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Цель настоящей работы – определение функции человеческого неонатального рецептора для Fc фрагмента 
IgG (hFcRn) в качестве общего депротеинизирующего клеточного рецептора для вирусов ECHO (эховирусов) 
и Коксаки A9 при заражении культуры клеток рабдомиосаркомы человека (RD). Материал и методы. 
Исследовали протективный эффект человеческого сывороточного альбумина, очищенного от глобулинов 
(HSA-GF) и антител к hFcRn, при заражении культур клеток RD штаммами и клонами энтеровирусов вида 
В с разной рецепторной специфичностью (эховирусы 3, 9, 11, 30-го типов и вирусы Коксаки A9, B4, B5). 
результаты. Было показано, что HSA-GF при концентрациях 4% и менее защищал клетки RD от инфицирования 
эховирусами 3, 9, 11-го типов и вирусом Коксаки A9. Аналогичный спектр протективной активности проявляли 
антитела к hFcRn в концентрациях ≥2,5 мкг/мл, защищавшие клетки RD от инфицирования эховирусами 3, 9, 
11, 30-го типов и вирусом Коксаки A9. Протективный эффект HSA-GF и антител к hFcRn не наблюдался при 
заражении клеток RD вирусами Коксаки B4 и B5, депротеинизация которых требует участия коксакивирусного-
аденовирусного рецептора. обсуждение. Использование ранее охарактеризованных клонов эховируса 11-го 
типа с разной рецепторной специфичностью позволило определить функцию hFcRn как каньон-связывающего 
и депротеинизирующего рецептора в культуре клеток RD. Корреляция величины и динамики наблюдавшихся 
протективных эффектов с рецепторной специфичностью использованных в работе энтеровирусов указывала 
на двухэтапность взаимодействия DAF-зависимых эховирусов с рецепторами клеток. Заключение. 
Определена роль hFcRn как каньон-связывающего и депротеинизирующего рецептора для эховирусов 
и вируса Коксаки А9 при репродукции в клетках RD. Подтверждена двухэтапная схема взаимодействия с 
рецепторами DAF-зависимых эховирусов при входе в клетку: сначала  со связывающим рецептором (DAF), 
затем – с депротеинизирующим (hFcRn).
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The aim of this study was to determine the role of the human neonatal receptor for the Fc fragment of IgG (hFcRn) as a 
common uncoating cellular receptor for echoviruses and coxsackievirus A9 during infection of human rhabdomyosarcoma 
(RD) cells. Material and methods. The protective effect of the human serum albumin, purified from globulins, (HSA-
GF) and antibodies to hFcRn was studied in RD cells infected with several strains and clones of species B enteroviruses 
possessing different receptor specificity (echoviruses 3, 9, 11, 30 and coxsackieviruses A9, B4, B5). Results. It was 
shown that HSA-GF at concentrations of 4% or less protected RD cells from infection with echoviruses 3, 9, 11 and 
coxsackievirus A9. The antibodies to hFcRn at concentrations of 2.5 ug/mL or less demonstrated the similar spectrum of 
protective activity in RD cells against infection with echoviruses 3, 9, 11, 30 and coxsackievirus A9. The protective effect 
of HSA-GF or the antibodies to hFcRn was not observed in RD cells infected with coxsackieviruses B4 and B5 that need 
coxsackievirus-adenovirus receptor for uncoating. Discussion. The usage of the previously characterized echovirus 
11 clonal variants with different receptor specificity allowed us to define the function of hFcRn as a canyon-binding 
uncoating receptor in RD cells. The kinetics and magnitude of the observed protective effects correlated with receptor 
specificity of the enteroviruses used in this work supporting the two-step interaction of DAF-dependent echoviruses with 
the cellular receptors. Conclusions. In this study, the function of hFcRn was defined in RD cells as a canyon-binding 
and uncoating receptor for echoviruses and coxsackievirus A9. The two-step interaction of DAF-dependent echoviruses 
during entry into the cells was confirmed: initially with the binding receptor DAF and subsequently with the uncoating 
receptor hFcRn.
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зывания с клетками A549 [18], и варианты, связываю-
щиеся с HSPG на клетках GMK [11]. В культуре клеток 
SW480 молекулярный шаперон HSPA5 (UniProt: P11021) 
с участием бета-2-микроглобулина (B2M, UniProt: 
P61769) обеспечивали независимую от интегрина aVb6 
интернализацию CVA9 [19].

Все известные депротеинизирующие рецепторы для 
представителей рода Enterovirus относятся к супер-
семейству иммуноглобулинов: 1) полиовирусный ре-
цептор (PVR, UniProt: P15151) – рецептор для 3 типов 
полиовирусов; 2) коксакивирусный-аденовирусный ре-
цептор (CAR, UniProt: P78310) – рецептор для 6 типов 
вирусов Коксаки В; 3) молекула межклеточной адгезии 
типа 1 (ICAM-1, UniProt: P05362) – рецептор для всех 
типов риновирусов, входящих в мажорную группу ви-
да Rhinovirus A, всех типов вида Rhinovirus В и 5 типов 
вирусов Коксаки А: CVA13, CVA15, CVA18, CVA20 и 
CVА21 [20, 21].

Гликопротеин с молекулярной массой 44 кДа (gp44) 
был выделен и предварительно охарактеризован в каче-
стве предполагаемого клеточного рецептора для эхови-
русов [22]. Моноклональные антитела (MAb) к gp44 за-
щищали культуру клеток P2002 от инфицирования прак-
тически всеми типами эховирусов и вирусом CVA9 [23]. 
Однако сообщения о дальнейших исследованиях gp44 в 
доступных поисковых системах отсутствуют.

Т. Ward и соавт. [24] обнаружили защитный эффект 
MAb к B2M при заражении клеток RD широким спек-
тром типов эховирусов и CAV9. Также было показано, 
что добавление бычьего (BSA) или человеческого (HSA) 
сывороточного альбумина в среду поддержания культу-
ры клеток RD ингибировало их инфицирование вирусом 
E7, подавляя образование А-частиц, но не препятство-
вало связыванию вируса с клетками [25]. Был установ-
лен механизм инактивации вирусов E7 и E12 с помо-
щью BSA, очищенного от глобулинов и жирных кислот, 
связанный с трансформацией вирионов в А-частицы в 
результате извлечения гидрофобного покет-фактора из 
вирионов [26]. Механизм протективного эффекта HSA, 
свободного от глобулинов, но не очищенного от жирных 
кислот, остался неизвестным, хотя предполагалось его 
блокирующее действие либо на вирионы эховирусов, 
либо на вторичный по отношению к DAF клеточный ре-
цептор [25].

Человеческий неонатальный рецептор для Fc фраг-
мента IgG человека (hFcRn) является трансмембран-
ным гетеродимером, состоящим из альфа-цепи FCGRT 
(UniProt: P55899) и нековалентно связанным с ней B2M 
[27]. Молекула FCGRT у человека представлена глико-
протеином, относящимся к суперсемейству иммуногло-
булинов (UniProt: P55899). В клетках человеческого про-
исхождения она имеет молекулярную массу 45 кДа [28], 
близкую к молекулярной массе gp44, описанного ранее 
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Введение
Согласно современной классификации, все типы виру-

сов ECHO (эховирусов) и вирус Коксаки A9 (CVA9), от-
носятся к виду Enterovirus B рода Enterovirus семейства 
Picornaviridae порядка Picornavirales [1]. Для отдельных 
представителей рода Enterovirus (вирусов Коксаки В3 
[2–4] и A21 [5]) экспериментально доказано двухэтап-
ное взаимодействие с различными клеточными рецеп-
торами при входе вируса в клетку. На первом этапе свя-
зывающие рецепторы (рецепторы прикрепления) обе-
спечивают взаимодействие вирионов с плазматической 
мембраной клеток, кластеризацию вирус-рецепторных 
комплексов, активацию путей трансмембранной переда-
чи сигнала, а в поляризованных клетках – латеральное 
перемещение вирус-рецепторных комплексов по апи-
кальной поверхности в область плотных межклеточных 
контактов. На втором этапе происходит взаимодействие 
энтеровирусов с депротеинизирующими рецепторами, 
которое вызывает необратимую трансформацию 160S 
вирионов в 135S А-частицы за счёт потери капсидно-
го белка VP4 и структурной реорганизации капсидного 
белка VP1 [6]. Сайт связывания депротеинизирующих 
рецепторов с поверхностью вирионов находится в об-
ласти каньона, который окружает возвышенность на 
поверхности капсида вблизи каждой из осей симметрии 
5-го порядка. Последующее событие депротеинизации 
(освобождения) вирусной геномной РНК приводит к 
появлению пустых 80S капсидов. Если депротеинизи-
рующий рецептор экспрессирован на плазматической 
мембране клеток, он может выполнять функции как 
связывающего, так и депротеинизирующего рецептора, 
включая формирование А-частиц.

Эховирусы могут использовать в качестве связываю-
щих клеточных рецепторов фактор, ускоряющий распад 
комплемента (DAF, UniProt: P08174) [7, 8], протеогли-
каны гепарансульфата (HSPG, UniProt: P98160) [9–11], 
интегрины a2b1 и aVb3 [12, 13]. Описаны варианты эхо-
вирусов, взаимодействующие только с рецептором DAF, 
только с HSPG, с DAF и с HSPG, наряду с вариантами, 
не использующими ни один из них [9]. Известны субти-
повые варианты эховируса 9 (E9) с различным тропиз-
мом к интегрину aVb3 [14]. Изменение тропизма эхо-
вирусов к связывающему рецептору DAF или к HSPG 
может быть обусловлено единичной аминокислотной 
заменой в капсидном белке [11, 15, 16]. Селекция субти-
повых вариантов с изменённым тропизмом к связываю-
щим рецепторам способствует адаптации эховирусов к 
различным культурам клеток.

Связывающие рецепторы для CVA9 также представ-
лены несколькими типами молекул. Интегрин aVb3 яв-
ляется связывающим рецептором для CVA9 на клетках 
рабдомиосаркомы человека (RD) и GMK [17]. Описаны 
варианты CVA9, использующие интегрин aVb6 для свя-
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[22]. На поверхности клеток FcRn выполняет функцию 
рецептора альбумина, а внутри клеток – функцию рецеп-
тора IgG и транспортного белка, обеспечивающего за-
щиту IgG и альбумина от протеолитической деградации 
в лизосомах за счёт рециркуляции связанного лиганда к 
плазматической мембране или за счет трансцитоза ли-
ганда в поляризованных клетках [29].

Целью настоящей работы было определение роли 
hFcRn в качестве депротеинизирующего рецептора для 
эховирусов и CVA9 в культуре клеток RD. В эксперимен-
тальной части работы решались следующие задачи: 1) 
показать отсутствие вирус-инактивирующего действия 
человеческого сывороточного альбумина, очищенного 
от глобулинов, на клонированные варианты вируса E11 
с различным тропизмом к рецептору DAF; 2) проверить 
спектр протективной активности человеческого сыво-
роточного альбумина, очищенного от глобулинов, при 
заражении культур клеток RD энтеровирусами вида В, 
имеющими различную рецепторную специфичность; 3) 
исследовать протективную активность поликлональных 
антител (PAb) к hFcRn при заражении культур клеток 
RD энтеровирусами вида В с различной рецепторной 
специфичностью.

Материал и методы
Перевиваемые клеточные культуры. Перевиваемая 

линия клеток RD была получена из ФБУЗ «Центр гигие-
ны и эпидемиологии в Свердловской области» Роспо-
требнадзора. Для проведения экспериментов клетки RD 
выращивали при 37 °C в атмосфере 5% CO2 до образо-
вания плотного монослоя в культуральных пластиковых 
96-луночных планшетах (Corning, США). В качестве 
ростовой среды использовали среду Игла МЕМ («ПанЭ-
ко», РФ) с добавлением 10% эмбриональной телячьей 
сыворотки (Biosera, Франция). При пересевах клетки 
снимали с пластика раствором трипсина-ЭДТА 0,25% с 
солями Хенкса («ПанЭко», РФ). В качестве среды под-
держания при репродукции вирусов использовали среду 
199 («ПанЭко», РФ) без добавления сыворотки.

Вирусы. Штаммы и клоны энтеровирусов вида В, 
использованные в работе, представлены в табл. 1. Ге-
магглютинирующий (Daf+) клон 431-1 вируса E11, ис-
пользующий DAF в качестве первичного клеточного 
рецептора, и негемагглютинирующий (Daf–) клон 431-6 
вируса E11, использующий другой, не идентифициро-
ванный клеточный рецептор, были получены и охарак-
теризованы ранее [16]. 

Все остальные штаммы, перечисленные в табл. 1, яв-
лялись клиническими изолятами, выделенными на клет-

ках RD в лаборатории энтеральных вирусных инфекций 
ФБУН «ЕНИИВИ» Роспотребнадзора из ликвора боль-
ных энтеровирусным менингитом. Генотипирование 
изолятов проводили по 2 фрагментам структурной части 
генома энтеровирусов, кодирующим капсидные белки 
VP1 и VP4-VP2, согласно описанным ранее методикам 
[30, 31].

Препараты альбумина и антитела к hFcRn. В экспе-
риментах по изучению протективного эффекта при зара-
жении клеток энтеровирусами использовали следующие 
коммерчески доступные реагенты: 1) HSA, очищенный 
от глобулинов (A8763 – Human serum albumin essentially 
globulin free, Merck/Sigma-Aldrich, Германия) (HSA-GF), 
получен в лиофилизированном виде; 2) кроличьи поли-
клональные антитела класса IgG к гетеродимеру чело-
веческого FCGRT и B2M, (CT009-T08, Sino Biological, 
Китай), полученные иммунизацией кроликов рекомби-
нантным человеческим гетеродимером FCGRT с B2M и 
очищенные аффинной хроматографией, получены в сте-
рильной жидкой форме, без консерванта (hFcRn-PAb).

Исследование вирусинактивирующего действия рас-
творов человеческого сывороточного альбумина. Для ис-
следования вирусинактивирующего действия HSA-GF в 
растворе, к 100 мкл вируссодержащей жидкости (ВСЖ), 
содержавшей 200 ТЦД50 соответствующего вируса, до-
бавляли 100 мкл 8% (вес / объём) раствора альбумина 
в среде 199 для получения конечной концентрации 4%, 
перемешивали и инкубировали 60 мин при 37 °С. Кон-
трольные пробы ВСЖ инкубировали в тех же условиях, 
но к ВСЖ добавляли 100 мкл среды 199 без альбуми-
на. После инкубации остаточные инфекционные титры 
вирусов определяли методом конечных разведений на 
клетках RD в 96-луночных планшетах (8 реплик на раз-
ведение) и рассчитывали по методу Спирмена–Кербера.

Исследование протективного эффекта человеческого 
сывороточного альбумина при заражении культур клеток 
RD. В экспериментах по ингибированию репродукции ви-
русов с помощью HSA-GF использовали культуру клеток 
RD, выращенную в 96-луночных планшетах. В предвари-
тельных экспериментах было установлено, что HSA-GF 
в конечных концентрациях от 0,25 до 4% (вес / объём) не 
оказывал цитотоксического действия в течение 5-суточного 
периода наблюдения. Для обнаружения зависимости про-
тективного эффекта от концентрации альбумина, исполь-
зовали одинаковые заражающие дозы вирусов (100 ТЦД50 
на лунку) и различные концентрации альбумина, получен-
ные 2-кратными разведениями в среде 199. После удале-
ния среды роста, клеточный монослой однократно про-
мывали средой 199, затем вносили в лунки планшета по 
100 мкл среды 199 с различными концентрациями HSA-

GF. Инкубировали планшеты 60 мин при 37 
°С, затем в лунки вносили по 100 мкл ВСЖ, 
содержавшей 100 ТЦД50 соответствующего 
вируса (множественность заражения состав-
ляла 0,001 ТЦД50 на клетку). Для учёта цито-
патического эффекта (ЦПЭ) вирусов, в кон-
трольные лунки вместо раствора альбумина 
вносили 100 мкл среды 199. Для учёта со-
стояния клеточного монослоя в контрольные 
лунки вместо ВСЖ вносили 200 мкл среды 
199. Каждую конечную концентрацию HSA-
GF (4, 2, 1, 0,5 и 0,25%) исследовали в 8 ре-
пликах в 2 повторах эксперимента с каждым 
вирусом. В ходе экспериментов ЦПЭ еже-
дневно визуально оценивали с помощью ин-

Т а б л и ц а  1
Типы, штаммы и клоны энтеровирусов, использованные в экспериментах

Тип энтеровируса  
(аббревиатура)

Номер штамма 
(клона)

Daf фе-
нотип

Идентификатор GenBank

Echovirus 11 (Е11) (431-1) Daf+ JF925116
(431-6) Daf– JF925117

Echovirus 3 (Е3) 206 Daf+ MK962649, MK962655
Echovirus 9 (Е9) 8100 Daf– MK962651, MK962657
Echovirus 30 (Е30) 7500 Daf– MK962648, MK962654
Coxsackievirus B4 (CVB4) 1000 Daf– MK962653, MK962659
Coxsackievirus B5 (CVB5) 3122 Daf– MK962652, MK962658
Coxsackievirus A9 (CVA9) 3000 Daf– MK962650, MK962656
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вертированного микроскопа, окончательный учет резуль-
татов проводили на 5-е сутки после фиксации монослоя 
96% раствором этилового спирта и последующей окраски 
0,5% раствором кристалвиолета. Степень ЦПЭ оценивали 
по проценту клеток в монослое с характерными для эхови-
русов признаками цитопатологии по условной 4-плюсовой 
шкале: “–” (0%); “1+” (<25%); “2+” (от 25% до <50%), “3+” 
(от 50% до <75%) и “4+” (от 75% до 100%). Затем вычис-
ляли средние величины со стандартными отклонениями и 
обрабатывали статистическими методами.

Исследование протективного эффекта hFcRn-PAb в 
культуре клеток RD. Эксперименты по ингибированию 
репродукции вирусов с помощью hFcRn-PAb были вы-
полнены на культуре клеток RD в 96-луночных планше-
тах. В предварительных экспериментах показано, что 
hFcRn-PAb в концентрациях от 0,15 до 10 мкг/мл не ока-
зывали цитотоксического действия на клетки в течение 5 
сут наблюдения. Для обнаружения протективного эффек-
та использовали одинаковые заражающие дозы вирусов 
(100 ТЦД50 на лунку) и различные концентрации антител 
в среде 199. После удаления среды роста клеточный мо-
нослой однократно промывали средой 199, затем в лунки 
вносили по 50 мкл растворов антител в различных кон-
центрациях и инкубировали 1 ч при 37 °С. После этого 
в каждую лунку с раствором антител вносили по 50 мкл 
ВСЖ, содержавшей 100 ТЦД50 соответствующего вируса 
(множественность заражения 0,001 ТЦД50/кл). Каждую 
конечную концентрацию антител (10,0; 5,0; 2,5; 1,25; 0,6 
и 0,3 мкг/мл) тестировали в 8 репликах с каждым вирусом 
в 2 независимых экспериментах. В лунки с положитель-
ным контролем ЦПЭ вируса вносили по 50 мкл ВСЖ и 
50 мкл среды 199 без антител. Для контроля цитотоксич-
ности антител вместо ВСЖ в лунки с растворами анти-
тел вносили 50 мкл среды 199 и 50 мкл раствора антител. 
Лунки с отрицательным контролем, для мониторинга со-
стояния клеточного монослоя, содержали 100 мкл среды 
199. Контроль отсутствия неспецифического вирусней-
трализующего действия hFcRn-PAb (10,0 мкг/мл) прово-
дили по схеме эксперимента, описанной выше. Методика 
учёта ЦПЭ описана выше.

Статистические методы обработки результатов. 
Для определения инфекционного титра вирусов исполь-
зовали формулу Спирмена–Кербера с расчётом суммар-
ной аналитической погрешности [32]. Статистически 
достоверные различия между экспериментальными 
группами определяли методами ANOVA [33] или с по-
мощью непараметрического U-теста Манна–Уитни. Раз-
личия считали статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты
Отсутствие инактивирующего действия раствора 

HSA-GF на клоны вируса E11. Поскольку было известно, 
что раствор BSA, очищенный от глобулинов и жирных 
кислот, инактивировал вирусы E7 и E12 [26], проверяли 
инактивирующее действие раствора HSA очищенного 
от глобулинов, на клонированные варианты вируса E11. 
Вирусные пулы (100 ТЦД50 в 100 мкл) инкубировали в 
растворе HSA-GF с конечной концентрацией 4% при 37 
°C в течение 1 ч, этого времени достаточно для зараже-
ния культур клеток RD в экспериментах по исследова-
нию протективного эффекта HSA-GF. Вирусинактиви-
рующее действие раствора HSA-GF отсутствовало. Пре-
динкубация не изменяла инфекционный титр клонов 
E11 c разной рецепторной специфичностью.

Исследование протективного эффекта альбумина 

при заражении культур клеток RD различными типами 
энтеровирусов вида В. Зависимость протективного эф-
фекта от концентрации HSA-GF изучали на нескольких 
интервалах времени после заражения (p.i.) культур кле-
ток RD одинаковой инфицирующей дозой (100 ТЦД50 на 
лунку при множественности заражения 0,001 ТЦД50/кл) 
эховирусов 3 (E3), 9 (E9), 11 (E11), коксакивирусов A9 
(CVA9) и B5 (CVB5). Результаты показаны в табл. 2.

Сравнение протективного эффекта HSA-GF в клетках 
RD в отношении 2 близкородственных клонов E11 пока-
зало более выраженный ингибирующий эффект альбуми-
на в случае заражения культуры клеток RD daf– клоном 
431-6, не взаимодействовавшим с рецептором DAF, по 
сравнению с DAF-зависимым daf+клоном 431-1. При от-
сутствии альбумина в поддерживающей среде, 100% ЦПЭ 
наблюдался через 48 ч после заражения клеток каждым 
из клонов. Минимальная концентрация HSA-GF, стати-
стически достоверно снижавшая ЦПЭ через 48 ч после 
заражения клоном 431-1, была 0,5% (ЦПЭ 81,3±4,1% от-
носительно 100,0% при отсутствии альбумина). Мини-
мальная концентрация HSA-GF, статистически достовер-
но снижавшая ЦПЭ через 48 ч после заражения клоном 
431-6, также составляла 0,5%, но снижение ЦПЭ было 
более выраженным (40,6±4,6%). Максимальная длитель-
ность протективного эффекта в случае daf+ клона 431-1 
при 4% концентрации HSA-GF составляла 96 ч p.i. (ЦПЭ 
50,0%). В случае daf– клона 431-6 протективный эффект 
4% концентрации HSA-GF наблюдался даже через 120 ч 
после заражения (ЦПЭ 12,5±4,7%). Кроме того, у клона 
431-1 наблюдался более быстрый прирост ЦПЭ по вре-
мени при использовании 1 и 2% концентраций HSA-GF в 
сравнении с клоном 431-6.

Сравнение протективного эффекта HSA-GF в клетках 
RD, инфицированных E3 и E9, выявило более быструю 
кинетику нарастания ЦПЭ в случае Daf+ штамма E3 в 
сравнении с Daf– штаммом E9. При отсутствии альбу-
мина в поддерживающей среде, 100% ЦПЭ наблюдался 
через 48 ч p.i. как у вируса E3, так и у E9. Минималь-
ная концентрация HSA-GF, статистически достоверно 
снижавшая ЦПЭ через 48 ч p.i. у Daf+ штамма E3 (ЦПЭ 
37,5±4,7%), составляла 1,0%. Минимальная концен-
трация HSA-GF, статистически достоверно снижавшая 
ЦПЭ через 48 p.i. у Daf– штамма E9 (ЦПЭ 18,8±4,1%), 
была в 4 раза ниже: 0,25%. Максимальная длительность 
протективного эффекта в случае Daf+ штамма E3 при 
использовании 4% концентрации HSA-GF составляла 
120 ч (ЦПЭ 62,5±4,7%). Максимальная длительность 
протективного эффекта в отношении Daf– штамма E9 
также составляла 120 ч, но при использовании 4, 2 и 1% 
концентраций HSA-GF (в частности, через 120 ч p.i. при 
1% концентрации альбумина наблюдался ЦПЭ лишь 
6,3±4,1%).

Таким образом, при попарном сравнении был выявлен 
более выраженный протективный эффект HSA-GF в от-
ношении daf– клона 431-6 вируса E11 и Daf– штамма 
E9 в сравнении с менее выраженным ингибированием 
ЦПЭ в отношении daf+ клона 431-1 вируса E11 и Daf+ 
штамма E3.

В отличие от использованных в данной работе эхови-
русов и вирусов Коксаки В, штамм вируса CVA9 харак-
теризовался замедленной кинетикой развития ЦПЭ: в 
отсутствие альбумина 100% ЦПЭ наблюдался через 72 
ч. Минимальная концентрация HSA-GF, статистически 
достоверно снижавшая ЦПЭ (до 43,8±4,1%) через 72 ч 
p.i., была 0,25%. Протективный эффект через 120 ч p.i. 
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наблюдался при использовании HSA-GF в концентраци-
ях 2% (ЦПЭ 65,6±4,6%) и 4% (ЦПЭ 9,4±4,6%).

Штамм CVB5 через 48 ч после заражения клеток RD 
демонстрировал развитие 100% ЦПЭ как в отсутствие 
альбумина, так и при всех концентрациях HSA-GF 
вплоть до 2%. При концентрации 4% HSA-GF снижение 
ЦПЭ не достигало статистически значимого отличия от 
контрольных лунок без альбумина.

Исследование протективной активности антител к 
hFcRn при заражении культур клеток RD различными 
типами энтеровирусов вида В. В предварительных экс-
периментах было установлено отсутствие вируснейтра-
лизующего действия hFcRn-PAb в концентрации 10,0 
мкг/мл после инкубации в течение 1 ч при 37°C со 100 
ТЦД50 соответствующих вирусов перед заражением кле-
ток RD (данные не показаны). Зависимость протектив-

ного эффекта от концентра-
ции hFcRn-PAb и от време-
ни p.i. в культуре клеток RD 
вирусами E3, E9, E11, E30, 
CVA9, CVB4 и CVB5 показа-
на в табл. 3.

Сравнение протективного 
эффекта hFcRn-PAb в клетках 
RD в отношении 2 близко-
родственных клонов вируса 
E11 (daf+ клона 431-1 и daf– 
клона 431-6) выявило одина-
ковую минимальную концен-
трацию PAb (2,5 мкг/мл), обе-
спечившую отсутствие ЦПЭ 
в течение 120 ч p.i. Однако 
при меньшей концентрации 
hFcRn-PAb (1,25 мкг/мл) ки-
нетика нарастания ЦПЭ по 
времени (через 72, 96 и 120 
ч p.i.) была более быстрой 
(с меньшим протективным 
эффектом) в случае DAF-
зависимого daf+ клона 431-1 
по сравнению с daf– клоном 
431-6, не взаимодействовав-
шим с DAF.

Минимальные концентра-
ции hFcRn-PAb, обеспечив-
шие полное отсутствие ЦПЭ 
в течение 120 ч при зараже-
нии клеток RD штаммами ви-
русов E3, E9 и E30, состави-
ли соответственно 5,0; 2,5 и 
1,25 мкг/мл. Более выражен-
ная протективная активность 
hFcRn-PAb наблюдалась при 
использовании Daf– штам-
мов E9 и E30 в отличие от 
Daf+ штамма вируса E3.

Штамм CVA9 характери-
зовался замедленным раз-
витием ЦПЭ по сравнению 
с эховирусами и вирусами 
Коксаки В, использованны-
ми в данной работе. 100% 
ЦПЭ в отсутствие hFcRn-PAb 
наблюдался через 72 ч p.i. 
Минимальная концентрация 

PAb, приводившая к полному отсутствию ЦПЭ в тече-
ние 120 ч при заражении клеток RD вирусом CVA9 была 
0,6 мкг/мл.

Все использованные концентрации hFcRn-PAb, вклю-
чая 10 мкг/мл, не проявляли защитного эффекта при за-
ражении культуры клеток RD вирусами CVB4 и CVB5.

Обсуждение
Энтеровирусы вида В характеризуются высокой вну-

тритиповой вариабельностью взаимодействия со связы-
вающими рецепторами, такими как DAF [2, 34], HSPG 
[11], интегрины aVb3 и aVb6 [18]. Однако взаимодей-
ствие с известными депротеинизирующими рецептора-
ми для энтеровирусов, такими как CAR, ICAM-1 и PVR, 
является высококонсервативным внутри субвидовых 
групп вирусов, относящихся к роду Enterovirus.

Т а б л и ц а  2
Протективный эффект альбумина HSA-gF в клетках RD, инфицированных различными энте-

ровирусами вида В (ЦПЭ ± m)a

Тип
клон/

штамм

Время 
после 

зараже-
ния, ч

Концентрация альбумина HSA-GF, %

0,0 0,25 0,5 1,0 2,0 4,0

E11 
431-1

24 12,5±4,7 12,5±4,7 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0
48 100,0±0,0 100,0±0,0 81,3±4,1* 46,9±3,1* 12,5±4,7* 0,0±0,0*
72 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 96,9±3,1 81,3±4,1* 0,0±0,0*
96 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 50,0±0,0*

120 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 90,6±4,6

E11 
431-6 

24 18,8±4,1 18,8±4,1 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
48 100,0±0,0 81,3±4,1* 40,6±4,6* 40,6±4,6* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
72 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 65,6±4,6* 59,4±4,6* 0,0±0,0*
96 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 81,3±4,1* 6,3±4,1*

120 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 12,5±4,7*

E3
206

24 40,6±4,6 12,5±4,7* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
48 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 37,5±4,7* 6,3±4,1* 0,0±0,0*
72 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 43,8±4,1* 0,0±0,0*
96 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 90,6±4,6 12,5±4,7*

120 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 62,5±4,7*

E9
8100

24 18,8±4,1 6,3±4,1 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
48 93,8±4,1 18,8±4,1* 12,5±4,7* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
72 100,0±0,0 100,0±0,0 43,8±4,1* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
96 100,0±0,0 100,0±0,0 81,3±4,1* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*

120 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 6,3±4,1* 0,0±0,0* 0,0±0,0*

CVA9
3000

24 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0

48 37,5±4,7 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*

72 100,0±0,0 43,8±4,1* 12,5±4,7* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
96 100,0±0,0 100,0±0,0 65,6±4,6* 31,3±4,1* 0,0±0,0* 0,0±0,0*

120 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 65,6±4,6* 9,4±4,6*

CVB5
3122

24 12,5±4,7 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0
48 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 87,5±4,7
72 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0
96 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0

120 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0
П р и м е ч а н и е .  а – средний процент ЦПЭ по 8 репликам в 2 повторах эксперимента ± стандарт-

ная ошибка средней величины; * – различия средних величин ЦПЭ в ячейке таблицы и ЦПЭ при 0% 
HSA-GF статистически достоверны (U-тест Манна–Уитни).
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Т а б л и ц а  3
Протективное действие поликлональных антител к hFcRn в клетках RD, инфицированных  

различными энтеровирусами вида В (ЦПЭ ± m)a

Тип  
клон/

штамм

Время 
после 

зараже-
ния, ч

Концентрация поликлональных антител, мкг/мл

0,0 0,6 1,25 2,5 5,0 10,0

E11 
431-1

24 25,0±0,0 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
48 100,0±0,0 25,0±0,0* 12,5±4,7* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
72 100,0±0,0 75,0±0,0* 46,9±3,1* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
96 100,0±0,0 87,5±4,7 50,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*- 0,0±0,0*

120 100,0±0,0 100,0±0,0 62,5±4,7* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*

E11 
431-6 

24 12,5±4,7 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0
48 100,0±0,0 18,8±4,1* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
72 100,0±0,0 78,1±3,1* 12,5±4,7* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
96 100,0±0,0 75,0±0,0* 25,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*

120 100,0±0,0 100,0±0,0 59,4±4,6* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*

E3
206

24 50,0±0,0 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
48 100,0±0,0 25,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
72 100,0±0,0 100,0±0,0 68,8±4,1* 12,5±4,7* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
96 100,0±0,0 100,0±0,0 75,0±0,0* 21,9±3,1* 0,0±0,0* 0,0±0,0*

120 100,0±0,0 100,0±0,0 75,0±0,0* 25,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*

E9
8100

24 12,5±4,7 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0
48 96,9±3,1 12,5±4,7* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
72 100,0±0,0 43,8±4,1* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
96 100,0±0,0 68,8±4,1* 25,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*

120 100,0±0,0 100,0±0,0 46,9±3,1* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*

E30
7500

24 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0
48 100,0±0,0 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
72 100,0±0,0 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
96 100,0±0,0 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*

120 100,0±0,0 21,9±3,1* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*

CVA9
3000

24 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0

48 40,6±4,6 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0, 0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*

72 100,0±0,0 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0, 0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*
96 100,0±0,0 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0, 0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*

120 100,0±0,0 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,0±0,0*

CVB4
1000 

24 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0
48 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0
72 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0
96 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0

120 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0

CVB5
3122

24 25,0±0,0 25,0±0,0 25,0±0,0 25,0±0,0 25,0±0,0 25,0±0,0
48 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0
72 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0
96 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0

120 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0 100,0±0,0
П р и м е ч а н и е .  а – средний процент ЦПЭ по 8 репликам в 2 повторах эксперимента ± стандартная 

ошибка средней величины; * – различия средних величин ЦПЭ в ячейке таблицы и ЦПЭ при концентра-
ции поликлональных антител 0,0 мкг/мл статистически достоверны (U-тест Манна-Уитни).

В настоящей работе показано, что HSA-GF в физио-
логических концентрациях защищал культуру клеток RD 
при заражении несколькими типами эховирусов (E3, E9, 
E11) с различной рецепторной специфичностью и виру-

сом CVA9, независимо от 
используемых ими связы-
вающих рецепторов. Кроме 
того, HSA-GF не ингибиро-
вал инфекцию клеток RD 
вирусом CVB5, который ис-
пользует в качестве депро-
теинизирующего рецептора 
CAR. Аналогичный спектр 
протективной активности 
был показан при использо-
вании hFcRn-PAb, которые 
защищали клетки RD от ин-
фицирования эховирусами 
(E3, E9, E11, E30) и CVA9, 
но не вирусами CVB4 и 
CVB5. Поскольку связы-
вание альбумина является 
физиологической функцией 
hFcRn, то общий механизм 
протективного эффекта, на-
блюдавшегося при исполь-
зовании альбумина и PAb к 
hFcRn, был обусловлен их 
связыванием с hFcRn, кото-
рое нарушало взаимодей-
ствие hFcRn с эховирусами 
и CVA9.

Спектр протективной 
активности HSA-GF и 
hFcRn-PAb, наблюдавший-
ся в культуре клеток RD, 
соответствовал спектру 
протективной активности 
описанных ранее MAb к 
gp44 в культуре клеток че-
ловеческого происхожде-
ния P2002 [23]. Поскольку 
MAb к gp44 ингибировали 
репродукцию практически 
всех типов эховирусов, а 
gp44 идентичен FCGRT 
(альфа-цепи hFcRn), по-
лученные нами результаты 
можно экстраполировать на 
всю группу эховирусов.

Роль hFcRn в качестве 
первичного («primary») 
пан-эховирусного («pan-
echovirus») рецептора была 
показана другими метода-
ми и на других культурах 
клеток в недавно опубли-
кованной работе [35]. Ме-
тодом копреципитации in 
vitro с последующим им-
муноблоттингом было про-
демонстрировано прямое 
взаимодействие рекомби-
нантной молекулы rFcRn-
B2M (состоявшей из вне-

клеточного домена hFcRn и B2M) с вирионами E11 и 
E30. Кроме того, было показано вируснейтрализующее 
действие rFcRn-B2M.

Ранее нами были картированы аминокислотные заме-
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ны в области каньона E11, связанные с адаптацией кло-
нированного вируса E11, полученного в культуре клеток 
RD, к культурам клеток обезьяньего (BGM) и человече-
ского (HEp-2 и Л-41/КД84) происхождения [15]. Затем 
были селекционированы 2 близкородственных клона 
E11 (daf+ клон 431-1 daf– клон 431-6), отличавшиеся 
единственной аминокислотной заменой в сайте связы-
вания вириона с DAF и имевшие одинаковую структуру 
капсидных белков в области каньона [16]. Клон 431-1 
был DAF-зависимым, так как его репродукция эффек-
тивно подавлялась MAb к DAF в культуре клеток RD, 
а клон 431-6 не взаимодействовал с DAF. Репродукция 
обоих клонов в культуре клеток RD ингибировалась 
MAb к B2M [16]. Полученные данные указывали на су-
ществование общего каньон-связывающего рецептора 
для 2 клонов, функциональность которого зависела от 
B2M. Поскольку B2M является субъединицей  hFcRn  и 
в настоящей работе был обнаружен протективный эф-
фект HSA-GF и hFcRn-PAb при заражении культуры 
клеток RD как daf+ клоном 431-1, так и daf– клоном 
431-6, то общий каньон-связывающий рецептор для 2 
клонов может быть идентифицирован как hFcRn. Кроме 
того, DAF-зависимый клон 431-1 демонстрировал двух-
этапное взаимодействие с клетками RD, так как первый 
этап взаимодействия мог быть блокирован с помощью 
MAb к связывающему рецептору DAF, а второй этап мог 
быть блокирован с помощью MAb к B2M, HSA-GF или 
hFcRn-PAb.

Отличительным свойством депротеинизирующих ре-
цепторов является их способность трансформировать 
зрелые 160S вирионы энтеровирусов в 135S А-частицы. 
Объединение доказательств прямого взаимодействия ре-
комбинантной молекулы rFcRn-B2M с вирионами E11, 
приводившего к снижению их инфекционной активности 
[35], с данными о снижении продукции 135S А-частиц и 
блокировании депротеинизации E11 в культуре клеток 
RD с помощью MAb к B2M [36], и с результатами на-
ших исследований по картированию сайта связывания 
альтернативного по отношению к DAF клеточного ре-
цептора на поверхности вириона E11 позволяет сделать 
вывод о роли hFcRn в качестве каньон-связывающего 
депротеинизирующего рецептора для вируса E11 в куль-
туре клеток RD.

Учитывая обнаруженный нами протективный эффект 
HSA-GF и hFcRn-PAb при заражении клеток RD виру-
сом CVA9, наблюдавшийся ранее в культуре клеток RD 
протективный эффект MAb 1350 к B2M [24], а также 
протективный эффект MAb к gp44 [23] при заражении 
вирусом CVA9 культуры клеток P2002, можно сделать 
вывод о сходстве функции hFcRn при репродукции эхо-
вирусов и CVA9 в этих видах клеток. О. Heikkila и со-
авт. [37] было показано, что сайленсинг B2M методом 
РНК-интерференции не только эффективно подавлял 
репродукцию CVA9 в культуре клеток A549, но и при-
водил к накоплению CVA9 на поверхности клеток. Эти 
данные подразумевают участие B2M-содержащих мо-
лекул (включая hFcRn) в интернализации CVA9 в клет-
ки A549. Следовательно, функциональная активность 
hFcRn является необходимым условием для заражения 
клеток RD вирусом CVA9, так же, как для заражения 
эховирусами.

C учётом возможности двухэтапного взаимодействия 
некоторых вариантов эховирусов со связывающим и с 
депротеинизирующим рецептором, роль hFcRn в ка-
честве связывающего рецептора не может считаться 

универсальной, поскольку существуют и другие связы-
вающие рецепторы. Если связывание вирусов с клеткой 
происходит на плазматической мембране, то слабая экс-
прессия (или отсутствие экспрессии) депротеинизирую-
щего рецептора на поверхности клеток в сочетании с 
низкой множественностью заражения может обеспечить 
клеткам невосприимчивость к вирусам, имеющим мо-
норецепторный тропизм к hFcRn. У вирусов, имеющих 
мультирецепторный тропизм, слабая экспрессия (или 
отсутствие экспрессии) депротеинизирующего рецеп-
тора компенсируется их взаимодействием с каким-либо 
связывающим рецептором. Двухэтапная схема взаимо-
действий объясняет, каким образом блокирование свя-
зывающих рецепторов защищало клетки от инфициро-
вания DAF-зависимыми и SHPG-зависимыми варианта-
ми эховирусов. В соответствии с двухэтапной схемой, 
мы наблюдали меньшую выраженность протективного 
эффекта альбумина и PAb к hFcRn в отношении эховиру-
сов, взаимодействующих с DAF, при условиях неполно-
го блокирования hFcRn, имитирующих его сниженную 
экспрессию.

Идентификация hFcRn в качестве общего депротеи-
низирующего рецептора для эховирусов и CVА9 от-
крывает новые возможности для изучения взаимосвязи 
экспрессии hFcRn в различных видах клеток и тканей 
с патогенезом заболеваний, вызываемых эховирусами и 
CVA9 у человека. Установление ключевой роли hFcRn 
в репродукции эховирусов и CVA9 позволяет использо-
вать трансгенных мышей, экспрессирующих hFcRn [38, 
39], для экспериментальных исследований патогенеза 
эховирусных инфекций на мышах [35] и, следовательно, 
для доклинических испытаний противовирусных лекар-
ственных средств. Специфичность протективного дей-
ствия человеческого сывороточного альбумина HSA-GF 
и hFcRn-PAb в культуре клеток RD позволяет использо-
вать эти реагенты для субвидовой классификации мало-
изученных и новых энтеровирусов.

Выводы
1. В настоящей работе определена роль hFcRn в ка-

честве каньон-связывающего и депротеинизирующего 
рецептора для вируса E11 при репродукции в культуре 
клеток RD.

2. Кинетика и величина протективных эффектов, на-
блюдавшихся при использовании альбумина HSA-GF 
и антител к hFcRn, были менее выраженными у эхови-
русов, способных к связыванию с DAF, по сравнению 
с эховирусами, не взаимодействовавшими с DAF, при 
условиях неполного блокирования hFcRn. Данное на-
блюдение подтверждает двухэтапную схему взаимодей-
ствия DAF-зависимых эховирусов с рецепторами при 
входе в клетку: сначала со связывающим рецептором 
(DAF), затем – с депротеинизирующим (hFcRn).

3. Протективные эффекты альбумина HSA-GF и ан-
тител к hFcRn могут быть объяснены блокированием 
функции hFcRn при связывании, интернализации или 
депротеинизации эховирусов и CVA9.
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