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красным. Экспрессию генов матриксных белков колла-
гена I и коллагена III (Col1, Col3) и матриксных металло-
протеиназ и их ингибиторов (гены Mmp2, Mmp9, Timp1, 
Timp2) определяли методом полимеразной цепной реак-
ции в режиме реального времени (ПЦР-РВ).

По сравнению со стандартной моделью кожной раны 
на спине крысы, заживление полнослойной раны на жи-
воте имеет следующие особенности:

•	 отношение коллагена I к III к 60 суткам после опе-
рации не отличается от интактного контроля;

•	 соотношение Mmp9/Timp1  в  2–3  раза выше 
c 3 по 14 постоперационные сутки в коже живота 
по сравнению со спиной;

•	 быстрый подъем и  последующее достижение 
контрольного уровня экспрессии Mmp9, Mmp2, 
Timp1 и Timp2 к 14 суткам после травмы.

Таким образом, нами впервые показано, что заживле-
ние раны на животе взрослой крысы по функциональным 
и молекулярным характеристикам ближе к полноценной 
регенерации, чем рубцовая репарация кожи спины.
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Апоптоз  — генетически регулируемый тип гибели 
клеток, необходимый для нормального протекания эм-
бриогенеза и поддержания гомеостаза тканей. Важными 
участниками активации и  развития апоптоза являются 
каспазы, относящиеся к  семейству цистеиновых про-
теаз. Наиболее эволюционно консервативным пред-
ставителем данного семейства является каспаза-2, 
участвующая как в  запуске, так и  усилении апоптоза 
при повреждениях ДНК и  воздействии других стрессо-
вых стимулов. Известно, что каспаза-2  активируется 
в  составе высокомолекулярного комплекса PIDDосома, 
в то же время имеются данные о том, что каспаза-2 мо-
жет активироваться по  PIDDосома-независимому пути. 
Однако молекулярный механизм альтернативной акти-
вации каспазы-2 до сих пор неясен.

Для выявления потенциальных партнеров каспазы-2, 
необходимых для её активации, нами был проведён масс-
спектрометрический анализ, показавший среди партне-
ров каспазы-2  наличие белка р62, который связывает 
убиквитин и является рецептором аутофагии. Кроме того, 
были обнаружены Е3-лигаза и убиквитин, в связи с чем 
нами выдвинуто предположение, что каспаза-2  подвер-
гается убиквитинилированию.

В  клетках карциномы яичника Caov-4  была инду-
цирована гибель ДНК-повреждающими препаратами 
цисплатином и  доксорубицином. С  помощью метода 
Вестерн-блота была детектирована активация каспа-
зы-2, о  чём свидетельствовало накопление фермен-
тативно активных форм каспазы-2. При сочетании 
цисплатина или доксорубицина с  протеасомным инги-
битором MG-132  наблюдалось накопление активных 
форм каспазы-2  без существенного падения уровня 
проформы, что коррелировало с  усилением активации 

каспазы-3  и  расщеплением субстрата каспаз  — белка 
ПАРП (Поли(АДФ-рибоза)-полимераза).

На  эмбриональных клетках почек HEK293T с  помо-
щью метода ко-иммунопреципитации было показано, 
что каспаза-2  подвергается убиквитинилированию при 
обработке клеток доксорубицином, которое усиливалось 
при комбинаторной обработке клеток препаратом MG-
132. При этом, вероятно, такое убиквитинилирование 
приводит к р62-опосредованной протеасомной или ауто-
фагосомной деградации, поскольку при оверэкспрессии 
р62 в клетках Caov-4 наблюдалось уменьшение количе-
ства проформы каспазы-2. Действительно, полученные 
данные свидетельствуют о  том, что генотоксический 
стресс вызывает убиквитинилирование каспазы-2, что 
стимулирует её  протеасомную и, возможно, аутофаго-
сомную деградацию по р62-зависимому пути.

Работа выполнена за счёт гранта Российского науч-
ного фонда № 17-75-20-102.
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Технологии редактирования генома позволяют из-
учать роль отдельных генов и функциональных элементов 
генома в  реализации физиологических свойств и  разви-
тии патологических состояний клетки. Наиболее удобным 
подходом для решения такого рода задач является «вы-
ключение» целевых генов. Обычно этого можно достичь 
использованием нуклеазы Cas9 в комплексе с одной един-
ственной направляющей РНК (gRNA). Однако огромное 
количество клеточных функций находится под контролем 
сложной системы регуляторных факторов, не  связанных 
с каким-то одним кодирующим геном. При этом «выключе-
ние» регуляторных областей генома, генов некодирующих 
РНК (например, одной или нескольких микроРНК) и генов 
белков, характеризующихся многообразием сплайс-форм, 
т. е. вырезание определенного фрагмента целевой ДНК, 
представляет собой существенную проблему, поскольку 
требует одновременной экспрессии нескольких gRNA.

По  данным литературы одной из  возможных схем 
одновременной экспрессии двух gRNA в  одной генети-
ческой конструкции является клонирование обеих gRNA, 
разделенных тРНК, под контроль одного промотора. 
В таких системах транскрибируемая гибридная РНК рас-
щепляется эндогенными эукариотическими РНКазами 
P и Z на отдельные gRNA и тРНК. Данная схема экспрес-
сии gRNA реализована и  в  данной работе. Собранная 
генетическая конструкция pX458-2g кодирует остовы 


