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Результаты исследований показали, что заражение ЦМВ предотвращало гибель клеток лейкемии ТНР‑1, 
обработанных ДОКС как в активной, так и в латентной форме. В присутствии ингибиторов mTOR 
(рапамицина и Торина2) восстанавливалась чувствительность к ДОКС инфицированных клеток. Рапа‑
мицин подавлял экспрессию белка IE1‑p72 ЦМВ, что повышало чувствительность к ДОКС. Определены 
молекулярные мишени для создания новых препаратов для лечения лейкемии у пациентов, инфициро‑
ванных ЦМВ.
Ключевые слова: клетки лейкемии ТНР‑1, цитомегаловирус, резистентность к доксорубицину, латентная 
инфекция, белок ЦМВ IE1‑p72, ингибиторы пути mTOR.
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МОЛЕКУЛЯРНАЯ 
БИОЛОГИЯ

Преодоление резистентности опухолевых клеток 
к химиотерапии является важнейшей, но пока 
не решённой задачей медицины [1]. Многочис‑
ленные данные об обнаружении в опухолевых клет‑
ках цитомегаловируса человека (ЦМВ) [2] позволяют 
предположить, что причины устойчивости связаны 
с молекулярными механизмами взаимодействия 
вирусных и клеточных факторов. Ранее мы показали, 
что клетки лейкемии ТНР‑1 после заражения ЦМВ 
в течение 1 сут приобретают устойчивость к дей‑
ствию антибиотика доксорубицина (ДОКС). Рези‑
стентность проявлялась на фоне экспрессии лити‑
ческих вирусных генов и синтеза соответствующих 
белков ЦМВ [3]. Оставалось неясным, влияет ли 
ЦМВ на чувствительность к ДОКС клеток ТНР‑1 
на поздних стадиях инфекции, когда мы не наблю‑
дали присутствия вирусных белков и предполагали 

латентное состояние ЦМВ. Учитывая, что путь 
mTOR активирован в большинстве опухолевых кле‑
ток, а ЦМВ способен модулировать функцио‑
нальную активность mTOR и может способствовать 
выживанию клеток при неблагоприятных усло‑
виях [4], мы предположили, что устойчивость к дей‑
ствию ДОКС клеток ТНР‑1 может быть связана 
с активностью этого молекулярного пути. Цель ра‑
боты состояла в изучении влияния поздних стадий 
ЦМВ‑инфекции (ЦМВИ) на чувствительность кле‑
ток линии ТНР‑1 к цитотоксическому действию 
ДОКС и в оценке участия вирусных белков и кле‑
точного пути PI3K/АКТ/mTOR в установлении ре‑
зистентности инфицированных опухолевых клеток 
к ДОКС.

Мы впервые показали, что ингибиторы пути 
mTOR восстанавливают чувствительность ЦМВ‑ин‑
фицированных клеток ТНР‑1 к ДОКС.

Клетки лейкемии ТНР‑1 заражали ЦМВ 
(5 БОЕ/кл) и на 1‑е, 7‑е и 14‑е сутки определяли 
содержание вирусной ДНК методом ПЦР. Через 1 
сут после инфицирования (с.п.и.) содержание ви‑
русной ДНК составляло 15 ± 6 копий/кл и не изме‑
нялось в течение 14 сут. Методом ОТ‑ПЦР изучали 
транскрипционную активность генов литической 
инфекции (сверхраннего UL122 и ранних UL83, 
UL54), а также уровень мРНК UL82 и UL138, экс‑
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прессия которых показана при латентной инфекции 
[5]. К 7‑м с.п.и. по сравнению с 1‑ми с.п.и. уровень 
мРНК генов UL122 и UL54 возрастал в 5 и 3 раза 
соответственно, уровень гена UL83 не изменялся, 
но к 14‑м с.п.и. уровни мРНК трёх генов снижались 
относительно 7‑х с.п.и. в 10, 8 и 7 раз соответственно 
(p < 0,05), рис. 1а.

Транскрипционная активность латентно‑ассо‑
циированных генов UL82 и UL138 повышалась 
к 7‑м с.п.и. в 8 и 7 раз соответственно (p < 0,05) и со‑
хранялась на высоком уровне до 14 сут (рис. 1б).

Методом иммуноблота показано, что в 1‑е с.п.и. 
в клетках присутствовали сверхранний (IE1‑р72), 
ранний (pp65) и поздний (gB) белки ЦМВ. 
К 7‑м с.п.и. содержание белков ЦМВ уменьшалось 
и через 14 с.п.и. определялось в следовых количе‑
ствах (рис. 1в).

В ЦМВ‑инфицированных клетках лейкемии в те‑
чение 14 сут не было выявлено продукции инфек‑
ционно‑активного вируса. Совокупность данных 
позволяет заключить, что в клетках лейкемии ТНР‑1 
наблюдаются три формы ЦМВИ: активная 

(1‑е с.п.и.) с высоким уровнем мРНК литических 
генов и высоким содержанием соответствующих 
вирусных белков; переходная (7‑е с.п.и.) —  с выра‑
женной экспрессией одновременно литических и ла‑
тентных генов ЦМВ; латентная (14‑е с.п.и.) —  с на‑
личием вирусной ДНК и повышенной активностью 
латентно‑ассоциированных генов ЦМВ. Литическая 
форма ЦМВИ в клетках лейкемии не установлена.

Для изучения чувствительности к ДОКС через 1, 
7 и 14 с.п.и. в культуру ТНР‑1 вносили 5 мкг/мл 
ДОКС, инкубировали 1 сут и определяли жизнеспо‑
собность клеток методом МТТ. Через 1 с.п.и. и ин‑
кубации с ДОКС доля нежизнеспособных клеток 
в инфицированной культуре составила 34 ± 1%, 
в неинфицированной 80 ± 4% (рис. 2). Обработка 
культуры через 7 с.п.и. приводила к гибели 24 ± 2% 
ЦМВ‑инфицированных клеток и 82 ± 2% неинфи‑
цированных, через 14 сут наблюдалась гибель 7 ± 2% 
инфицированных клеток и 79 ± 5% неинфициро‑
ванных.

Это означает, что латентно инфицированные 
клетки лейкемии ТНР‑1 (14 с.п.и.) также устойчивы 
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Рис. 1. Изменение экспрессии вирусных генов и содержания белков ЦМВ в клетках ТНР‑1 в динамике инфекции. 
Уровни мРНК литических (а) и латентных (б) генов ЦМВ через 1 с.п.и. приняты за 1.
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к действию ДОКС, как и клетки с активной ЦМВИ 
(1 с.п.и.).

Для анализа участия сигнального каскада PI3K/
AKT/mTOR в резистентности инфицированных кле‑
ток ТНР‑1 к ДОКС оценивали действие двух инги‑
биторов mTOR —  рапамицина и Торина2. В клетки 
совместно с ДОКС вносили рапамицин (8,5 мкг/мл) 
или Торин2 (0,05 мкг/мл) на 1‑е, 7‑е и 14‑е с.п.и. 
Через 1 сут оценивали жизнеспособность клеток. 
Показано (рис. 3), что цитотоксическое действие 
ДОКС на латентно инфицированные клетки 
(14 с.п.и.) в присутствии рапамицина увеличивалось 
в 9 раз, Торина2 —  в 11 раз. Сходные данные были 
получены при обработке клеток через 1 и 7 с.п.и.

Полученные результаты позволяют заключить, 
что сигнальный путь PI3K/AKT/mTOR играет важ‑
ную роль в установлении и поддержании резистент‑
ности к ДОКС клеток THP‑1, содержащих ЦМВ как 
в активной, так и в латентной формах.

Для выяснения вклада вирусных факторов в фор‑
мирование устойчивости ЦМВ‑инфицированных 
клеток к ДОКС проводили опыты с применением 
специфического ингибитора ДНК‑полимеразы 
ЦМВ —  ганцикловира (ГЦВ). Доля погибших клеток 
в инфицированной культуре, не обработанной ГЦВ, 
под действием ДОКС составляла 34 ± 1%. Внесение 
ГЦВ (78 мкМ) через 1, 7 и 14 с.п.и. не приводило 
к достоверному изменению жизнеспособности 
ТНР‑1, доля погибших клеток составила 29 ± 10%, 
37 ± 15% и 20 ± 7% соответственно. Следователь‑ 
но, репликация ЦМВ не влияет на устойчивость 
к ДОКС. Кроме того, по‑видимому, не влияют на ре‑
зистентность и поздние белки вируса, так как они 
синтезируются только после репликации ДНК 
ЦМВ [6]. Представляло интерес выяснить участие 
сверхранних белков ЦМВ (IE) в устойчивости ин‑
фицированных клеток ТНР‑1 к ДОКС. Сверхранние 
белки ЦМВ —  транскрипционные факторы, которые 
не только регулируют экспрессию вирусных генов, 
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Рис. 2. Влияние ДОКС на жизнеспособность клеток ТНР‑1 на разных стадиях ЦМВИ.
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Рис. 3. Влияние ингибиторов mTOR на жизнеспособность латентно инфицированных клеток ТНР‑1, обработанных 
ДОКС.
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но и координируют молекулярные процессы кле‑
точной гибели [7]. Определяли IE1‑p72 в лизатах 
ТНР‑1 в различные сроки после инфицирования 
методом иммуноблота (рис. 4). Действие ДОКС 
в 1‑е с.п.и. приводило к увеличению количества 
IE1‑р72 в 3 раза. При внесении ДОКС через 7 
и 14 с.п.и. содержание белка повышалось в 4 и 17 раз 
соответственно. Напротив, при совместном дей‑
ствии ДОКС и рапамицина отмечалось снижение 
содержания IE1‑p72 в 3 раза.

Важно отметить, что ДОКС индуцировал синтез 
IE1‑p72 в клетках, содержащих ДНК ЦМВ в латент‑
ном состоянии, и это ассоциировалось с установле‑
нием резистентности к антибиотику. Снижение 
содержания IE1‑p72 в клетках под действием инги‑
битора mTOR приводило к восстановлению чув‑
ствительности к ДОКС. Это означает, что регуля‑
торный вирусный белок IE1‑р72 вовлечён в процесс 
формирования устойчивости к ДОКС клеток лей‑
кемии, инфицированных ЦМВ.

Совокупность полученных данных позволяет 
заключить, что и в установлении резистентности 
к ДОКС, и в восстановлении чувствительности к ан‑
тибиотику, по‑видимому, участвуют вирусные 
(сверхранние) и клеточные гены (пути PI3K/AKT/
mTOR), взаимодействие которых может определять 
судьбу опухолевой клетки при действии ДОКС: ги‑
бель или выживание. Таким образом, данные моле‑
кулярные мишени могут стать основой для создания 
новых препаратов для лечения опухолей у пациен‑
тов, инфицированных ЦМВ.
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Results obtained showed that infection with HCMV prevented the death of THP‑1 cells treated with DOX in both 
active and latent forms of infection. In the presence of mTOR inhibitors (rapamycin and Torin2), the sensitivity 
of the infected cells to DOX was restored. Rapamycin inhibited the expression of HCMV protein IE1‑p72 and 
increased sensitivity to DOX. Molecular targets for the creation of new drugs for the treatment of leukemia in 
patients infected with HCMV have been determined.

Keywords: TНP‑1 leukemia cells, cytomegalovirus, doxorubicin resistance, latent infection, CMV protein  
IE1‑p72, mTOR pathway inhibitors.


