктов, 

амплифицированных с мтДНК, несущей мутацию m.15059G>A. В связи с тем, 

что в процессе CRISPR/Cas9-опосредованного редактирования двуцепочечной 

молекулы ДНК в сайте разрезания нуклеазой Cas9 в результате работы 

внутриклеточных систем репарации ДНК формируются гетеродуплексы, был 

применен T7EI-анализ (Ломов Н. А. et al., 2019). Гетеродуплексы являются 

чувствительными к расщеплению T7 эндонуклеазой I, особенностью которой 

является разрезание участков, несущих несовпадения, такие как шпильки или 
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вставки, в последовательности ДНК. В результате визуализации в агарозном 

геле, в образцах, где произошло расщепление гетеродуплексов T7 

эндонуклеазой I, обнаруживается множество полос различной размерности. 

Таким образом, T7EI-анализ позволил нам выявить наличие гетеродуплексов 

в шести образцах ПЦР-продуктов, амплифицированных с мтДНК цибридов 

TC-HSMAM1, трансфецированных MitoCas9. В свою очередь, в образцах с 

ПЦР-продуктами, амплифицированными с мтДНК из контрольных цибридов 

TC-HSMAM1, не наблюдалось расщепления T7 эндонуклеазой I, о чем 

свидетельствует наличие единственной полосы в агарозном геле. Это 

подтверждает отсутствие гетеродуплексов в мутантной мтДНК, которая не 

подвергалась воздействию РНК-комплекса MitoCas9. Полученный результат 

подтверждает способность разработанного ранее РНК-комплекса MitoCas9 

расщеплять двухцепочечную мтДНК в целевом сайте. 

Таким образом, было подтверждено разрезание мтДНК в сайте мутации 

m.15059G>A при помощи гель-электрофореза ПЦР-продуктов, 

амплифицированных с мтДНК,  несущей мутацию m.15059G>A, и 

обработанных T7 эндонуклеазой I (рис. 6). 

Далее с помощью цкПЦР была проведена проверка снижения 

мутационного фона в мтДНК в клетках цибридной линии, трансфецированных 

РНК-комплексом MitoCas9. Выявлено снижение уровня гетероплазмии 

мутации m.15059G>A в клетках TC-HSMAM1, трансфецированных РНК-

комплексом MitoCas9, до 12,81±3,24% (p<0,05) с исходного уровня в 

79,29±11,58%,  по сравнению с контрольными клетками, которые не 

подвергались трансфекции (рис. 7, таб. 4). 

Также было оценено снижение мутационного фона в мтДНК в клетках 

цибридной линии, трансфецированных РНК-комплексом MitoCas9, в течение 

продолжительного периода времени. Отбор проб клеточной суспензии для 

анализа производился через 7 и 14 суток после трансфекции. В результате 

цкПЦР анализа было показано, что происходило снижение мутационного 

фона до 26,86±3,92% и 25,31±9,35% на 7 и 14 сутки, соответственно, после 
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трансфекции клеток по сравнению с контрольными клетками, не 

подвергавшимися трансфекции (рис. 7, таб. 4). Одновременно с этим 

наблюдалось значительное снижение жизнеспособности клеток на 1 сутки 

после трансфекции РНК-комплексом MitoCas9 до 64±4% по сравнению с 

контрольными клетками, которая к 7 суткам восстанавливалась до значений 

93±3% (рис. 8). На 14 день уровень жизнеспособности трансфецированных 

клеток составлял 96±4%. Кроме того, трансфекция цибридов РНК-комплексом 

MitoCas9 не приводила к значительным морфологическим изменениям клеток 

(рис. 9-10). 

Таким образом, была показана способность вектора MitoCas9 разрезать 

мтДНК в области гена, несущего патогенную мутацию m.15059G>A, с 

последующим удалением мтДНК в клетках цитоплазматических гибридов TC-

HSMAM1 c высокой эффективностью. В результате были получены клетки 

TC-HSMAM1 с удаленной мутантной мтДНК (Cas9-TC-HSMAM1), 

использованные в дальнейших исследованиях (Sukhorukov V. N. et al., 2021; 

Sukhorukov V. N. et al., 2021; Sukhorukov V. N. et al., 2022).  

 
Рисунок 6. Результат гель-электрофореза ПЦР-продуктов, обработанных T7 

эндонуклеазой I, амплифицированных из мтДНК с мутацией m.15059G>A. 

(+) – ПЦР-продукты, амплифицированные из мтДНК с мутацией 

m.15059G>A, где обнаружено расщепление. (–) – ПЦР-продукты, 

амплифицированные из мтДНК дикого типа, где расщепления не 

обнаружено. 
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Рисунок 7. Анализ эффективности снижения числа копий мтДНК, несущих 

мутацию m.15059G>A в митохондриальном гене MT-CYB, в клетках TC-

HSMAM1 в течение 14 дней после трансфекции РНК-комплексом MitoCas9. 

TC-HSMAM1 контроль – относительное число ДНК-матриц с мутацией 

m.15059G>A в области гена MT-CYB в цибридных клетках до трансфекции 

РНК-комплексом MitoCas9. TC-HSMAM1 + MitoCas9 – относительное число 

ДНК-матриц с мутацией m.15059G>A в области гена MT-CYB в цибридных 

клетках после трансфекции РНК-комплексом MitoCas9. * p<0,05 при 

сравнении относительного уровня мутантной мтДНК с контрольным 

образцом. U-критерий Манна–Уитни. 

 

Таблица 6. Уровень мутационной нагрузки (гетероплазмии) мутации 

m.15059G>A в митохондриальном гене MT-CYB в клетках TC-HSMAM1 до и 

после трансфекции РНК-комплексом MitoCas9. 

 
Время (сутки) после трансфекции РНК-

комплексом MitoCas9 

Гетероплазмия мутации m.15059G>A в гене 

MT-CYB 

Контроль (до трансфекции) 79,29±11,58% 

1 сутки 12,81±3,24% 

7 сутки 26,86±3,92% 

14 сутки 25,31±9,35% 
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Рисунок 8. Оценка жизнеспособности клеток линии TC-HSMAM1 после 

удаления мтДНК, несущей мутацию m.15059G>A, с помощью РНК-

комплекса MitoCas9  

 

 

Рисунок 9. Микрофотография клеток линии цитоплазматических гибридов 

TC-HSMAM1. 
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Рисунок 10. Микрофотография клеток Cas9-TC-HSMAM1. 

 

3.2. Оценка митохондриальной дисфункции по отношению к 

изменению уровня митохондриального мембранного потенциала, 

продукции АФК и образования продуктов перекисного окисления 

липидов митохондриальной мембраны в цитоплазматических 

гибридах TC-HSMAM1 и клетках Cas9-TC-HSMAM1 

 

Оценку митохондриальной функции в моноцитоподобных цибридных 

клетках проводили путем анализа уровня митохондриального мембранного 

потенциала, продукции АФК и образования продуктов перекисного окисления 

липидов митохондриальной мембраны с помощью проточной 

цитофлуориметрии с использованием специфичных флуоресцентных 

красителей.  

Анализ уровня митохондриального мембранного потенциала проводили 

с использованием MitoTracker Orange CMTMRos. Было выявлено, что 

удаление мутантной мтДНК в цибридных клетках приводит к значительному 
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увеличению уровня митохондриального мембранного потенциала на 40,21% 

(p<0,001) по сравнению с контрольными клетками (рис. 11).  

Внутриклеточную продукцию АФК оценивали с помощью 

специфического флуорохрома H2DCFDA, который позволяет обнаруживать 

промежуточные продукты активного кислорода в нейтрофилах и макрофагах 

(Feng R. et al., 2018; Nadesalingam A. et al., 2018). Оценку перекисного 

окисления липидов проводили с использованием флуорохрома MitoCLox, 

который позволяет детектировать перекисное окисление кардиолипина во 

внутренней мембране митохондрий. Обнаружено незначительное, но 

статистически значимое снижение уровней АФК в цибридных клетках Cas9-

TC-HSMAM1 на 11,63% (p<0,01) по сравнению с контрольными клетками TC-

HSMAM1 (рис. 12). Кроме того, было выявлено статистически значимое 

снижение уровня перекисного окисления липидов митохондриальных 

мембран в клетках Cas9-TC-HSMAM1 на 10,14% (p<0,05) по сравнению с 

контрольными клетками TC-HSMAM1 (рис. 13). 

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о том, что мутация 

m.15059G>A в гене MT-CYB вероятно играет роль в развитии 

митохондриальной дисфункции и окислительного стресса в 

моноцитоподобных клетках, о чем свидетельствует сниженный уровень 

мембранного потенциала митохондрий, а также усиление генерации АФК и 

перекисного окисления липидов митохондриальной мембраны в 

исследованных цибридных клетках. Удаление мутантной мтДНК в 

моноцитоподобных цибридах способствует улучшению исследуемых 

параметров, включая значительное повышение митохондриального 

мембранного потенциала, а также снижение уровней АФК и окисленного 

кардиолипина (Khotina V. A. et al., 2024). 
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Рисунок 11. Анализ изменения уровня митохондриального мембранного 

потенциала цибридных клеток TC-HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1. Mean ± 

SD, *** p<0,001. t-критерий Стьюдента. 

 

 

  
Рисунок 12. Анализ изменения уровня АФК в цибридных клетках TC-

HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1. Mean ± SD, ** p<0,01. t-критерий 

Стьюдента. 
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Рисунок 13. Анализ изменения уровня окисленного митохондриального 

кардиолипина в цибридных клетках TC-HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1. 

Mean ± SD, *** p<0,001. t-критерий Стьюдента. 

 

3.3. Анализ скорости потребления кислорода и митохондриального 

биоэнергетического профиля клеток цибридных линий TC-

HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1 

 

С целью выяснения связи мутации m.15059G>A в гене MT-CYB с 

возникновением митохондриальной дисфункции в моноцитоподобных 

цибридных клетках был проведен анализ  митохондриального 

биоэнергетического профиля клеток цибридных линий TC-HSMAM1 и Cas9-

TC-HSMAM1. Биоэнергетическую функцию клеток линий цибридов 

оценивали по скорости потребления кислорода в условиях добавления 

ингибиторов окислительного фосфорилирования при помощи 

полярографического метода. Путем последовательного добавления 

ингибиторов окислительного фосфорилирования, таких как олигомицин А, 

FCCP и антимицин А, был оценен митохондриальный биоэнергетический 

профиль исследуемых клеток. На основе полученных данных был рассчитан 

индекс биоэнергетического здоровья, который может служить динамическим 

показателем биоэнергетического здоровья моноцитов, а также 

характеризовать общую митохондриальную эффективность клеток.  
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Рисунок 14. Оценка скорости потребления кислорода цибридными клетками 

TC-HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1 в зависимости от добавления 

модуляторов окислительного фосфорилирования. Mean ± SD, n = 5. 

 

Было показано, что скорость потребления кислорода всех исследуемых 

линий имеет сходный профиль (рис. 14). В ходе анализа полученных данных 

было выявлено, что в клетках с удаленной мутантной мтДНК базальный 

уровень потребления кислорода статистически значимо от цибридов TC-

HSMAM1 не отличался (рис. 15, таб. 7). Однако, в условиях добавления к 

клеткам олигомицина А и антимицина А, у цибридов Cas9-TC-HSMAM1 

наблюдается снижение скорость потребления кислорода по сравнению с 

контрольными клетками TC-HSMAM1. 

Последующий анализ митохондриального биоэнергетического профиля 

показал, что у цибридов Cas9-TC-HSMAM1 значительно снижаются такие 

параметры, как немитохондриальное потребление кислорода и утечка 

протонов на 47,39% (p<0,001) и 30,26% (p<0,05), соответственно, по 

сравнению с цибридами TC-HSMAM1 (рис. 15). 
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Кроме того, было показано, что такие параметры, как АТФ-зависимое 

потребление кислорода и резервная дыхательная емкость статистически 

значимых отличий между клетками обеих цибридных линий не имеют (рис. 

15, таб. 7). Тем не менее, наблюдается снижение максимальной дыхательной 

емкости в клетках Cas9-TC-HSMAM1 по сравнению с цибридами TC-

HSMAM1 на 19,21% (p<0,05).  

В свою очередь, при оценке общей митохондриальной эффективности 

клеток путем вычисления ИБЗ было выявлено, что данный параметр 

значительно увеличивается в цибридах после удаления мтДНК, несущей 

мутацию m.15059G>A, на 33,98% (p<0,01) по сравнению с 

неотредактированными клетками (рис. 16, таб. 7). 

Таким образом, мутация m.15059G>A в гене MT-CYB, приводящая к 

появлению дефектного варианта цитохрома b, вероятно, способствует  

увеличению значений для таких параметров биоэнергетического профиля 

митохондрий, как утечка протонов и немитохондриальное потребление 

кислорода, одновременно снижая общую митохондриальную эффективность 

в клетках (Khotina V. A. et al., 2023; Khotina V. A. et al., 2024; Khotina V. A. et 

al., 2023). 
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Рисунок 15. Оценка параметров биоэнергетического профиля цибридов TC-

HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1. Mean ± SD, * p<0,05, *** p<0,001. t-критерий 

Стьюдента. 

 

  
Рисунок 16. Оценка общей митохондриальной эффективности цибридных 

клеток TC-HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1. Mean ± SD, ** p<0,01. t-критерий 

Стьюдента. 
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Таблица 7. Результаты анализа митохондриального 

биоэнергетического профиля цибридных клеток TC-HSMAM1 и Cas9-TC-

HSMAM1 

 
Параметры 

биоэнергетического 

профиля, mean ± SD 

Клеточная линия p-value, t-

критерий 

Стьюдента TC-HSMAM1 Cas9-TC-HSMAM1 

Базальный уровень 

потребления 

кислорода, 

пмоль/сек/106 клеток 

668,37 ± 59,75 608,33 ± 51,56 p>0,05 (ns) 

Немитохондриальное 

потребление 

кислорода, 

пмоль/сек/106 клеток 

267,87 ± 33,73 140,93 ± 29,39 p<0,001 

Утечка протонов, 

пмоль/сек/106 клеток 
247,01 ± 32,61 172,27 ± 35,70 p<0,05 

АТФ-зависимое 

потребление 

кислорода, 

пмоль/сек/106 клеток 

437,33 ± 56,78 436,07 ± 36,21 p>0,05 (ns) 

Максимальная 

дыхательная емкость, 

пмоль/сек/106 клеток 

1759,87 ± 259,77 1421,87 ± 26,95 p<0,05 

Резервная 

дыхательная емкость, 

пмоль/сек/106 клеток 
1091,50 ± 293,49 813,53 ± 24,79 p>0,05 (ns) 

ИБЗ, усл. ед. 0,88±0,13 1,13±0,24 p<0,01 

 

3.4. Оценка митохондриальной дисфункции по отношению к 

активации митофагии в клетках линий THP-1, цибридов TC-

HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1 

 

Для оценки митофагии, как проявления нормальной функции 

митохондрий, в клеточных линиях цибридов TC-HSMAM1 и Cas9-TC-

HSMAM1 использовали конфокальную микроскопию для анализа 

колокализации митохондрий и лизосом в присутствии флуоресцентных 

красителей. Была оценена PINK/Parkin-опосредованная митофагия, 

индуцированная в клетках путем деполяризации митохондриальных мембран 

с помощью FCCP, по сравнению с базальным уровнем митофагии в 

нестимулированных клетках. В качестве контрольной клеточной линии с 
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нормальной активацией митофагии была использована моноцитоподобная 

клеточная линия THP-1. 

Согласно полученным данным, в клеточной линии TC-HSMAM1 

уровень FCCP-индуцированной митофагии не отличался от базального уровня 

(рис. 17). Таким образом, было показано, что в данной клеточной линии 

наблюдается нарушение активации митофагии, то есть проявление дефектной 

митофагии.  

В то же время, в контрольной клеточной линии THP-1 в условиях 

добавления FCCP наблюдается увеличение уровня митофагии в 1,39 раз 

(p<0,001). В клетках линии цибридов Cas9-TC-HSMAM1, инкубированных с 

FCCP, также наблюдается увеличение митофагии в 1,38 раз (p<0,001) по 

сравнению с базальным уровнем. Полученные данные по оценке активности 

митофагии дополняются конфокальными изображениями, 

демонстрирующими колокализацию митохондрий с лизосомами, что 

позволяет оценить полную картину динамики митофагии (рис. 18–20). 

Согласно полученным результатам, мутация m.15059G>A может быть 

связана с нарушением процессов митофагии в моноцитах. Дефектная 

митофагия, в свою очередь, может приводить к сохранению и накоплению в 

клетках дефектных митохондрий, способствуя таким образом развитию 

процессов, связанных с формированием проатеросклеротического фенотипа 

клеток (Sukhorukov V. N. et al., 2023; Sukhorukov V. N. et al., 2024). 
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Рисунок 17. Оценка уровня митофагии в клетках линий THP-1, TC-HSMAM1 

и Cas9-TC-HSMAM1. Mean ± SD, ns – нет значимости (p>0,05), * p<0,05, *** 

p<0,001. Однофакторный дисперсионный анализ ANOVA в сочетании с 

поправкой Бонферрони для множественных сравнений. 

 

 
Рисунок 18. Анализ изображений, полученных методом конфокальной 

микроскопии, для оценки активности митофагии клеток линии THP-1 до и 

после добавления FCCP. Митохондрии были окрашены с использованием 

MitoTracker Green (зеленая флуоресценция), лизосомы были окрашены с 

использованием LysoTracker Deep Red (красная флуоресценция). 

Совмещение каналов показывает колокализацию лизосом и митохондрий. 

Митохондрии, поглощенные лизосомами, показаны желтым. Увеличение 

63х.  
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Рисунок 19. Анализ изображений, полученных методом конфокальной 

микроскопии, для оценки активности митофагии клеток линии TC-HSMAM1 

до и после добавления FCCP. Митохондрии были окрашены с 

использованием MitoTracker Green (зеленая флуоресценция), лизосомы были 

окрашены с использованием LysoTracker Deep Red (красная флуоресценция). 

Совмещение каналов показывает колокализацию лизосом и митохондрий. 

Митохондрии, поглощенные лизосомами, показаны желтым. Увеличение 

63х.  

 

 
Рисунок 20. Анализ изображений, полученных методом конфокальной 

микроскопии, для оценки активности митофагии клеток линии Cas9-TC-

HSMAM1 до и после добавления FCCP. Митохондрии были окрашены с 

использованием MitoTracker Green (зеленая флуоресценция), лизосомы были 

окрашены с использованием LysoTracker Deep Red (красная флуоресценция). 

Совмещение каналов показывает колокализацию лизосом и митохондрий. 

Митохондрии, поглощенные лизосомами, показаны желтым. Увеличение 

63х.  
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3.5. Анализ экспрессии генов, опосредующих митофагию, в клетках 

линий THP-1, цибридов TC-HSMAM1 и цибридов Cas9-TC-

HSMAM1 

 

Подтверждение активации митофагии, индуцированной путем 

деполяризации митохондриальных мембран с помощью FCCP, в клетках 

цибридных линий производилось путем оценки экспрессии генов, 

кодирующих PTEN-индуцированную киназу 1 (PINK1), E3 убиквитин-лигазу 

паркин (PRKN) и ассоциированные с микротрубочками белки 1A/1B легкой 

цепи 3B (MAP1LC3B). Уровни экспрессии генов в цибридных клетках 

рассчитывались относительно экспрессии генов в контрольных клетках линии 

THP-1. 

Было показано, что в нормальных физиологических условиях, когда 

экзогенная стимуляция митофагии в клетках отсутствовала, базальная 

экспрессия генов PINK1 и MAP1LC3B статистически значимо во всех 

клеточных линиях не отличается. В то же время, экспрессия PRKN 

статистически значимо снижена в клетках цибридной линий TC-HSMAM1 в 

1,83 (p<0,05) раза по сравнению с контрольными клетками THP-1 (рис. 21). 

Кроме того, экспрессия гена PRKN в клетках линии Cas9-TC-HSMAM1 

увеличивается в 1,75 раз (p<0,05) по сравнению с клетками, несущими 

мутацию m.15059G>A, до уровня, сходного с контрольными клетками (рис. 

21).  

Индукция митофагии путем инкубации клеток с FCCP приводит к 

увеличению экспрессии всех исследуемых генов в контрольных клетках линии 

THP-1 и в цибридах с удаленной мутантной мтДНК. В частности, инкубация 

Cas9-TC-HSMAM1 с FCCP приводит к увеличению экспрессии PINK1 в 2,74 

раза (p<0,001), PRKN в 1,43 раза (p<0,05) и MAP1LC3B в 6,65 раз (p<0,001) по 

сравнению с базальной экспрессией (рис. 21). Кроме того, установлено, что 

при индукции митофагии с помощью FCCP уровень экспрессии гена 

MAP1LC3B в клетках линии THP-1 и в цибридах Cas9-TC-HSMAM1 значимо 

не отличается. Однако экспрессия генов PRKN и PINK1 в клетках Cas9-TC-
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HSMAM1 была снижена в 1,40 (p<0,01) и 1,34 (p<0,01) раз соответственно, по 

сравнению с контрольными клетками THP-1. 

Инкубация цибридов TC-HSMAM1, несущих патологическую мутацию, 

с FCCP приводит к статистически значимому увеличению экспрессии 

MAP1LC3B в 3,32 раза по сравнению с базальной экспрессией (рис. 21). 

Однако экспрессия данного гена в клетках TC-HSMAM1 значительно снижена 

по сравнению как с клетками линии THP-1, так и цибридами Cas9-TC-

HSMAM1 (в 2,68 и 3,24 раза соответственно).  В то же время, экспрессия генов 

PINK1 и PRKN в цибридах TC-HSMAM1 статистически значимо не 

изменяется по сравнению с базальным уровнем.  

Таким образом, было показано, что удаление мтДНК, несущей мутацию 

m.15059G>A, в цибридных клетках приводит к значительному увеличению 

экспрессии генов PINK1, PRKN и MAP1LC3B. Данные по экспрессии генов, 

ассоциированных с активацией FCCP-индуцированной митофагии, 

согласуются с результатами оценки митохондриальной дисфункции, 

полученными с помощью конфокальной микроскопии (Sukhorukov V. N. et al., 

2024).  
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Рисунок 21. Оценка экспрессии генов, опосредующих активацию FCCP-

индуцированной митофагии, в клетках линий THP-1, TC-HSMAM1 и Cas9-

TC-HSMAM1. Mean ± SD, ns – нет значимости (p>0,05), * p<0,05, ** p<0,01, 

*** p<0,001. Однофакторный дисперсионный анализ ANOVA в сочетании с 

поправкой Бонферрони для множественных сравнений.  

 

3.6. Оценка секреции цитокинов клетками линий THP-1, TC-HSMAM1 

и Cas9-TC-HSMAM1 в условиях активации провоспалительного 

ответа 

 

Изменение провоспалительного ответа цибридов с удаленной 

мутантной мтДНК оценивали по секреции цитокинов клетками в ответ на 

стимуляцию бактериальным ЛПС при помощи иммуноферментного анализа.  

По сравнению с контрольной линией THP-1, в цибридных клетках TC-

HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1 происходит увеличение базальной секреции 

ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-8 и MCP-1 (CCL2) (рис. 22). Однако было обнаружено, что 

базовая секреция ФНОα клетками Cas9-TC-HSMAM1 статистически значимо 



104 
 

от контроля не отличается, тогда как секреция данного цитокина цибридами 

TC-HSMAM1 значительно усиливается (рис. 22). 

Стимуляции провоспалительного фенотипа клеток с помощью ЛПС 

приводит к значительному увеличению секреции всех цитокинов всеми 

исследуемыми клеточными линиями (таб. 8, рис. 22). Было выявлено, что 

секреция ИЛ-8 и MCP-1 в обеих цибридных линиях не имеет статистически 

значимых отличий от контрольных клеток THP-1. Кроме того, секреция ИЛ-

1β и ФНОα цибридами TC-HSMAM1 статистически значимо снижена по 

сравнению с клетками контрольной линии THP-1 (рис. 22). В то же время, 

секреция данных цитокинов клетками Cas9-TC-HSMAM1 не отличается от 

контрольных клеток. Стоит отметить, что удаление мутантной мтДНК в 

цибридах приводит к значительному увеличению секреции ИЛ-6 по 

сравнению с клетками линий THP-1 и TC-HSMAM1 (рис. 22). 

Таким образом, были выявлены сходства между клетками линий TC-

HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1, заключавшиеся в базальном уровне секреции 

ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-8 и MCP-1 (CCL2) (рис. 22). Тем не менее, было выявлено 

снижение базальной секреции ФНОα в клетках цибридов после удаления 

мутации m.15059G>A по сравнению с цибридными клетками, несущими 

данную мутацию. В то же время, стимуляция клеток с помощью ЛПС 

приводила к увеличению секреции ИЛ-1β и ФНОα клетками Cas9-TC-

HSMAM1 до уровня, сходного с контрольной клеточной линией THP-1 (рис. 

22). Кроме того, в ответ на стимуляцию ЛПС наблюдаются статистически 

значимое увеличение секреции ИЛ-6 и ИЛ-8 клетками Cas9-TC-HSMAM1 по 

сравнению с TC-HSMAM1 (рис. 22).  

На основании полученных результатов можно заключить, что 

цибридные клетки линии TC-HSMAM1 значительно отличаются по профилю 

иммунного ответа от контрольных клеток линии THP-1. Клетки Cas9-TC-

HSMAM1 не отличаются по базальной секреции цитокинов от клеток линии 

TC-HSMAM1 с неотредактированным митохондриальным геномом, за 

исключением сниженной секреции ФНОα.  
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Рисунок 22. Концентрация про-воспалительных цитокинов (ФНОα, ИЛ-1β, 

ИЛ-6, ИЛ-8, MCP1) в клеточной среде при стимуляции ЛПС клеток линий 

THP-1, цибридов TC-HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1. ns – нет значимости 

(p>0,05), * p<0,05, ** p<0,01, # p<0,05 и ## p<0,01 (относительно THP-1). 

Однофакторный дисперсионный анализ с использованием 

непараметрического критерия Краскела-Уоллиса для множественных 

сравнений в сочетании с поправкой Бонферрони. 
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Таким образом, можно сделать вывод, что мутация m.15059G>A 

вероятно связана с изменением провоспалительного ответа клеток за счет 

изменения уровня секреции ФНОα и ИЛ-1β (Khotina V. A. et al., 2023; Khotina 

V. A. et al., 2023a). 

 

Таблица 8. Выработка провоспалительных цитокинов клетками линий THP-

1, цибридов TC-HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1 

 
Клеточная линия Цитокин Концентрация цитокинов, медиана  

(25-й процентиль; 75-й процентиль), пг/мл 

Базальная секреция Секреция, 

стимулированная ЛПС 

THP-1 ИЛ-1β 1,00 

(0,01; 1,00) 

122,00 

(118,00; 135,00) 

ФНОα 3,00 

(1,00; 19,00) 

159,00 

(131,25; 170,25) 

ИЛ-6 27,00 

(8,00; 27,00) 

116,00 

(109,00; 135,75) 

ИЛ-8 8,00 

(7,00; 18,75) 

12913,00 

(10528,00; 16057,00) 

MCP-1 

(CCL2) 

49,00 

(25,00; 67,00) 

10469,00 

(9454,00; 16069,50) 

TC-HSMAM1 ИЛ-1β 4,00 

(3,00; 7,00) 

49,50 

(43,00; 61,25) 

ФНОα 30,00 

(25,00; 35,00) 

100,00 

(98,00; 109,50) 

ИЛ-6 31,00 

(30,00; 33,00) 

248,50 

(165,25; 258,25) 

ИЛ-8 901,50 

(675,00; 1102,50) 

10434,00 

(7870,00; 10777,00) 

MCP-1 

(CCL2) 

2467,00 

(1669,00; 2595,25) 

8616,00 

(7694,00; 11708,00) 

Cas9-TC-

HSMAM1 

ИЛ-1β 5,00 

(2,00; 7,00) 

95,00 

(77,00; 100,00) 

ФНОα 13,00 

(11,00; 14,00) 

139,50 

(115,50; 151,50) 

ИЛ-6 41,50 

(34,25; 46,50) 

467,50 

(437,75; 577,50) 

ИЛ-8 1292,00 

(728,50; 1651,50) 

17287,00 

(15523,25; 19008,00) 

MCP-1 

(CCL2) 

4562,00 

(2312,00; 5201,00) 

14092,50 

(9928,50; 14696,25) 
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3.7. Оценка способности клеток линий THP-1, TC-HSMAM1 и Cas9-TC-

HSMAM1 формировать эндотоксиновую толерантность к ЛПС 

 

Способность клеток контрольной линии THP-1, цибридов TC-HSMAM1 

и Cas9-TC-HSMAM1 формировать эндотокисновую толерантность в ответ на 

провоспалительную стимуляцию бактериальным ЛПС была оценена методом 

иммуноферментного анализа. Секрецию провоспалительного цитокина ФНОα 

определяли после первичной и повторной стимуляции клеток с помощью 

ЛПС.  

В контрольных клетках линии ТНР-1 в ответ на первичную стимуляцию 

с помощью ЛПС наблюдается статистически значимое увеличение секреции 

ФНОα по сравнению с условиями без стимуляции (рис. 23). В то же время, 

наблюдается отсутствие данного эффекта после повторной стимуляции, 

которое выражается в снижении секреции данного цитокина в 3,74 раза по 

сравнению с условиями при однократной стимуляции (p<0.001). Таким 

образом, в клетках THP-1 наблюдается проявление эндотоксиновой 

толерантности. 

В свою очередь, в клетках TC-HSMAM1 наблюдается повышенная 

секреция ФНОα как при первичной, так и при повторной стимуляции с 

помощью ЛПС в 5,31 и 4,59 раз соответственно по сравнению с условиями без 

стимуляции. Таким образом, в цибридах, несущих мутацию m.15059G>A, не 

происходит формирования эндотокисновой толерантности при воздействии на 

них ЛПС.  

В цибридах с удаленной мутантной мтДНК обнаруживается снижение 

секреции ФНОα по сравнению как с клетками THP-1, так и с цибридами TC-

HSMAM1 после первичной стимуляции ЛПС до значений 34,00 ± 12,49 пг/мл. 

Тем не менее, при повторной стимуляции клеток Cas9-TC-HSMAM1 

наблюдается снижение секреции ФНОα в 6,81 раз (p<0.001) по сравнению с 

уровнем секреции данного цитокина после первой стимуляции. 
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Соответственно, наблюдается восстановление эндотоксиновой толерантности 

у цибридов Cas9-TC-HSMAM1.  

Таким образом, исследуемая мутация m.15059G>A оказывает 

негативное влияние на способность моноцитов формировать эндотоксиновую 

иммунную толерантность, что вероятно будет препятствовать разрешению 

воспаления и способствовать его хронизации (Khotina V. A. et al., 2023; 

Khotina V. A. et al., 2023a; Sukhorukov V. N. et al., 2024). 

 

 

Рисунок 23. Концентрация ФНОα в клеточной среде в условиях двойной 

провоспалительной стимуляции с помощью ЛПС клеток линий THP-1, 

цибридов TC-HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1. Mean ± SD, ns – нет 

значимости (p>0,05), * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. t-критерий Стьюдента. 

 

3.8. Анализ экспрессии генов, ассоциированных с формированием 

инфламмасомы, в клетках линий THP-1, TC-HSMAM1 и Cas9-TC-

HSMAM1 

 

Активация сборки NLRP3-инфламмасомы в ФМА-

дифференцированных макрофагальных клетках, стимулированных 

бактериальным ЛПС, оценивалась по экспрессии генов, кодирующих 

криопирин (NLRP3), который является основным компонентом инфламмасом 

типа NLRP3, каспазу 1 (CASP1) и интерлейкин 1β (IL1B). Уровни экспрессии 
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генов в цибридных клетках рассчитывались относительно экспрессии генов в 

контрольных клетках линии THP-1. 

Выявлено, что уровень базальной экспрессии генов NLRP3 и IL1B в 

клетках цибридной линии TC-HSMAM1 статистически значимо увеличен по 

сравнению с контрольными клетками THP-1 — в 1,66 (p<0,05) и 192,88 

(p<0,001) раз, соответственно (рис. 24). В то же время, экспрессия гена CASP1 

статистически значимо от контрольных клеток не отличается. 

В цибридах после удаления мутации m.15059G>A обнаружено снижение 

базальной экспрессии гена CASP1 (p<0,001), а также увеличение экспрессии 

IL1B в 136,70 (p<0,001) раз по сравнению с контрольными клетками (рис. 24). 

В то же время, экспрессия гена NLRP3 статистически значимо от контрольных 

клеток не отличается. Кроме того, базальная экспрессия всех исследуемых 

генов в клетках Cas9-TC-HSMAM1 статистически значимо снижена по 

сравнению с клеточной линией TC-HSMAM1.  

Стимуляция клеток линии TC-HSMAM1 с помощью ЛПС приводила к 

увеличению экспрессии гена CASP1 в 1,90 раза (p<0,01) по сравнению с 

клетками без стимуляции, тогда как экспрессия генов IL1B и NLRP3 не 

изменялась. Более того, экспрессия гена IL1B в ЛПС-стимулированных 

клетках TC-HSMAM1 значительно превышает таковую в клетках линии THP-

1, использованной в качестве контроля. Однако, экспрессия гена CASP1 в 

ЛПС-стимулированных клетках TC-HSMAM1 значительно снижена по 

сравнению с контрольными клетками в аналогичных условиях.  

В стимулированных с помощью ЛПС клетках Cas9-TC-HSMAM1 

наблюдается статистически значимое увеличение всех исследуемых генов по 

сравнению с нестимулированными клетками. В то же время, экспрессия 

NLRP3 статистически значимо увеличивается в 1,28 (p<0,05) раз по сравнению 

с клеточной линией TC-HSMAM1, тогда как экспрессия генов CASP1 и IL1B 

между обеими клеточными линиями не отличается.  

Таким образом, можно заключить, что мутация m.15059G>A может быть 

ассоциирована с усилением про-воспалительного ответа и формированием 
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NLRP3 инфламмасомы в связи с повышенной базальной экспрессией генов 

NLRP3 и IL1B (Khotina V. A. et al., 2023; Khotina V. A. et al., 2023b; Khotina V. 

A. et al., 2023). 

 
Рисунок 24. Анализ экспрессии генов, ассоциированных с формированием 

NLRP3-инфламмасомы (CASP1, IL1B, NLRP3), в условиях инкубации с ЛПС 

ФМА-дифференцированных клеток линий THP-1, цибридов TC-HSMAM1 и 

Cas9-TC-HSMAM1. Mean ± SD, ns – нет значимости (p>0,05), * p<0,05, ** 

p<0,01, *** p<0,001, # p<0,05 и ### p<0,001 (относительно THP-1). 

Однофакторный дисперсионный анализ ANOVA в сочетании с поправкой 

Бонферрони для множественных сравнений. 
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3.9. Оценка накопления внутриклеточного холестерина липопротеидов 

низкой плотности клетками линий TC-HSMAM1 и Cas9-TC-

HSMAM1  

 

Для анализа накопления холестерина, макрофаги, дифференцированные 

из клеток THP-1, TC-HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1 инкубировали с 

атерогенными ЛПНП с последующей оценкой внутриклеточного содержания 

общего холестерина (рис. 25, таб. 9).  

Обнаружено, что исходное содержание общего холестерина во всех 

исследуемых линиях клеток статистически значимо не отличалось. С другой 

стороны, в клетках контрольной линии THP-1, инкубированных с ЛПНП 

атеросклеротических больных, содержание холестерина возрастало в 1,15 раз 

(p<0,01), что свидетельствует о проявлении ЛПНП больных атерогенных 

свойств в культуре нативных клеток. Инкубация цибридов TC-HSMAM1 и 

Cas9-TC-HSMAM1 с атерогенными ЛПНП также приводила к статистически 

значимому увеличению содержания общего холестерина в 1,29 (p<0,001) и 

1,26 раз (p<0,001) соответственно по сравнению с клетками, не 

инкубированными с ЛПНП.  

Тем не менее, значения содержания общего холестерина в обеих 

цибридных линиях, инкубированных с ЛПНП больных, статистически 

значимо не отличаются между собой, что может свидетельствовать о том, что 

мутация m.15059G>A в гене MT-CYB не оказывает значительного влияния на 

внутриклеточное накопление холестерина ЛПНП клетками, поскольку 

удаление мтДНК не привело к значимому изменению накопления холестерина 

в цибридных линиях (Khotina V. A., Sukhorukov V. N., 2023a; Sukhorukov V. N. 

et al., 2024; Sukhorukov V. N. et al., 2022). 
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Таблица 9. Сводные данные по содержанию холестерина в клетках, 

дифференцированных в макрофаги 

 
Клеточная линия и 

инкубация с ЛПНП 

Содержание холестерина на 

клетку (мкг/мг общего белка), 

mean ± SD 

p (one-way 

ANOVA) vs THP-1 

THP-1 36,81 ± 5,53 – 

THP-1 + ЛПНП 42,22 ± 5,11 ** (p<0,01) 

TC-HSMAM1 38,84 ± 6,28 ns (p>0,05) 

TC-HSMAM1 + ЛПНП 50,38 ± 6,23 *** (p<0,001) 

Cas9-TC-HSMAM1 41,94 ± 6,12 ns (p>0,05) 

Cas9-TC-HSMAM1 + ЛПНП 52,72 ± 7,81 *** (p<0,001) 

 

 

Рисунок 25. Анализ содержания холестерина клетками линий THP-1, 

цибридов TC-HSMAM1 и цибридов Cas9-TC-HSMAM1. Mean ± SD, ns – нет 

значимости (p>0,05), ** p<0,01, *** p<0,001. Однофакторный дисперсионный 

анализ ANOVA в сочетании с поправкой Бонферрони для множественных 

сравнений. 
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3.10. Оценка регуляции внутриклеточного метаболизма липидов в 

клетках линий THP-1, цибридов TC-HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1 

в условиях инкубации с ЛПНП 

 

Оценку регуляции внутриклеточного липидного обмена проводили по 

уровню экспрессии генов, кодирующих ключевые ферменты липидного 

метаболизма: митохондриальную ацетил-КоА-ацетилтрансферазу 1 (ACAT1), 

катализирующую образование ацетоацетил-КоА; лизосомальную липазу 

(LIPA), участвующую в гидролизе эфиров холестерина и триглицеридов в 

лизосомах; синтазу жирных кислот (FASN), катализирующую синтез 

насыщенных жирных кислот; гидролазу эфира холестерина 1 (CES1), также 

известную как карбоксилэстераза 1, и нейтральную гидролазу сложных 

эфиров холестерина 1 (NCEH1), ответственных за гидролиз эфиров 

холестерина. Уровни экспрессии генов в цибридных клетках рассчитывались 

относительно их уровней в контрольных клетках линии THP-1 (рис. 26). 

Анализ экспрессии выявил снижение базальных уровней всех 

изучаемых генов в клетках линии TC-HSMAM1 по сравнению с контрольной 

линией THP-1. В клетках Cas9-TC-HSMAM1 также наблюдается снижение 

экспрессии генов ACAT1, FASN и NCEH1 по сравнению с клетками линии 

THP-1, однако уровень базальной экспрессии генов LIPA и CES1 остается на 

сопоставимом с контролем уровне. В то же время, в клетках TC-HSMAM1 и 

Cas9-TC-HSMAM1 значения экспрессии большинства генов, кодирующих 

ферменты липидного метаболизма, статистически значимо не различались, за 

исключением генов CES1 и LIPA, для которых было продемонстрировано 

повышение экспрессии в клетках Cas9-TC-HSMAM1 (p<0,05).  

В результате инкубации контрольных клеток THP-1 с атерогенными 

ЛПНП наблюдалось значительное повышение экспрессии генов ACAT1, LIPA, 

CES1 (p<0,001) и NCEH1 (p<0,05), а также снижение экспрессии FASN 

(p<0,001) по сравнению с базальными уровнями.  В цибридах TC-HSMAM1 

инкубация с ЛПНП приводила к увеличению экспрессии ACAT1 (p<0,001) и 

FASN (p<0,05), при этом экспрессия генов LIPA, NCEH1 и CES1 оставалась на 



114 
 

базальном уровне. Инкубация ЛПНП клеток Cas9-TC-HSMAM1 с удаленной 

мутантной мтДНК сопровождалась повышением экспрессии генов LIPA 

(p<0,05) и ACAT1 (p<0,001), и снижением экспрессии FASN (p<0,05) по 

сравнению с базальными уровнями, тогда как экспрессия NCEH1 и CES1 

оставалась неизменной. 

Комплексная оценка экспрессии генов, кодирующих ключевые 

ферменты липидного метаболизма, в клетках цибридных линий до и после 

удаления мтДНК, несущей m.15059G>A мутацию, позволяет предположить, 

что наличие в клетках данной мутации может оказывать влияние на 

внутриклеточный липидный метаболизм, за счет изменения экспрессии гена 

FASN (рис. 26). В отсутствие мутации m.15059G>A добавление ЛПНП к 

макрофагальным клеткам приводит к снижению экспрессии FASN, что, 

вероятно, может быть обусловлено снижением потребности клеток в de novo 

синтезированных жирных кислотах, связанного с наличием экзогенного 

источника жирных кислот. Однако, в цибридах, несущих мутацию 

m.15059G>A, снижении экспрессии данного гена не наблюдалось (Khotina V. 

A., Sukhorukov V. N., 2023a; Sukhorukov V. N. et al., 2024; Sukhorukov V. N. et 

al., 2022). 

 



115 
 

 
Рисунок 26. Анализ экспрессии генов, регулирующих липидный метаболизм 

(ACAT1, FASN, LIPA, CES1 и NCEH1), в условиях инкубации с ЛПНП клеток 

линий THP-1, цибридов TC-HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1. Mean ± SD, ns – 

нет значимости (p>0,05), * p<0,05, *** p<0,001, # p<0,05 и ### p<0,001 

(относительно THP-1). Однофакторный дисперсионный анализ ANOVA в 

сочетании с поправкой Бонферрони для множественных сравнений. 
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3.11. Анализ экспрессии генов, регулирующих апоптоз, в клетках линий 

THP-1, цибридов TC-HSMAM1 и цибридов Cas9-TC-HSMAM1 

 

Регуляция апоптоза в клетках цибридных линий оценивалась по 

экспрессии таких генов, кодирующих Bcl-2 ассоциированный Х белок (BAX), 

регулятор апоптоза Bcl-2 (BCL2), каспазу 3 (CASP3), каспазу 9 (CASP9) и 

фактор активации апоптотической протеазы 1 (APAF1). Уровни экспрессии 

генов в цибридных клетках рассчитывались относительно экспрессии генов в 

контрольных клетках линии THP-1. 

Наблюдается статистически значимое увеличение экспрессии генов 

BCL2, CASP3 и APAF1 в клетках цибридной линий TC-HSMAM1 в 1,62 

(p<0,05), 2,72 (p<0,001) и 2,12 (p<0,001) раз соответственно по сравнению с 

контрольными клетками THP-1 (рис. 27). Кроме того, в клетках линии TC-

HSMAM1 наблюдается снижение экспрессии BAX (p<0,01) и CASP9 (p<0,001) 

по сравнению с контрольными клетками.  

После удаления мтДНК с мутацией m.15059G>A в цибридных клетках 

наблюдается увеличение экспрессии генов BAX и CASP9 в 1,42 (p<0,01) и 4,08 

(p<0,001) раз соответственно, а также снижение экспрессии CASP3 в 1,34 

(p<0,01) раза по сравнению с неотредактированными клетками. В ходе анализа 

экспрессии генов BCL2 и APAF1 не выявлено статистически значимых 

различий между двумя линиями цибридных клеток (рис. 27). Тем не менее, 

уровни экспрессии генов CASP3 и CASP9 в клетках Cas9-TC-HSMAM1 

оказались значительно выше, чем в контрольной линии THP-1, в то время как 

для экспрессии BAX не было продемонстрировано статистически значимых 

изменений. 

Оценка отношения экспрессии генов BAX к BCL2 показала снижение его 

значений в клетках TC-HSMAM1 по сравнению с контрольными клетками 

THP-1 в 2,54 раза (p<0,001) (рис. 28). В клетках Cas9-TC-HSMAM1 

наблюдается тенденция к повышению соотношения BAX/BCL2 относительно 

TC-HSMAM1 (p<0,05), однако значение данного показателя остается ниже 

уровня, выявленного в контрольных клетках, в 1,94 раза (p<0,001). 
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Рисунок 27. Оценка экспрессии генов, ассоциированных с апоптозом, в 

клетках линий THP-1, TC-HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1. Mean ± SD, ns – 

нет значимости (p>0,05), * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Однофакторный 

дисперсионный анализ ANOVA в сочетании с поправкой Бонферрони для 

множественных сравнений. 

 

Рисунок 28. Соотношение уровней экспрессий генов BAX/BCL2 клеток 

линий THP-1, TC-HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1. Mean ± SD, * p<0,05, *** 

p<0,001. Однофакторный дисперсионный анализ ANOVA в сочетании с 

поправкой Бонферрони для множественных сравнений. 
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Анализ полученных данных показал, что удаление мтДНК, несущей 

мутацию m.15059G>A, приводит к статистически значимому снижению 

экспрессии CASP3, а также увеличению экспрессии BAX и CASP9 по 

сравнению с линией цибридов TC-HSMAM1, несущей патогенную мутацию. 

Таким образом, можно заключить, что мутация m.15059G>A , вероятно, может 

оказывать влияние на экспрессию данных генов, опосредующих апоптоз в 

клетках (Khotina V. A. et al., 2023; Khotina V. A., Sukhorukov V. N., 2023b). 

 

3.12. Анализ экспрессии генов, регулирующих пролиферацию и 

клеточный цикл, в клетках линий THP-1, TC-HSMAM1 и Cas9-TC-

HSMAM1 

 

Регуляцию процессов пролиферации цибридных клеток оценивали по 

экспрессии гена, кодирующего ядерный антиген пролиферирующих клеток 

(PCNA). Для оценки регуляции клеточного цикла анализировали экспрессию 

генов, кодирующих циклин B1 (CCNB1) и циклин D1 (CCND1). Уровни 

экспрессии генов в цибридных клетках рассчитывались относительно 

экспрессии генов в контрольных клетках линии THP-1. 

Установлено, что в клетках TC-HSMAM1 экспрессия PCNA, CCNB1 и 

CCND1 увеличена в 2,19 (p<0,001), 2,73 (p<0,001) и 3,71 (p<0,001) раза 

соответственно по сравнению с клетками линии THP-1 (рис. 29).  

После удаления мутации m.15059G>A в клетках Cas9-TC-HSMAM1 

также наблюдается увеличение экспрессии генов PCNA и CCND1 по 

сравнению с контрольной линией клеток THP-1 в 2,79 (p<0,001) и 2,69 

(p<0,001) раз соответственно. В то же время, было обнаружено, что экспрессия 

гена CCNB1 статистически значимо от контрольных клеток не отличалась 

(рис. 29).  

Статистически значимой разницы в экспрессии генов PCNA и CCND1 в 

цибридных клетках до и после удаления мутации не обнаруживается. Однако, 

в клетках Cas9-TC-HSMAM1 наблюдается статистически значимое снижение 

экспрессии гена CCNB1 по сравнению с TC-HSMAM1.  
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Рисунок 29. Оценка экспрессии генов, опосредующих пролиферативную 

активность моноцитоподобных клеток линии THP-1, цибридов TC-HSMAM1 

и Cas9-TC-HSMAM1. Mean ± SD, ns – нет значимости (p>0,05), *** p<0,001. 

Однофакторный дисперсионный анализ ANOVA в сочетании с поправкой 

Бонферрони для множественных сравнений. 

 

Таким образом, обнаружено, что наличие мутации m.15059G>A в 

мтДНК моноцитов может быть связано с увеличением экспрессии гена 

CCNB1, ассоциированного с регуляцией митоза клеток (Khotina V. A., 

Sukhorukov V. N., 2023b; Khotina V. A. et al., 2023a). 

 

3.13. Анализ экспрессии генов, ассоциированных с синтетической 

активностью и регуляцией транскрипции, в клетках линий THP-1, 

TC-HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1 

 

Синтетическую активность ФМА-дифференцированных 

макрофагальных клеток оценивали по экспрессии гена, кодирующего 

субъединицу 1 коллагена 6 типа (COL6A1). Регуляцию транскрипции в клетках 

оценивали по экспрессии генов, кодирующих субъединицу А РНК-
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полимеразы 1 типа (POLR1A) и субъединицу А РНК-полимеразы 3 типа 

(POLR3A). Уровни экспрессии генов в цибридных клетках рассчитывались 

относительно экспрессии генов в контрольных клетках линии THP-1. 

Обнаружено, что экспрессия генов POLR1A и COL6A1 в клетках 

цибридной линии TC-HSMAM1 статистически значимо увеличивается в 1,54 

(p<0,001) и 2,41 (p<0,001) раз соответственно по сравнению с THP-1, тогда как 

экспрессия  POLR3A снижается (рис. 30). 

После удаления мтДНК с мутацией m.15059G>A в клетках Cas9-TC-

HSMAM1 наблюдается увеличение экспрессии гена POLR3A в 2,07 (p<0,001) 

раз по сравнению с контрольной линией клеток THP-1, тогда как экспрессия 

гена POLR1A статистически значимо снижалась (p<0,01) (рис. 30). В то же 

время, экспрессия COL6A1 статистически значимо между обеими клеточными 

линиями не отличалась. 

По сравнению с линией TC-HSMAM1, в клетках после удаления мтДНК 

с мутацией наблюдается статистически значимое снижение экспрессии генов 

POLR1A и COL6A1, тогда как экспрессия POLR3A увеличивается. 

На основании полученных данных можно заключить, что наличие 

мутации m.15059G>A в мтДНК макрофагов может быть связано с 

увеличением экспрессии POLR1A и COL6A1, что, вероятно, может 

способствовать усилению синтеза 18S, 5.8S и 28S рРНК, а также продукции 

ВКМ (Khotina V. A., Sukhorukov V. N., 2023b; Khotina V. A. et al., 2023a).  
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Рисунок 30. Оценка экспрессии генов, опосредующих синтез РНК и 

коллагена, в ФМА-дифференцированных макрофагальных клетках, 

полученных из клеток линий THP-1, TC-HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1. 

Mean ± SD, ns – нет значимости (p>0,05), ** p<0,01, *** p<0,001. 

Однофакторный дисперсионный анализ ANOVA в сочетании с поправкой 

Бонферрони для множественных сравнений. 

 

 

  



122 
 

Глава 4. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

 

Неоднократно была показана возможность использования технологий 

на основе CRISPR/Cas9 для редактирования митохондриальных генов (Bian 

W. P. et al., 2019; Hussain S. R. A. et al., 2021; Loutre R. et al., 2018). Ранее в 

нашей лаборатории был сконструирован вектор MitoCas9, способный 

вызывать двуцепочечные разрывы в мтДНК в области последовательности 

гена MT-CYB, кодирующего цитохром b (Sukhorukov V. N. et al., 2020). 

Наиболее эффективным способом доставки редактирующей конструкции к 

клеткам являются катионные липосомы. Недавно было показано, что 

маннозил-содержащие адресные катионные липосомы M6 являются 

эффективными системами доставки нуклеиновых кислот в сложно 

трансфецируемые дендритные клетки и моноцитарные клетки (Sukhorukov V. 

N. et al., 2020; Марков О. В. et al., 2017). Для улучшения фьюзогенных свойств, 

такие липосомы содержат липид-помощник DOPE, который способствует 

высвобождению нуклеиновых кислот из эндосом в цитоплазму (Михеев А. А. 

et al., 2020).  

Ранее была выявлена связь ряда мутаций в генах, кодируемых мтДНК,  

в том числе m.15059G>A (MT-CYB), с атеросклерозом (Dabravolski S. A. et al., 

2022; Sobenin I. A., 2013; Баринова В. А. et al., 2015; Сазонова М. А. et al., 2014; 

Синёв В. В. et al., 2021). В целях изучения связи данной мутаций с клеточными 

механизмами, ассоциированными с атеросклерозом, была создана линия 

цитоплазматических гибридов TC-HSMAM1, посредством слияния 

безмитохондриальных моноцитоподобных клеток THP-1 с тромбоцитами, 

содержащими мутантный митохондриальный геном и использованными в 

качестве клеток-доноров митохондрий (Sazonova M. A. et al., 2018; Sazonova 

M. D. et al., 2021; Синёв В. В. et al., 2017). Данная клеточная линия 

цитоплазматических гибридов была использована в настоящей работе для 

выявления роли мутации m.15059G>A в гене MT-CYB в формировании 

проатеросклеротического фенотипа моноцитов и макрофагов.  
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В настоящем исследовании была успешно показана эффективность 

разработанного ранее вектора MitoCas9 в удалении из цибридных клеток 

копий мтДНК, содержащих мутацию m.15059G>A в гене MT-CYB. В 

результате трансфекции клеток линии TC-HSMAM1 вектором MitoCas9 было 

выявлено снижение мутационного фона вследствие образования 

двуцепочечных разрывов в области гена MT-CYB (Sukhorukov V. N. et al.,  

2021; Sukhorukov V. N. et al., 2024). Полученные данные согласуются с 

данными исследований, проведенных с использованием систем 

редактирования митохондриального генома, основанных на CRISPR/Cas9, по 

снижению копий целевой мтДНК и уровней ее транскриптов (Bian W. P. et al., 

2019; Hussain S. R. A. et al., 2021; Khotina V. A. et al., 2022; Khotina V. A. et al., 

2023; Loutre R. et al., 2018; Sukhorukov V. N. et al., 2021). С помощью 

разработанного ранее подхода по удалению колец мтДНК, несущих мутацию 

m.15059G>A в гене MT-CYB, в настоящем исследовании было достигнуто 

значительное снижение гетероплазмии данной мутации (Sukhorukov V. N. et 

al., 2021; Sukhorukov V. N. et al., 2021; Sukhorukov V. N. et al., 2022; Sukhorukov 

V. N. et al., 2024). Кроме того, путем T7EI-анализа было выявлено 

формирование гетеродуплексов в участках мтДНК, соответствовавших 

целевым сайтам для нуклеазы Cas9 вектора MitoCas9, использованного для 

трансфекции. Наличие гетеродуплексов в местах ДЦР свидетельствует об 

успешном проведении редактирования мтДНК (Sukhorukov V. N. et al., 2024). 

Более того, для подтверждения разрезания мтДНК в сайте мутации 

m.15059G>A вектором MitoCas9 в клетках линии TC-HSMAM1, было 

дополнительно проведено секвенирование последовательности мтДНК клеток 

цибрид по методу Сенгера (Sukhorukov V. N. et al., 2022). Так, было 

установлено, что последовательность мтДНК в клетках Cas9-TC-HSMAM1, 

трансфецированных РНК-комплексом MitoCas9, содержит гомологичный 

участок вектора MitoCas9 в области гена MT-CYB (рис. 31), который мог 

попасть в митохондрии во время трансфекции (Sukhorukov V. N. et al., 2022). 

На основании вместе взятых результатов было выдвинуто предположение, что 
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участок вектора MitoCas9, вероятно, встраивается в месте разрыва мтДНК в 

области гена MT-CYB с помощью механизмов репарации, которые могут 

реализовываться в митохондриальном геноме. Возможность встраивания 

участка редактирующих конструкций в область разрезания двуцепочечной 

мтДНК ранее обнаруживалась в других исследованиях, что согласуется с 

полученными в настоящей работе  результатами (Bian W. P. et al., 2019). 

Вероятно, при деградации митохондрий вследствие образования 

двуцепочечных разрывов в мтДНК, происходит активация репарации мтДНК 

путем механизма MMEJ. Подтверждения существования данного механизма 

репарации в митохондриальном геноме обнаруживаются в литературе (Tadi S. 

K. et al., 2016; Wang B. et al., 2021).  

 

 

  
 

Рисунок 31. Результат выравнивания последовательностей мтДНК, 

разрезанных вектором MitoCas9, полученных с помощью секвенирования по 

методу Сенгера (Sukhorukov V. N. et al., 2022). 

 

Как показывают исследования, успешность редактирования 

митохондриальных генов должна подтверждаться сохранением эффекта в 

течение нескольких генераций клеток и уровнем их жизнеспособности 

(Zekonyte U. et al., 2021). В ходе двухнедельного эксперимента было 

подтверждено сохранение эффекта редактирования митохондриального гена 

цитохрома b, что также согласуется с данными других исследований (Khotina 

V. A. et al., 2024; Sukhorukov V. N. et al., 2022; Zekonyte U. et al., 2021).  

Кроме того, обнаруживалось значительное снижение жизнеспособности 

клеток на 1 сутки после трансфекции вектором MitoCas9, которая к 7 суткам 
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восстанавливалась до значений, сходных с контрольными клетками, не 

подвергавшимися трансфекции (Khotina V. A. et al., 2024). Подобное снижение 

жизнеспособности клеток связано с гибелью клеток вследствие удаления 

значительной части митохондриальных колец. Восстановление клеточной 

популяции происходит за счет клеток, чей митохондриальный геном был 

поврежден в меньшей степени. Полученные в настоящей работе  данные 

согласуются с ранее опубликованными результатами (Antón Z. et al., 2021).  

Предполагается, что митохондриальная дисфункция, вызванная 

повреждением митохондрий или нарушением функции белков ЭТЦ, вносит 

вклад в развитие возрастных патологий, в том числе атеросклероза, на 

клеточном уровне (Ciccarelli G. et al., 2023; McGuire P. J., 2019; Маркин А. М. 

et al., 2020; Толстик Т. В. et al., 2023). В связи с этим, в настоящем 

исследовании были поставлены задачи по оценке митохондриальной функции 

клеток, в которых была удалена мтДНК, несущая мутацию m.15059G>A в гене 

MT-CYB. В частности, было оценено влияние мутации m.15059G>A на 

изменение митохондриального ∆Ψm, генерацию АФК и продуктов 

перекисного окисления липидов, энергетический метаболизм 

моноцитоподобных цибридных клеток, а также процесс удаления 

митохондрий в клетках, называемый митофагией. Данные параметры 

позволяют получить представление об изменениях в клеточной биоэнергетике 

и функции, связанных с митохондриальной дисфункцией. 

ΔΨm является важным показателем здоровой функции митохондрий. 

Одним из широко признанных последствий наличия патогенных мутаций в 

генах, кодирующих митохондриальные белки ЭТЦ, является снижение уровня 

∆Ψm (McKenzie M. et al., 2007; Szczepanowska J. et al., 2012). В настоящей 

работе мы наблюдали значительное увеличение уровня ∆Ψm в клетках Cas9-

TC-HSMAM1 по сравнению с цибридами TC-HSMAM1, несущих мутацию 

m.15059G>A (Khotina V. A. et al., 2024). Поддержание ∆Ψm чрезвычайно 

важно для нормальной функции митохондрий, в частности как для импорта 

белков, так и для транспорта ионов через внутреннюю митохондриальную 
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мембрану, а также для поглощения дыхательных субстратов (Szczepanowska J. 

et al., 2012). Изменения в ΔΨm, в частности снижение, могут указывать на 

ранние стадии митохондриальной дисфункции, которые предшествуют явным 

изменениям в клеточной функции (Liu S. et al., 2021). Снижение уровня ΔΨm 

активирует адаптивные клеточные реакции, направленные на перенастройку 

метаболизма и устранение деполяризованных митохондрий. Полученные в 

настоящей работе результаты согласуются с другими исследованиями, 

которые демонстрируют снижение уровней ΔΨm в клетках с мутациями в 

генах мтДНК, кодирующих комплексы дыхательной цепи (Khotina V. A. et al., 

2024; McKenzie M. et al., 2007). 

Окислительно-восстановительный статус клеток и митохондрий 

определяется балансом между такими процессами, как генерация АФК и 

активация механизма антиоксидантной защиты (Kang J., Pervaiz S., 2012; Ribas 

V., García-Ruiz C., Fernández-Checa J. C., 2014). Данный баланс регулируется 

различными факторами, такими как метаболический статус митохондрий, 

∆Ψm, работа комплексов ЭТЦ, клеточная антиоксидантная система и 

динамика митохондрий. Наличие мутаций в митохондриальных генах, 

кодирующих белки, служащие важными структурными компонентами ЭТЦ, 

может приводить к увеличению продукции АФК (Hahn A., Zuryn S., 2019; 

Shokolenko I. N., 2014). В настоящей работе наблюдалось повышение 

продукции АФК и образования продуктов перекисного окисления липидов у 

цибридов, несущих мутацию m.15059G>A в MT-CYB, по сравнению с 

клетками, в которых мутантная мтДНК была удалена. Несмотря на то, что 

изменение уровня АФК не было значительным, оно было статистически 

значимым. Цитохром b, кодируемый геном MT-CYB, представляет собой 

интегральный мембранный белок, играющий решающую роль в сборке 

комплекса III. Было обнаружено, что мутации MT-CYB способствуют 

усилению продукции АФК (Hahn A., Zuryn S., 2019). В частности, такие 

мутации, как m.14787–14791del и m.15642–15662del в MT-CYB, связаны с 

повышенным производством H2O2 в клетках (Dasgupta S. et al., 2008; Rana M. 
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et al., 2000). Нарушение сборки комплекса III ЭТЦ может препятствовать 

потоку электронов от убихинола, что приводит к нежелательному 

восстановлению молекулярного кислорода до супероксида и последующей 

деградации до H2O2 (Hahn A., Zuryn S., 2019). Полученные в настоящей работе  

результаты согласуются с данными других исследований, поскольку не все 

мутации в гене MT-CYB приводят к существенному увеличению производства 

АФК (Khotina V. A. et al., 2024). Например, недавно было показано, что у 

мышей с мутацией m.15124A>G в cytb не было выявлено существенных 

различий в выработке митохондриального супероксида и клеточного 

супероксида при неизмененных уровнях АТФ (Kretzschmar C. et al., 2016).  

Митохондрии играют центральную роль в производстве энергии в 

клетке путем процесса окислительного фосфорилирования. Мутации в мтДНК 

могут привести к нарушению данного процесса, что может изменять 

энергетический баланс клетки и влиять на ее жизнеспособность и 

функциональность. В связи с этим, в качестве дополнительного критерия 

оценки митохондриальной дисфункции был выбран анализ 

биоэнергетического профиля цибридов, который оценивался по скорости 

потребления кислорода клетками в условиях добавления ингибиторов 

окислительного фосфорилирования, таких как олигомицин А, FCCP и 

антимицин А (Chacko B. K. et al., 2014; Khotina V. A. et al., 2023; Khotina V. A. 

et al., 2024; Khotina V. A. et al., 2023). 

Выявлено, что цибриды TC-HSMAM1 и клетки Cas9-TC-HSMAM1 

характеризуются сходным уровнем базального дыхания. Таким образом, 

наличие мутации m.15059G>A не оказывает значительного влияния на общее 

поглощение клетками кислорода. Необходимо отметить, что базальное 

дыхание не может объективно характеризовать функционирование ЭТЦ. Как 

увеличение, так и уменьшение данного параметра могут быть обусловлены 

различными причинами, включая физиологическое состояние клеток, степень 

связи уровня потребления кислорода с синтезом АТФ и разобщением дыхания 

митохондрий (Divakaruni A. S., Jastroch M., 2022). В связи с тем, что данная 
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мутация находится в гене, кодирующем белок цитохром b, который является 

одним из основных компонентов комплекса III дыхательной цепи, она может 

оказывать влияние на эффективность окислительного фосфорилирования 

(James A. M., Murphy M. P., 2002). Детальное исследование последнего может 

быть выполнено путем анализа параметров биоэнергетического профиля. 

Ранее в ходе анализа митохондриального биоэнергетического профиля 

было выявлено значительное увеличение таких параметров, как 

немитохондриальное потребление кислорода и утечка протонов, у цибридов 

TC-HSMAM1 по сравнению с клетками линии THP-1, которые использовались 

в качестве здорового контроля (Khotina V. A. et al., 2023; Khotina V. A. et al., 

2023). Это свидетельствует о том, что в цибридах TC-HSMAM1 имеет место 

снижение как общего уровня митохондриального дыхания, так и доли 

потребляемого кислорода, связанной с синтезом АТФ. Увеличение утечки 

протонов может быть связано как с повреждением внутренней 

митохондриальной мембраны или комплексов ЭТЦ, так и увеличением 

активности разобщающего белка митохондрий  (Chacko B. K. et al., 2014; Hill 

B. G. et al., 2012). В совокупности, это может приводить к увеличению 

продукции митохондриями АФК, которые выступают одним из составляющих 

компонентов патогенеза атеросклероза (Nowak W. N. et al., 2017). В свою 

очередь, увеличение немитохондриального потребления кислорода в клетках 

может быть связано с активностью ферментов, связанных с воспалением, 

таких как циклооксигеназы, липоксигеназы и NADPH-оксидазы и 

сверхпродукцией АФК в цитозоле, оказывающих влияние в том числе и на 

состояние митохондрий, в значительной степени усугубляя развитие 

дисфункции органелл (Chacko B. K. et al., 2014; Dranka B. P. et al., 2010; Hill B. 

G. et al., 2012). Удаление мтДНК, несущей мутацию m.15059G>A в гене MT-

CYB, приводило к снижению данных параметров в клетках Cas9-TC-HSMAM1 

по сравнению с линией TC-HSMAM1 (Khotina V. A. et al., 2023; Khotina V. A. 

et al., 2024; Khotina V. A. et al., 2023). Таким образом, в клетках с 

отредактированным митохондриальным геномом происходило снижение 



129 
 

обоих показателей, которые свидетельствовали о развитии митохондриальной 

дисфункции в цибридной линии TC-HSMAM1. 

Общее биоэнергетическое здоровье моноцитоподобных клеток было 

оценено с помощью ранее предложенного ИБЗ, который позволяет оценить 

общую митохондриальную эффективность клеток (Chacko B. K. et al., 2014). 

Снижение значения ИБЗ в цибридах линии TC-HSMAM1 относительно 

контрольных клеток THP-1, которое было показано ранее, можно объяснить 

высокими уровнями утечки протонов и немитохондриального дыхания 

(Khotina V. A. et al., 2023; Khotina V. A. et al., 2023). Это может указывать на 

наличие дефектов в ЭТЦ, что приводит к менее эффективному синтезу АТФ в 

митохондриях (Chacko B. K. et al., 2014). Действительно, нарушения в 

комплексе III, в состав которого входит цитохром b, могут привести к общей 

дисфункции митохондрий, в частности снижению митохондриального 

дыхания, уменьшению производства АТФ и повышенной утечке протонов 

(James A. M., Murphy M. P., 2002). В то же время в случае клеток линии Cas9-

TC-HSMAM1 происходит увеличение данного параметра по сравнению с TC-

HSMAM1 за счет, прежде всего, уменьшения уровня немитохондриального 

дыхания и, соответственно, снижения негативного влияния на митохондрии 

связанных с этим параметром стрессовых факторов (Khotina V. A. et al., 2023; 

Khotina V. A. et al., 2024; Khotina V. A. et al., 2023). 

Считается, что метаболические и биоэнергетические нарушения, 

связанные с развитием окислительного стресса и митохондриальной 

дисфункции, лежат в основе механизмов развития хронических заболеваний, 

в том числе атеросклероза (Chacko B. K. et al., 2014). Кроме того, митохондрии 

за счет выполнения важнейших биоэнергетических функций, не только 

координируют клеточный гомеостаз, но и позволяют регулировать активацию 

иммунных клеток, играющих ключевую роль в патогенезе атеросклероза 

(Chacko B. K. et al., 2014; Hill B. G. et al., 2012; James A. M., Murphy M. P., 

2002). Кроме того, известно, что нарушение биоэнергетической функции 

митохондрий тесно связано с активацией митофагии. Так, исследования 



130 
 

показали, что Pink1 и Parkin, вовлеченные в регуляцию митофагии, являются 

высоко чувствительным к изменениям потенциала митохондриальной 

мембраны (Hill B. G. et al., 2012; Kondapalli C. et al., 2012). Недостаточная 

экспрессия Parkin может привести как к нарушению динамики митохондрий, 

так и к нарушению их биоэнергетической функции (Peker N. et al., 2018). 

Кроме того, недавно была идентифицирована подгруппа ГМК в 

атеросклеротических бляшках, которые характеризовались повышенной 

митохондриальной дисфункцией, вызванной повреждением мтДНК, 

сниженным окислительным фосфорилированием и митохондриальным 

дыханием, а также повышенной экспрессией PINK1 (Docherty C. K. et al., 

2018).  

Таким образом, проатерогенная митохондриальная мутация 

m.15059G>A в гене MT-CYB оказывает негативное влияние на 

биоэнергетический профиль митохондрий в моноцитах за счет повышенного 

немитохондриального дыхания, утечки протонов и сниженной общей 

митохондриальной эффективности клеток. Редактирование 

митохондриального генома, приводящее к удалению данной мутации, 

позволяет в значительной степени увеличить уровень биоэнергетического 

здоровья и общей митохондриальной эффективности клеток. Полученные в 

настоящей работе  результаты согласуются с данными коллег, и 

свидетельствуют о том, что нахождение в атеросклеротических поражениях 

клеток, которые характеризуются нарушениями биоэнергетики и 

митохондриального дыхания, может способствовать развитию атеросклероза 

(Docherty C. K. et al., 2018).  

Стоит отметить, что поддержание биоэнергетической функции 

митохондрий требует сбалансированного равновесия между динамикой и 

биогенезом митохондрий (Prajapat S. K. et al., 2023). Митохондриальная 

дисфункция макрофагов атеросклеротических поражений, опосредованная 

наличием мутаций в митохондриальном геноме, влияет на реализацию 

процессов деления и слияния митохондрий, а также активность митофагии 
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(Dabravolski S. A. et al., 2022; Markin A. M. et al., 2021). Нарушения процессов 

митофагии способствуют прогрессирующей гибели клеток, клеточному 

стрессу и генерации АФК, что в конечном итоге может приводить к  развитию 

окислительного стресса, апоптоза и некроза клеток атеросклеротических 

бляшек, вследствие чего происходит образование некротического ядра и 

дестабилизация бляшки (Xu M. et al., 2024). Наиболее перспективным методом 

исследования уровня митофагии в клетках показывает себя конфокальная 

микроскопия с использованием флуоресцентных красителей к митохондриям 

и лизосомам  (Dolman N. J. et al., 2013).  

Проявления митохондриальной дисфункции в отношении активности 

митофагии в клетках линий цибридов TC-HSMAM1 и цибридов Cas9-TC-

HSMAM1 после удаления мтДНК с мутацией m.15059G>A оценивалась по 

колокализации митохондрий и лизосом. В отличии от контрольной линии 

клеток THP-1, в клетках линии TC-HSMAM1 наблюдалось явление, 

называемое дефектной митофагией, которая выражается в сниженной 

колокализации митохондрий и лизосом в клетке при добавлении разобщителя 

цепи окислительного фосфорилирования FCCP, индуцирующего процессы 

митофагии. Полученные в настоящем исследовании результаты согласуются с 

данными коллег, показывающими изменения уровня митофагии в цибридных 

клетках, несущих проатерогенные мутации, по сравнению с клетками линии 

THP-1 (Sukhorukov V. N. et al., 2023; Zhuravlev A. D. et al., 2022). Удаление 

мтДНК с мутацией m.15059G>A в гене MT-CYB в клетках TC-HSMAM1 

способствует восстановлению уровня митофагии до значений, которые 

наблюдаются у контрольных клеток THP-1. 

Известно, что FCCP способствует активации PINK1/Parkin-

опосредованного пути митофагии (Han R. et al., 2023; Kondapalli C. et al., 2012). 

С целью валидации полученных в рамках настоящего исследования данных по 

оценке активации митофагии в клетках с помощью конфокальной 

микроскопии, была оценена экспрессия таких генов, как PINK1, PRKN и 

MAP1LC3B. Последний является маркером формирования аутофагосом. 
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Обнаружено, что в цибридах TC-HSMAM1 наблюдается сниженная 

экспрессия MAP1LC3B по сравнению с контрольными клетками THP-1 и 

цибридами Cas9-TC-HSMAM1 в условиях стимуляции митофагии с помощью 

FCCP. Кроме того, стимуляции митофагии с помощью FCCP в цибридах, 

несущих мутацию m.15059G>A в гене MT-CYB, не приводит к изменению 

экспрессии PINK1 и PRKN. В свою очередь, экспрессия данных генов в 

клетках Cas9-TC-HSMAM1 значительно увеличена по сравнению с TC-

HSMAM1. В совокупности, это может свидетельствовать об активации 

PINK1/Parkin-опосредованного пути митофагии в клетках с удаленной 

мутантной мтДНК. 

Таким образом можно заключить, что мутация m.15059G>A может 

негативно влиять на процессы активации митофагии в моноцитах, приводя к 

дефектной митофагии, которая может сопровождаться дальнейшим 

нарушением функциональных свойств клеток и формированием 

проатеросклеротического фенотипа. Результаты некоторых исследований 

демонстрируют, что нарушение активации митофагии, возникающее под 

воздействием внешних агентов или вызванное наличием мутаций в ядерном 

геноме, часто сопровождаются сниженной активностью комплекса III 

дыхательной цепи митохондрий (Lou Y. et al., 2021; Martín-Maestro P. et al., 

2019). В настоящем исследовании предполагается обратная связь, когда 

снижение активности комплекса III может способствовать проявлению 

дефектной митофагии в клетках. Свидетельство связи мутаций мтДНК с 

нарушением процессов утилизации дисфункциональных митохондрий было 

продемонстрировано в исследовании, где мутация m.12338T>C в 

митохондриальном гене MT-ND5 приводила к снижению активности 

комплекса I и нарушению митофагии в клетках (Zhang J. et al., 2018). 

Понимание того, как митохондриальная дисфункция в моноцитах и 

макрофагах способствует развитию атеросклероза, может способствовать 

раскрытию механизмов данного заболевания и обнаружению новых 

потенциальных мишеней для терапевтического вмешательства. Известно, что 
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митохондриальная дисфункция может инициировать апоптоз через активацию 

каспаз и высвобождение проапоптотических факторов, таким образом 

оказывая влияние на регуляцию на клеточной смерти и выживаемости (Banoth 

B., Cassel S. L., 2018; James A. M., Murphy M. P., 2002; Xu M. et al., 2024). Кроме 

того, поскольку моноциты играют ключевую роль в воспалительных реакциях, 

митохондриальная дисфункция в этих клетках может способствовать 

воспалительным процессам, которые способствуют атерогенезу. В связи с 

этим, необходимо получить комплексное представление о влиянии 

проатерогенной мутации m.15059G>A в гене MT-CYB не только на 

митохондриальную функцию, но и на основные функции моноцитов и 

макрофагов. 

С целью изучения связи мутации m.15059G>A в гене MT-CYB с 

изменением функций моноцитоподобных клеток, была проведена оценка 

основных параметров, характеризующих формирование 

проатеросклеротичского фенотипа моноцитов и макрофагов, таких как, 

воспалительный статус клеток, внутриклеточное накопление холестерина 

(липоидоз) и регуляция липидного метаболизма, активность апоптоза, а также 

синтетическая и пролиферативная активность клеток (Bobryshev Y. V. et al., 

2016; Patterson M. T. et al., 2000; Sobenin I. A. et al., 2015; Sobenin I. A., 2017).  

Моноциты/макрофаги представляют субпопуляцию клеток, 

участвующих в иммунном ответе организма. Кроме того, хорошо известно, 

что они участвуют в реализации воспалительных процессов, которые вносят 

значительный вклад в развитие атеросклеротических поражений (Chistiakov D. 

A. et al., 2019; Murray P. J. et al., 2014; Tabas I., Bornfeldt K. E., 2016; Yunna C. 

et al., 2020). Для выявления влияния мутации m.15059G>A на 

провоспалительный ответ моноцитов, была проанализирована базальная и 

индуцированная ЛПС секреция цитокинов клетками линий THP-1, TC-

HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1.  

Были выявлены значимые  различия в профиле иммунного ответа между 

цибридами линии TC-HSMAM1 и контрольными клетками THP-1, что, 
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вероятно, связано с наличием значительного числа мутаций в мтДНК 

цибридов TC-HSMAM1 (Sazonova M. A. et al., 2018). Полученные данные 

согласуются с результатами коллег (Bezsonov E. E. et al., 2021; Zhuravlev A. D. 

et al., 2021). Кроме того, в настоящей работе  обнаружены сходства в базовой 

выработке провоспалительных цитокинов ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-8 и CCL2 (MCP-

1) линиями TC-HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1, что говорит об их сходном 

профиле иммунного ответа (Khotina V. A. et al., 2023; Khotina V. A. et al., 

2023a). Тем не менее, было обнаружено, что после удаления мтДНК с 

мутацией m.15059G>A происходит снижение продукции клетками цитокина 

ФНОα до уровня, сходного с контрольными клетками THP-1. 

Хорошо известно, что в ответ на ЛПС происходит поляризация 

макрофагов по провоспалительному фенотипу (Tabas I., Bornfeldt K. E., 2016). 

В ходе анализа провоспалительной активации клеток в ответ на стимуляцию с 

помощью ЛПС была выявлена сниженная секреция провоспалительных 

цитокинов ИЛ-1β и ФНОα в клетках TC-HSMAM1 по сравнению с клетками 

линии THP-1. В то же время, секреция данных цитокинов клетками Cas9-TC-

HSMAM1 не отличается от контрольных клеток (Khotina V. A. et al., 2023; 

Khotina V. A. et al., 2023a). Таким образом, можно сделать вывод, что мутация 

m.15059G>A вероятно связана с изменением воспалительного статуса клеток 

за счет увеличенной базальной секреции ФНОα, а также сниженной секреции 

ФНОα и ИЛ-1β в условиях провоспалительной стимуляции. 

Кроме того, установлено, что клетки TC-HSMAM1 демонстрируют 

неспособность формировать эндотоксиновую (иммунную) толерантность при 

повторной стимуляции с использованием ЛПС (Khotina V. A. et al., 2023). 

Проявление эндотоксиновой толерантности характеризуется снижением 

иммунного ответа моноцитов при повторных воздействиях ЛПС на клетки, что 

приводит к снижению продукции провоспалительных цитокинов (Ifrim D. C. 

et al., 2014; Netea M. G., 2013). В свою очередь, клетки Cas9-TC-HSMAM1, а 

также контрольные клетки линии THP-1 проявляют адекватный ответ на 

стимуляцию ЛПС, который заключался в увеличении секреции ФНОα после 
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первой стимуляции ЛПС и снижении секреции данного цитокина после 

повторной стимуляции. Наблюдаемое явление подтверждает проявление 

эндотоксиновой толерантности в моноцитах. Таким образом, присутствие 

мутации m.15059G>A в мтДНК моноцитов может оказывать негативное 

влияние на иммунную толерантность, препятствуя разрешению воспаления и 

способствуя его хронизации. Полученные в настоящей работе результаты 

согласуются с предыдущими исследованиями, выявившими корреляцию 

некоторых гетероплазматических мутаций мтДНК с провоспалительной 

активацией моноцитов у пациентов с атеросклерозом (Orekhov A. N. et al., 

2015). Более того, полученные результаты согласуются с данными о 

возможной связи проатерогенных мутаций мтДНК с неспособностью 

моноцитов к формированию иммунной толерантности (Orekhov A. N. et al., 

2020). Дисфункция митохондрий в моноцитоподобных клетках, 

сопровождающаяся нарушением активации митофагии, предположительно, 

вызванной атеросклероз-ассоциированными мутациями мтДНК, может 

приводить к развитию непрерывного провоспалительного ответа. 

Утверждается, что данное явление характеризуется повышенной базальной 

секрецией CCL2, ИЛ-8 и ФНОα, а также нарушением толерантного 

воспалительного ответа при повторной провоспалительной стимуляции 

(Orekhov A. N. et al., 2024). Таким образом, результаты настоящего 

исследования показывают, что удаление из моноцитоподобных клеток 

мтДНК, содержащей m.15059G>A мутацию, приводит к восстановлению как 

адекватной активации митофагии, так и восстановлению иммунной 

толерантности в ответ на провоспалительную стимуляцию (Khotina V. A. et al., 

2024; Orekhov A. N. et al., 2023; Sukhorukov V. N. et al., 2023; Sukhorukov V. N. 

et al., 2024). 

Не менее важным процессом, который опосредует воспалительные 

реакции и участвует в развитии атеросклероза, является избыточная активация 

NLRP3-инфламмасомы (Lu N. et al., 2022). Активация NLRP3-инфламмасомы 

приводит к активации каспазы-1 и высвобождению воспалительных 
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цитокинов, таких как ИЛ-1β и ИЛ-18, что впоследствии вызывает развитие 

пироптоза. Для оценки активации NLRP3-инфламмасомы в цибридных 

клетках до и после удаления мтДНК, несущей патологическую мутацию, 

анализировалась экспрессия инфламмасома-ассоциированных генов, 

кодирующих каспазу-1, ИЛ-1β и NLRP3 в условиях стимуляции клеток с 

помощью ЛПС. 

Было показано увеличение базальной экспрессии генов IL1B и NLRP3 в 

клетках цибридной линии TC-HSMAM1 по сравнению с контрольными 

клетками THP-1. В то же время, в клетках Cas9-TC-HSMAM1 после удаления 

патогенной мутации наблюдается снижение экспрессии генов CASP1 и 

увеличение экспрессии IL1B по сравнению с клетками THP-1. Однако, в 

клетках Cas9-TC-HSMAM1 наблюдается снижение базальной экспрессии всех 

исследуемых генов по сравнению с TC-HSMAM1. Полученные данные по 

увеличению базальной экспрессии IL1B в цибридных клетках до и после 

удаления мтДНК с мутацией m.15059G>A согласуются с результатами анализа 

базальной секреции ИЛ-1β клетками данных линий (Khotina V. A. et al., 2023; 

Khotina V. A. et al., 2023b; Khotina V. A. et al., 2023b). 

В условиях стимуляции клеток с помощью ЛПС, в цибридах TC-

HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1 наблюдается увеличение экспрессии IL1B по 

сравнению с THP-1, тогда как, экспрессия гена CASP1 значительно снижена 

(Khotina V. A. et al., 2023; Khotina V. A. et al., 2023b; Khotina V. A. et al., 2023b). 

Однако, полученные результаты не согласуются с данными по усилению 

секреции ИЛ-1β. Тем не менее, существуют данные, подтверждающие, что 

процессинг предшественника ИЛ-1β (про-ИЛ-1β) каспазой-1 в зрелый ИЛ-1β 

и его последующее внеклеточное высвобождение являются двумя 

раздельными и частично независимыми событиями в моноцитах человека, что 

не противоречит результатам настоящего исследования (Galliher-Beckley A. J. 

et al., 2013). Кроме того, в клетках Cas9-TC-HSMAM1 экспрессия NLRP3 

значительно увеличивается по сравнению с цибридами TC-HSMAM1 и THP-

1, что также не приводит к значительному усилению секреции ИЛ-1β. 
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Вероятно, продолжительная стимуляция ЛПС приводит к независимой от 

экспрессии NLRP3 секреции ИЛ-1β, что не противоречит раннее 

опубликованным данным (Hong S., Yu J. W., 2018). Ряд исследований 

свидетельствует о том, что секреция ИЛ-1β действительно может происходить 

независимо от каспазы-1 и NLRP3, а за счет активации каспазы-8 и NLRC4 

(Eltom S. et al., 2014; Stammler D. et al., 2015). 

Таким образом, можно заключить, что мутация m.15059G>A также 

может быть ассоциирована с усилением провоспалительного ответа и 

формированием NLRP3-инфламмасомы в связи с повышенной базальной 

экспрессией генов NLRP3 и IL1B. 

Хорошо известно, что на начальных стадиях формирования 

атеросклеротических поражений основную роль играет дифференцировка 

макрофагов бляшек в пенистые клетки, что обусловлено избыточным 

накоплением клетками холестерина ЛПНП с последующим нарушением его 

внутриклеточной утилизации (Хотина В. А. et al., 2020). Кроме того, недавно 

было установлено, что митохондриальная дисфункция усугубляет данный 

процесс, способствуя нарушению внутриклеточного метаболизма липидов 

(Lee S. J. et al., 2013; Sanda G. M. et al., 2021).  

Обнаружено, что цибриды TC-HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1 содержат 

больше внутриклеточного холестерина по сравнению с контрольной 

клеточной линией THP-1 (Khotina V. A., Sukhorukov V. N., 2023; Sukhorukov 

V. N. et al., 2022). При проведении анализа содержания внутриклеточного 

холестерина в условиях добавления ЛПНП обе цибридные клеточные линии в 

большей степени накапливают холестерин ЛПНП по сравнению с клеточной 

линией THP-1. Однако не было выявлено значимых отличий в уровне 

накопления холестерина ЛПНП у клеток до удаления мтДНК с мутацией 

m.15059G>A в гене MT-CYB и после. Основываясь на результатах настоящего 

исследования, можно предположить, что мутация m.15059G>A не влияет на 

внутриклеточное накопление холестерина в макрофагах, однако может быть 
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вовлечена в модуляцию внутриклеточного липидного метаболизма (Хотина В. 

А. et al., 2020). 

Для уточнения изменений в метаболизме липидов макрофагов после 

удаления мтДНК с мутацией m.15059G>A был проведен анализ экспрессии 

генов, кодирующих ферменты, участвующие во внутриклеточном липидном 

обмене, таких как ацетил-КоА-ацетилтрансфераза 1, лизосомальная липаза, 

синтаза жирных кислот, гидролаза эфиров холестерина 1 и нейтральная 

гидролаза сложных эфиров холестерина 1 (Igarashi M. et al., 2010; Khotina V. 

A., Sukhorukov V. N., 2023; Remmerie A., Scott C. L., 2018; Sukhorukov V. N. et 

al., 2020; Sukhorukov V. N. et al., 2022; Хотина В. А. et al., 2020) 

Было продемонстрировано влияние мутации m.15059G>A на 

экспрессию гена FASN в цибридах TC-HSMAM1. Экспрессия данного гена 

достоверно снижалась в цибридах Cas9-TC-HSMAM1. Таким образом, можно 

сделать вывод, что мутация m.15059G>A может быть связана с изменением 

внутриклеточного синтеза жирных кислот (Khotina V. A., Sukhorukov V. N., 

2023; Sukhorukov V. N. et al., 2022; Хотина В. А. et al., 2020). Ряд исследований 

свидетельствует о связи процесса синтеза жирных кислот и развитием 

атеросклероза (Chen Y. et al., 2022; Schneider J. G. et al., 2010). Так, снижение 

экспрессии гена Fasn в макрофагах у мышей связано с уменьшением площади 

атеросклеротических поражений. Кроме того, ранее была установлена связь 

мутации m.15059G>A с атеросклеротическими бляшками в аорте человека 

(Sobenin I. A. et al., 2013). Увеличение экспрессии FASN в цибридах TC-

HSMAM1 по сравнению с контрольными клетками THP-1 и клетками Cas9-

TC-HSMAM1, вероятно, объясняет обнаруженные в настоящей работе 

корреляции. Хорошо известно, что на начальных стадиях формирования 

атеросклеротических поражений основную роль играет дифференцировка 

макрофагов бляшек в пенистые клетки, что обусловлено избыточным 

поглощением ЛПНП и нарушением внутриклеточного метаболизма липидов 

(Sukhorukov V. N. et al., 2020). В свою очередь, формирование пенистых 

клеток в атеросклеротических поражениях может быть тесно связано с 
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митохондриальной дисфункцией, способствующей нарушению 

внутриклеточного метаболизма липидов (Lee S. J. et al., 2013). В связи с этим, 

присутствие в атеросклеротических поражениях макрофагов с патогенными 

мутациями мтДНК может усугублять развитие и течение атеросклероза 

человека.  

Известно, что на протяжении всего атерогенеза наблюдается увеличение 

активности апоптоза как в стареющих сосудистых клетках, так и в ГМК и 

макрофагах, населяющих атеросклеротические бляшки и формирующих 

некротическое ядро (Tabas I., Bornfeldt K. E., 2016). Тем не менее, 

функциональные последствия данного процесса заметно отличаются на 

ранних и поздних стадиях развития атеросклеротических поражений (Tabas I., 

2009). Так, усиление апоптоза макрофагов на ранних стадиях развития 

атеросклероза приводит к замедлению прогрессирования 

атеросклеротических поражении (Arai S. et al., 2005). В свою очередь, 

замедленный апоптоз макрофагов на начальных стадиях атерогенеза 

способствует накоплению клеток в пораженных участках и ускоряет 

прогрессирование атеросклероза (Liu J. et al., 2005). На поздних стадиях 

развития атеросклеротических поражений усиление апоптоза макрофагов 

может быть вызвано наличием свободного холестерина, жирных кислот или 

ЛПНП (Tabas I., Bornfeldt K. E., 2016).  

В качестве основных маркеров апоптоза были выбраны Bcl-2 

ассоциированный Х белок, регулятор апоптоза Bcl-2, каспаза 3, каспаза 9 и 

фактор активации апоптотической протеазы 1 (Martinet W. et al., 2019). 

Выявлено снижение экспрессии генов BAX и CASP9, а также увеличение 

экспрессии BCL2, CASP3 и APAF1 в клетках цибридной линии TC-HSMAM1 

по сравнению с контрольными клетками THP-1 (Khotina V. A. et al., 2023; 

Khotina V. A., Sukhorukov V. N., 2023b). Таким образом, в клетках цибридов, 

несущих мутацию в гене MT-CYB, наблюдается независимая от каспазы 9 и 

APAF1 экспрессия CASP3. Вероятно, в данном случае увеличение экспрессии 

CASP3 может быть связано с активацией каспазы 8 (Orning P., Lien E., 2021). 
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Кроме того, существуют данные, свидетельствующие о том, что 

взаимодействие ФНОα с рецептором TNFRI приводит к активации каспазы 8 

и каспазы 3 (Shuh M. et al., 2013). В рамках настоящего исследования было 

показано, что клетки TC-HSMAM1 характеризуются повышенной базальной 

секрецией данного цитокина (Khotina V. A. et al., 2023). Вероятно, в данном 

случае может наблюдаться аутокринный механизм действия секретируемого 

ФНОα на цибридные клетки. 

После удаления мтДНК с мутацией m.15059G>A в цибридных клетках 

обнаруживается увеличение экспрессии всех исследуемых генов, за 

исключением BAX, по сравнению с контрольными клетками THP-1. В то же 

время, по сравнению с клетками, несущими патогенную мутацию, в Cas9-TC-

HSMAM1 наблюдается снижение экспрессии CASP3, а также увеличение 

экспрессии BAX и CASP9. Таким образом, в клетках Cas9-TC-HSMAM1 

выявляется нормальная регуляция экспрессии CASP3, которая зависит от 

активации каспазы 9 и APAF1, в отличие от цибридов TC-HSMAM1 (Khotina 

V. A. et al., 2023; Khotina V. A., Sukhorukov V. N., 2023b). 

Кроме того, в клетках Cas9-TC-HSMAM1 наблюдается увеличение 

соотношения BAX/BCL2 по сравнению с цибридами TC-HSMAM1 (Khotina V. 

A. et al., 2023; Khotina V. A., Sukhorukov V. N., 2023b). Снижение соотношения 

BAX/BCL2 может свидетельствовать о невосприимчивости клеток к апоптозу, 

что является негативной характеристикой в контексте атерогенеза на ранних 

стадиях (Khodapasand E. et al., 2015). Вероятно, наличие в ранних 

атеросклеротических поражениях клеток, характеризующихся сниженным 

апоптозом, может способствовать усилению течения атеросклероза (Tabas I., 

2009). 

На основании полученных данных можно заключить, что мутация 

m.15059G>A в митохондриальном геноме может быть связана с увеличением 

экспрессии CASP3 и снижением экспрессии CASP9 и BAX в макрофагальных 

клетках. В целом, полученные результаты согласуются с исследованиями о 

наличии в атеросклеротических поражениях человека и мышей макрофагов с 
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увеличенной активностью апоптоза, связанного с активацией каспазы-3 и 

каспазы-9 (Nhan T. Q. et al., 2003; Nhan T. Q. et al., 2005; Slevin M. et al., 2006). 

Несмотря на то, что удаление мтДНК с мутацией m.15059G>A в цибридах 

способствует снижению экспрессии CASP3 и увеличению экспрессии BAX, 

экспрессия других генов, опосредующих активацию апоптоза, значительно 

увеличена по сравнению с контрольной линией THP-1.  

В качестве основных маркеров пролиферативной активности 

моноцитоподобных клеток были выбраны гены, регулирующие 

пролиферацию и клеточный цикл, такие как ядерный антиген 

пролиферирующих клеток, циклин B1 и циклин D1 (Fuster J. J. et al., 2010; 

Malumbres M., Barbacid M., 2005; Tan X. et al., 2017). Обнаружено, что в 

клетках линий TC-HSMAM1 и Cas9-TC-HSMAM1 наблюдается увеличение 

экспрессии генов PCNA и CCND1 по сравнению с контрольной линией клеток 

THP-1. Однако, удаление мутации m.15059G>A в клетках приводило к 

снижению экспрессии гена CCNB1. Общеизвестно, что циклин B1 и циклин 

D1 участвуют в регуляции митотического деления клеток (Malumbres M., 

Barbacid M., 2005). Так, циклин B1 контролирует переход из поздней стадии 

G2 в М-фазу, тогда как циклин D1 – прогрессию фазы G1 в S-фазу. Недавно 

было показано, что экспрессия гена CCNB1 имеет умеренную корреляцию с 

экспрессией маркеров, связанных с пролиферацией и миграцией иммунных 

клеток, в частности, моноцитов (Zou Y. et al., 2020). В свою очередь, 

экспрессия гена CCND1 тесно связана с регуляцией адгезии и подвижности 

иммунных клеток (Neumeister P. et al., 2003). Полученные в совокупности 

данные свидетельствуют об увеличении пролиферации моноцитов, несущих 

патологические мутации в митохондриальном геноме. Вероятно, дисфункция 

цитохрома b, вызванная мутацией m.15059G>A, может способствовать 

усилению пролиферативной активности клеток и усилению их миграции за 

счет увеличения экспрессии циклина B1 (Khotina V. A., Sukhorukov V. N., 

2023b; Khotina V. A. et al., 2023a). В целом, наши результаты согласуются с 

более ранними данными анализа пролиферации клеток атеросклеротических 
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поражений (Rajamannan N. M. et al., 2002; Rekhter M. D., Gordon D., 1995). 

Кроме того, ряд исследований свидетельствует о связи повышенной 

пролиферации клеток с развитием воспаления в атеросклеротических бляшках 

(Tang J. et al., 2015; Wang Y. et al., 2020).  

Синтетическая активность макрофагов опосредованно вносит вклад в 

формирование атеросклеротических поражений. В качестве маркеров 

синтетической активности макрофагов были выбраны гены, кодирующие 

ферменты, участвующие в регуляции транскрипции белков, такие как 

субъединица А РНК-полимеразы 1 типа, субъединица А РНК-полимеразы 3 

типа, а также коллагена (субъединица 1 коллагена 6 типа) (Paule M. R., White 

R. J., 2000; Schnoor M. et al., 2008; Witherel C. E. et al., 2021). Несмотря на то, 

что общепринятым считается участие макрофагов в разрушении ВКМ за счет 

секреции металлопротеиназ, было установлено, что они также способны и к 

продукции ВКМ за счет экспрессии коллагена 6 типа (Schnoor M. et al., 2008).  

Исследование синтетической активности моноцитоподобных клеток 

показало, что в цибридах TC-HSMAM1 наблюдается увеличение экспрессии 

генов POLR1A и COL6A1 по сравнению с контрольной линией клеток THP-1. 

Удаление мтДНК с мутацией m.15059G>A в гене MT-CYB в цибридах 

сопровождалось снижением экспрессии генов POLR1A и COL6A1 по 

сравнению с исходной линией TC-HSMAM1, в то время как экспрессия 

POLR3A была увеличена (Khotina V. A., Sukhorukov V. N., 2023b; Khotina V. 

A. et al., 2023a). Известно, что РНК-полимеразы 1 типа регулирует синтез 

таких рРНК, как 18S, 5.8S и 28S, тогда как РНК-полимеразы 3 типа опосредует 

синтез 5S рРНК и тРНК (Paule M. R., White R. J., 2000). Значительное снижение 

экспрессии генов, кодирующих данные ферменты, вероятно, может приводить 

к нарушению сборки рибосом и менее эффективному синтезу 

внутриклеточных белков. 

Согласно полученным в настоящей работе данным, можно заключить, 

что наличие мутации m.15059G>A в митохондриальном геноме макрофагов, 

вероятно, вносит некоторый вклад в продукцию ВКМ и синтез рРНК (Bywater 
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M. J. et al., 2013; Witherel C. E. et al., 2021). В то же время, показано, что 

удаление патогенной мутации приводит к значительному увеличению 

экспрессии РНК-полимеразы III, которая может быть тесно связана с 

секрецией некоторых цитокинов и активностью фагоцитоза макрофагов 

(Graczyk D. et al., 2015). 

Таким образом, в настоящей работе было продемонстрировано, что 

мутация m.15059G>A в гене MT-CYB, кодирующем митохондриальный 

цитохром b, играет значительную роль в нарушении митохондриальной 

функции, влияя на биоэнергетические и иммунные функции в 

моноцитоподобных клетках (рис. 32). Эти изменения способствуют 

формированию проатеросклеротического фенотипа клеток, проявляющегося в 

усилении провоспалительного ответа, изменении липидного метаболизма и 

активации апоптоза. Наши результаты показали, что удаление мтДНК с 

мутацией m.15059G>A в гене MT-CYB способствует восстановлению 

митохондриальной функции, нормализации митофагии, снижению 

окислительного стресса, восстановлению воспалительного ответа 

моноцитоподобных клеток на внешние стимулы, а также нормализации 

пролиферации и апоптоза. Таким образом, результаты данного исследования 

подчеркивают участие митохондриальной дисфункции в формировании 

проатерогенного фенотипа моноцитов и макрофагов, а также ее 

потенциальную роль в патогенезе атеросклероза. Кроме того, наши 

результаты демонстрируют перспективность использования редактирования 

мтДНК для изучения молекулярно-генетических аспектов клеточных 

дисфункций и могут служить основой для разработки новых терапевтических 

стратегий их коррекции. 
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Рисунок 32. Удаление мутантной мтДНК улучшает митохондриальную 

функцию в цибридных моноцитоподобных клетках TC-HSMAM1 с мутацией 

в гене MT-CYB 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Ранее было показано, что мутация m.15059G>A в гене MT-CYB 

ассоциирована с атеросклеротическими поражениями аорты человека. 

Настоящее исследование выявило, что наличие мутации m.15059G>A в 

митохондриальном геноме в значительной степени связано с развитием 

митохондриальной дисфункции в моноцитах/макрофагах, которая 

сопровождалась нарушением воспалительного ответа, изменениями в 

липидном метаболизме, изменением активации апоптоза, а также в регуляции 

синтетической функции и пролиферативной активности клеток. 

Обнаружено, что наличие мутации m.15059G>A в митохондриальном 

геноме приводит к снижению мембранного потенциала митохондрий, 

повышению продукции АФК и нарушению биоэнергетической функции 

моноцитоподобных клеток, что сопровождается увеличением 

немитохондриального дыхания, утечкой протонов и снижением 

митохондриальной эффективности. Удаление из клеток мтДНК, несущей 

данную мутацию, значительно улучшало митохондриальную функцию, 

подчеркивая таким образом ее влияние на развитие митохондриальной 

дисфункции. Вероятно, мутация m.15059G>A в гене MT-CYB, за счет 

увеличения продукции АФК и развития окислительного стресса, может 

способствовать инициации и прогрессированию атеросклероза. 

Кроме того, установлена связь мутации m.15059G>A с дефектной 

митофагией и развитием хронического воспаления. Было показано, что 

присутствие мутации m.15059G>A в мтДНК нарушает воспалительный ответ 

моноцитоподобных клеток, негативно влияя на секрецию ФНОα и 

способность формировать эндотоксиновую толерантность в ответ на 

стимуляцию бактериальным ЛПС, а также способствуя изменению профиля 

экспрессии генов CASP1, NLRP3 и IL1B, связанных с инфламмасомным 

комплексом. В свою очередь, дефектная митофагия приводит к накоплению 

поврежденных митохондрий, усугубляя клеточную дисфункцию и 
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хроническое воспаление. Удаление мтДНК, несущей мутацию m.15059G>A, в 

настоящем исследовании восстановливало способность моноцитоподобных 

клеток к нормальной активации митофагии. 

Об ассоциации мутации m.15059G>A с изменением внутриклеточного 

метаболизма липидов может свидетельствовать увеличение экспрессии FASN 

после инкубации с ЛПНП в ФМА-дифференцированных макрофагах, из 

которых мтДНК, несущая данную мутацию, была удалена. Кроме того, 

полученные результаты могут свидетельствовать о связи данной мутации с 

усилением апоптоза макрофагов, а также с изменением регуляции 

синтетической функции и пролиферативной активности 

моноцитов/макрофагов, что проявляется повышенной экспрессией генов 

CCNB1, POLR1A и COL6A1.  

Таким образом, настоящее исследование демонстрирует, что мутация 

m.15059G>A в митохондриальном геноме моноцитов/макрофагов, играет 

важную роль в развитии проатеросклеротического фенотипа иммунных 

клеток. За счет участия в развитии митохондриальной дисфункции и индукции 

окислительного стресса данная мутация может способствовать инициации 

атерогенеза, поддерживая хроническое воспаление и ускоряя 

прогрессирование атеросклероза.  
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ВЫВОДЫ 

 

1. Мутация m.15059G>A в гене MT-CYB вносит вклад в развитие 

митохондриальной дисфункции в моноцитоподобных клетках. Это 

проявляется в нарушении биоэнергетического профиля митохондрий за счет 

увеличения немитохондриального дыхания и утечки протонов, а также 

снижения общей митохондриальной эффективности. Наличие мутации 

m.15059G>A также приводит к снижению мембранного потенциала 

митохондрий и повышению продукции АФК. Наличие мутации m.15059G>A 

в мтДНК моноцитоподобных клеток приводит к нарушению активации 

PINK1/Parkin-опосредованного пути митофагии; проявление дефектной 

митофагии сопровождается сниженной экспрессией PINK1, PRKN и 

MAP1LC3B. 

2. Мутация m.15059G>A в гене MT-CYB связана с изменением 

воспалительного статуса моноцитоподобных и макрофагальных клеток. 

Моноцитоподобные клетки с мутацией m.15059G>A характеризуются 

повышенной базальной секрецией ФНОα, а также сниженной секрецией 

ФНОα и ИЛ-1β в условиях провоспалительной стимуляции. Клетки с данной 

мутацией в мтДНК характеризуются неспособностью формировать 

эндотоксиновую толерантность. Наличие мутации m.15059G>A в мтДНК 

макрофагальных клеток приводит к повышенной базальной экспрессии генов 

NLRP3 и IL1B, участвующих в формировании NLRP3-инфламмасомы.  

3. Мутация m.15059G>A в гене MT-CYB связана с увеличением 

экспрессии гена FASN, что может способствовать усилению синтеза жирных 

кислот в макрофагах. 

4. Наличие мутации m.15059G>A в гене MT-CYB вызывает изменения в 

экспрессии генов, регулирующих апоптоз. В макрофагальных клетках, 

несущих эту мутацию, наблюдается повышенная экспрессия CASP3, 

сниженная экспрессия BAX и CASP9, а также снижение соотношения 

BAX/BCL2. 
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5. Мутация m.15059G>A в гене MT-CYB влияет на регуляцию как 

митотического деления моноцитоподобных клеток, так и синтетической 

активности макрофагальных клеток. В клетках, несущих данную мутацию в 

мтДНК, наблюдается повышенная экспрессия генов CCNB1, POLR1A и 

COL6A1. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

∆Ψm – мембранный потенциал митохондрий 

ACAT1 – ацетил-КоА-ацетилтрансфераза 1 

APAF1 – фактор, активирующий апоптотические протеазы 1 

BAX – ассоциированный Х белок 

BCL2 – регулятор апоптоза Bcl-2 

CASP1 – каспаза-1 

CASP3 – каспаза-3 

CASP9 – каспаза-9 

CCNB1 – циклин B1 

CCND1 – циклин D1  

CES1 – гидролаза эфиров холестерина 1, карбоксилэстераза 1 

COL6A1 – субъединица 1 коллагена 6 типа 

DPBS – фосфатно-солевой буферный раствор Дюльбекко 

FASN – синтетаза жирных кислот  

FCCP – карбонилцианид-4-трифторметокси-фенилгидразон  

LIPA – холестеринэстераза, лизосомальная липаза 

NCEH1 – нейтральная гидролаза сложных эфиров холестерина 1 

NLRP3 – криопирин, основной компонент инфламмасом типа NLRP3 

PCNA – ядерный антиген пролиферирующих клеток 

POLR1A – субъединица А РНК-полимеразы 1 типа 

POLR3A – субъединица А РНК-полимеразы 3 типа 

sgРНК – гидовая РНК 

АФК – активные формы кислорода 

ВКМ – внеклеточный матрикс 

ИБЗ – индекс биоэнергетического здоровья 

ИЛ – интерлейкин  
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ЛПНП – липопротеиды низкой плотности 

ЛПС – бактериальный липополисахарид  

мРНК – матричная РНК 

МСК – механизм микрогомологичного соединения концов 

мтДНК – митохондриальная ДНК 

рРНК – рибосомная РНК 

тРНК – транспортная РНК 

ФМА – форбол-12-миристат-13-ацетат 

ФНОα – фактор некроза опухоли α 

цкПЦР – цифровая капельная полимеразная цепная реакция  

ЭТС – эмбриональная телячья сыворотка 

ЭТЦ – электрон-транспортная цепь 
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