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На фоне наблюдающегося кризиса фарминдустрии, когда прибыль от новых лекарств больше не оправдывает 
огромные инвестиции, которые вкладываются в исследования и разработку, поиск надежных моделей 
заболеваний является одной из основных задач. В обзорной лекции рассматривается фенотипическая разработка 
лекарственных препаратов и важный элемент разработки – патологический фенотип (модель), пригодный 
для высокопроизводительного скрининга. В частности, одним из способов решения проблемы физиологически 
релевантного клеточного фенотипа является фенотипическое профилирование, направленное на то, чтобы 
зафиксировать широкий спектр (до полутора тысяч) фенотипических характеристик модельной клетки, 
некоторые или даже все из которых ранее могли не иметь никакой подтвержденной значимости для конкретного 
заболевания или потенциального лечения, и выявить – с использованием искусственного интеллекта (ИИ) – 
скрытые, неочевидные, практические полезные профили/«fingerprints” клеток, связанные с заболеваниями и 
различными воздействиями. Частным случаем фенотипического профилирования является морфологическое 
профилирование, основанное на анализе изображений клеток, окрашенных флюоресцентными красителями, 
с  использованием разных продуктов ИИ, аналогичных методам распознавания лиц и идентификации личности. 
Данные морфологического профилирования широко используются как для разработки лекарственных препаратов, 
так и для фундаментальных исследований.
ключевые слова: фенотипическое профилирование; молекулярная мишень; патологический фенотип; морфологическое 
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In the context of the current crisis in the pharmaceutical industry, when the profit from new drugs no longer justifies the huge investments 
that are made in research and development, finding reliable disease models is one of the main tasks. The review considers phenotypic 
drug development and an important element of development - a pathological phenotype (model) suitable for high-throughput 
screening. In particular, one of the ways to solve the problem of physiologically relevant cell phenotype is phenotypic profiling aimed 
at recording a wide range (up to one and a half thousand) of phenotypic characteristics of a model cell, some or even all of which may 
not have previously had any confirmed significance for a particular disease or potential treatment, and identifying - using AI - hidden, 
non-obvious, practically useful profiles/«fingerprints” of cells associated with diseases and various impacts, and also a special case of 
phenotypic profiling - morphological profiling based on the analysis of images of cells stained with fluorescent dyes, using machine 
learning methods (AI, deep learning of neural networks, reinforcement learning), similar to face recognition and personal identification 
methods. Morphological profiling data are widely used both for drug development and for fundamental research.
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терминология и сокращения

Муковисцидоз – аутосомно-рецессивное заболе-
вание, вызванное нарушением структуры гена транс-
мембранного регулятора проводимости муковисцидо-
за (CFTR).

Ивакафтор – стимулятор белка CFTR.
Лумакафтор – корректор белка CFTR.
Спинальная мышечная атрофия (СМА) – наслед-

ственное нервно-мышечное заболевание.
SEP-363856 (Sunovion Pharmaceuticals) – первый 

препарат при лечении  шизофрении.
KAF156 относится к новому классу противомаля-

рийных препаратов (имидазолопиперазинов).
Неаннотированные соединения – это соединения, 

для которых не существует аннотаций или описаний.
Метод siRNA (малая интерферирующая РНК) – 

это метод глушения генов, нацеленный на конкрет-
ные гены.

Кавернозная мальформация CCM2 отличается 
от ССМ1 по клиническому течению заболевания. Му-
тации в ССМ1 связывают с более тяжёлым течением бо-
лезни по сравнению с CCM2. Это объясняется тем, что 
CCM2 кодирует белок под названием малькавернин, 
и у лиц с мутациями этого гена больше шансов проте-
кать бессимптомно и иметь меньше поражений.

Для того, чтобы понять актуальность темы данной 
обзорной лекции «Фенотипическое профилирование 
клеток в разработке лекарственных препаратов», надо 
вспомнить, что выведение на рынок нового лекарства 
требует от 8 до 12 лет, огромных инвестиций – 
до $ 2–3 млрд, и сопряжено с большим риском неудач – 
до 90%. Интересно понять, как так получилось и где 
фарминдустрия совершила ошибку.

Исторически, новые лекарства открывались пу-
тем наблюдения за действием препарата-кандида-
та на проявление болезни человека или, другими сло-
вами, патологический фенотип заболевания. Фе-
нотип заболевания – это совокупность внешних 
и внутренних проявлений болезни, которые могут 
включать симптомы, физические характеристики 
и функциональные изменения в организме. Он отражает 
как генетические, так и внешние факторы, например, 
образ жизни и воздействие окружающей среды влияют 
на проявление болезни у конкретного человека. Поиск 
лекарств на основе действия соединений-кандидатов на 
патологический фенотип назвали фенотип-ориентиро-

ванным. Первыми лекарствами были отвары и экстрак-
ты трав, которые легко готовить и, не зная механизма 
действия, просто наблюдать за их эффектами на пато-
логический фенотип. И тот препарат, который перево-
дил патологический фенотип в нормальный, дальше 
производился как лекарство.

Прорыв в молекулярной биологии и расшифровка 
генома человека в конце 20-го века сделали возможным 
определять строение генов и молекулярную структуру 
потенциальных лекарственных мишеней. Молекуляр-
ная мишень заболевания – это биологическая молеку-
ла, например, белок, РНК, ДНК, которая играет клю-
чевую роль в развитии или прогрессировании болезни, 
и на которую направлено терапевтическое действие ле-
карства. Основная цель взаимодействия лекарственного 
вещества с молекулярной мишенью заключается в из-
менении активности или функции этой молекулы, что 
может подавить или остановить развитие заболевания. 
Поиск лекарств на основе мишени назвали мишень-о-
риентированным, и на какое-то время он стал домини-
рующим, а тестирование соединений на людях и живот-
ных, значительно снизилось.

Однако очень быстро выяснилось, что стоимость 
мишень-ориентированных разработок сильно возросла, 
а количество одобренных регулятором лекарств умень-
шилось, что привело к образованию существенного раз-
рыва между пониманием молекулярных механизмов за-
болевания и изобретением новых лекарств: про гены, 
РНК и белки при той или иной болезни известно мно-
гое, а лекарство найти очень сложно. Возникла необ-
ходимость устранения этого разрыва, что парадоксаль-
ным образом привело к возрождению интереса к давно 
списанному фенотипическому подходу.

Что же явилось непосредственным толчком к оче-
редному изменению парадигмы разработки лекарств? 
Еще в 1988 году, на самой заре основанной на мишени 
разработки, Джордж Хитчингс в своей Нобелевской лек-
ции провидчески отметил, что «ранние фенотипические 
исследования привели к разработке полезных лекарств 
для широкого спектра заболеваний и подтвердили веру 
в то, что фенотипический подход к открытию лекарств 
более плодотворен, чем основанный на мишени» [1]. 

В 2011 году в Nature Reviews Drug Discovery было 
опубликовано исследование под названием «Как были 
открыты новые лекарства?», авторы которого проанали-
зировали стратегии разработки новых препаратов, одо-
бренных FDA в период с 1999 по 2008 год [2] Этот анализ 
показал, что большинство низкомолекулярных first-in-
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class, т.е. первых в своем классе препаратов, было обна-
ружено фенотипически, тогда как большинство после-
дователей было обнаружено с помощью разработки на 
основании мишени. В частности, 34% (17 малых моле-
кул) были открыты с использованием разработки на ос-
новании мишени, тогда как фенотипические стратегии 
позволили обнаружить 56% (28 малых молекул), а остав-
шиеся 10% (5 малых молекул) были синтетическими 
версиями природных веществ. На основании получен-
ных данных был сделан вывод о том, что одного знания 
мишени недостаточно для успешной разработки первых 
в своем классе лекарств. Для успешной разработки аб-
солютно необходимо не только знание предполагаемой 
мишени, но и того, как воздействия на мишень претво-
ряются в терапевтически полезный фенотип. Этот во-
прос решается эмпирически, т.е. в ходе фенотипическо-
го скрининга. В 2014 году все в той же Nature Reviews 
Drug Discovery вышло еще одно исследование, авторы 
которого проанализировали разработку first-in-class ле-
карств, одобренных FDA с 1999 по 2013 год [3]. Основ-
ной вывод этого исследования гласил, что необходима 
комбинированная стратегия, использующая и разработ-
ку на основе мишени, и фенотипический подход. Диа-
грамма на рис. 1 иллюстрирует современную комбини-
рованную версию основных этапов ранней фазы разра-
ботки лекарственных препаратов.

В фенотип-ориентированной части сначала получа-
ют лиды, а затем проводят деконволюцию мишени, чтобы 
определить молекулы-мишени, вызывающие наблюда-
емые фенотипические (терапевтические) эффекты. Ли-
ды – это молекулы с искомой активностью. Деконво-
люция мишени – это технология определения мишени 
по известной структуре лида. Деконволюция мишени 
имеет огромное значение не только в плане выявления 
молекулярных механизмов заболевания, но и в том пла-
не, что знание мишени открывает возможность при-
менения основанных на структуре методов разработки 
и оптимизации, включая виртуальные, которые приме-
няются в случае известной структуры мишени. В части 
разработки, основанной на мишени, полученную в хо-
де деконволюции мишень используют для дальнейше-
го поиска соединений-лидов обычным методом скри-
нинга. Это безусловно повышает качество разработки 
лекарства.

Растущая популярность фенотип-ориентиро-
ванных подходов были бы невозможны в отсутствие 
заметных успехов в получении таких лекарств, как ива-
кафтор и лумакафтор при муковисцидозе, рисдиплам 
и бранаплам при спинальной мышечной атрофии, 
SEP-363856 при шизофрении, KAF156 при малярии 
и крисаборол при атопическом дерматите [5].

Таким образом, разработка на основе мишени сфо-
кусирована на молекулярной мишени заболевания (ге-
не, РНК, белке), и отправной точкой является связанная 
с болезнью активность мишени. Фенотипическая 
разработка определяется как независимая от мишени 

стратегия; отправной точкой является связанный 
с болезнью фенотип модельного организма/системы.

Главная уязвимость разработки на основе мишени 
– это неуверенность в том, что связывание молекуляр-
ной мишени с лекарственным средством приведет к же-
лаемому клиническому результату, т.е., что мишень вы-
брана правильно, а фенотипической разработки – в том, 
что регистрируемый фенотипический признак являет-
ся клинически значимым, т.е., в том, что патологиче-
ский фенотип, пригодный для высокопроизводитель-
ного скрининга, выбран правильно [6]. 

В отличие от прошлых лет, когда в качестве моделей 
фенотипической разработки выступали люди и экспе-
риментальные животные, основными моделями совре-
менной фенотипической разработки являются клетки. 
Ключевой характеристикой «хорошей» модели являет-
ся физиологическая релевантность – насколько пол-
но фенотип модельной клетки воспроизводит фенотип 
заболевания и конечный эффект тестируемых соеди-
нений [7]. Отсутствие надежных релевантных клеточ-
ных фенотипов, пригодных к высокопроизводительно-
му скринингу для большинства сложных и недостаточ-
но изученных патологий, таких как, прогрессирующие 
нейродегенеративные заболевания [8], является од-
ной из основных причин кризиса фарминдустрии, ког-
да прибыль от новых лекарств не оправдывает огром-
ные инвестиции, которые вкладываются в исследова-
ния и разработку [9]. 

В настоящий момент главная надежда на преодоле-
ние кризиса фарминдустрии и решение проблемы пато-
логического фенотипа возлагается на искусственный ин-
теллект (ИИ) [10] и фенотипическое профилирование [11]. 
Фенотипическое профилирование направлено на то, что-
бы (1) зафиксировать широкий спектр (до полутора ты-
сяч) фенотипических признаков модельной клетки, не-
которые или даже все из которых ранее могли не иметь 
никакой подтвержденной значимости для конкретного за-
болевания или потенциального лечения, и (2) выявить – 
с использованием ИИ – скрытые, неочевидные, прак-
тические полезные профили/«fingerprints” клеток, свя-
занные с заболеваниями и различными воздействиями. 
Принципиальным отличием фенотипического профили-
рования от традиционного фенотипического скринин-
га (в ходе которого определяется весьма незначительное 
количество известных в настоящий момент признаков) 
является возможность регистрации «глобального ответа» 
клетки на те или иные воздействия относительно не ис-
каженным образом, что снимает ограничения, обуслов-
ленные неполнотой современных представлений о вну-
триклеточных процессах.

На рис. 2 изображены тепловые карты, представляю-
щие агрегированные фенотипические профили одиноч-
ных клеток. Матрицы фенотипических признаков пока-
зывают данные, такие как экспрессия генов или клеточная 
морфология, для двух популяций клеток в различных со-
стояниях. Эти данные были сведены в медианные про-



ISSN 2310-0435 81

 

Рис.1. Основные этапы ранней разработки лекарственных препаратов (взято из источника [4]).

фили, которые соответствуют двум воздействиям и де-
монстрируют весьма существенные отличия. В качестве 
воздействий могут рассматриваться болезненное и здо-
ровое состояние клеток.

В случае плохо охарактеризованных заболеваний 
многомерные фенотипические профили могут рассма-
триваться как суррогатный фенотип заболевания и ис-
пользоваться в качестве конечного сигнала фенотипи-
ческого скрининга. В этом случае вместо химического 
соединения агентом, влияющим на конечный сигнал 
фенотипического скрининга, является само заболева-
ние, а скрининг направлен на поиск молекул, возвра-
щающих систему из болезненного состояния в здоровое.

Частным случаем фенотипического профилирова-
ния является морфологическое профилирование, основан-
ное на анализе изображений клеток, окрашенных флуо-
ресцентными красителями, методами машинного обу-
чения (глубокого обучения нейронных сетей, обучения 
с подкреплением), аналогичных методам распознавания 
лиц и идентификации личности [13].

Эта технология морфологического профилирования 
называется Cell Painting [13]. Первая версия технологии 
была опубликована в 2013 году. Термин «Cell Painting» 
впервые появился в публикации 2016 года, в которой 
подробно описывается процесс [14]. Технология Cell 
Painting создает целостное «изображение» клетки, от-
ражающее ее фенотипическое состояние и клеточные 
реакции на различные воздействия. Метод включает 
окрашивание клеток комбинацией флуоресцентных 
красителей, каждый из которых красит определенные 
клеточные компоненты или органеллы, такие как ядра, 
эндоплазматический ретикулум, нуклеоли и цитоплаз-
матическая РНК, F-актин, аппарат Гольджи и плазма-
тическая мембрана и митохондрии. 

Метод Cell Painting был разработан как легкий и недо-
рогой для внедрения в любых скрининговых лабораториях, 
поскольку использует только красители, а не антите-
ла, которые могут быть более дорогостоящими и требу-
ют множества трудоемких этапов. На рис. 3 можно уви-
деть схематическое представление теста Cell Painting: 

Рис. 2. Фенотипическое профилирование (взято из источника [12]).
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клетки – это могут быть клетки различных линий или 
первичные клетки – инкубируются и подвергаются ка-
кому-либо воздействию, затем окрашиваются набором 
из шести флуоресцентных красителей. Далее получают 
изображения с помощью автоматизированной микро-
скопии, за которой следует анализ данных.

На рис. 4 из публикации [15] показаны клетки, окра-
шенные по технологии Cell Painting. Верхнее фото – 
это изображение клеток, полученное с использовани-
ем системы многопараметрического скрининга кле-
ток Operetta от компании Revvity (бывшая PerkinElmer) 
путем наложения изображений по всем регистрируе-
мым каналам. Нижний ряд – это изображения клеток 
по отдельным каналам, регистрирующим свечение от-
дельных красок, которые связываются к тем или иным 
структурам клетки. 

Обычно используются 96/384 луночные планшеты, 
в каждой лунке снимается от 3 до 9 полей зрения, ка-
ждое из которых содержит сотни клеток. В результате 

получается огромный объем данных, для анализа кото-
рого требуются специальные инструменты.

Чаще всего применяется анализ изображений с по-
мощью автоматизированных конвейеров (пайплайнов) 
CellProfiler’a, которые могут извлекать морфологиче-
ские признаки индивидуальных клеток и преобразо-
вывать их (нормализация) по отношению к эталонным 
и контрольным соединениям (рис. 5) [13]. Это дает мно-
гомерный набор данных для каждой клетки и позволя-
ет получить более тысячи морфологических признаков, 
таких как измерения размера, формы, текстуры, интен-
сивности и многих других. Далее признаки агрегируют 
сначала на уровне лунки, затем на уровне воздействия 
и, в конце концов, получают морфологические профи-
ли, пригодные для дальнейшего анализа.

Данные морфологического профилирования ак-
тивно используются как для разработки лекарствен-
ных препаратов, так и для фундаментальных исследо-
ваний (рис. 6). 

Рис. 3. Технология Cell Painting (взято из источника [13]).

Рис. 4. Окрашивание клеток по методу Cell Painting (взято из источника [15]).
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В частности, морфологическое профилирование по-
зволяет (1) сгруппировать большую коллекцию не анно-
тированных соединений в кластеры, содержащие моле-
кулы с одинаковым механизмом действия; (2) предска-
зать механизм действия неаннотированных химических 
соединений путем сравнения их профилей с набором 
профилей эталонных соединений; (3) идентифициро-
вать соединения с нужной биологической активностью 
(в случае поиска и разработки лекарственных соедине-
ний) и т.д. Этот анализ может быть выполнен с исполь-
зованием большого арсенала методов, включая машин-
ное и глубокое обучение.

Главный вопрос, который возникает после знаком-
ства с технологией Cell Painting – есть ли доказатель-
ства, что вещества с различными известными механиз-
мами действия действительно приводят к ожидаемым 
изменениям морфологии клеток и эти изменения мож-
но задокументировать методом Cell Painting? Ответ на 
этот вопрос положительный.

Более того, существует целая система валидации 
платформы Cell Painting, представляющая собой набор 
контролей, которые должны обязательно выполняться 
не только при запуске платформы, но и регулярно при 
рутинных скринингах (рис. 7) [15].

Одним из элементов системы валидации является 
набор из 6 референсных веществ (по числу красителей) 
с известным механизмом действия и, соответственно, 
известным эффектом на морфологию клеток, и не про-
сто на морфологию клеток, а прицельно на морфоло-

гию каждой из 6 окрашиваемых компонент. Ниже не-
которые из этих веществ:

Фенбендазол связывается с альфа-цепью тубулина, 
ингибируя полимеризацию микротрубочек и вызывая 
разрушение митотического веретена, что в конечном ито-
ге приводит к митотической катастрофе. Этот эффект ви-
зуализируется в виде гигантских многоядерных клеток;

Тетрандрин является мощным ингибитором P-гли-
копротеина, обеспечивающего многофакторную устой-
чивость к лекарствам, а также увеличивает количество 
эндоплазматического ретикулума;

Цитохалазин D связывается с G-актином и вызы-
вает деполимеризацию актиновых филаментов и уве-
личение свечения.

При разработке лекарственных препаратов смысло-
вая постановка задачи состоит в том, чтобы в той или 
иной библиотеке веществ, найти молекулы с нужной 
биологической активностью, а именно, активностью, 
которая преобразует болезненный фенотип в здоровый. 

В заключение, невероятно красивый пример исполь-
зования морфологического профилирования для поиска 
новых лекарств для лечения редкого заболевания цере-
бральной кавернозной мальформации (CCM) (рис. 8) [16].

Это заболевание, при котором в головном и спин-
ном мозге образуются скопления аномальных крове-
носных сосудов, что может приводить к неврологиче-
ским симптомам, таким как судороги, головные боли, 
а в тяжелых случаях – к геморрагическому инсульту. 

Поскольку большинство пациентов с заболевани-
ем CCM имеет мутации [17], которые, как предполага-

Рис. 5. Извлечение морфологических признаков (взято из источника [13]).

Рис. 6. Практическое значение морфологического профилирования (взято из источника [14]).
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Был проведен скрининг 2 100 известных препара-
тов, чтобы выявить те, которые могли бы преобразо-
вать структурный фенотип, связанный с потерей CCM2, 
в здоровый. Полученные изображения были проанали-
зированы количественно с использованием программ 
CellProfiler и CellProfiler Analyst. Кроме этого, сделали 
качественную оценку, которую провели два независи-
мых эксперта – для сравнения.

Двое экспертов, проводивших качественный анализ, 
выделили 38 соединений, которые, по их мнению, спо-
собствовали восстановлению морфологического фено-
типа при добавлении к клеткам, обработанным siCCM2. 
Одновременно, была использована система CellProfiler 
для приоритизации соединений и тоже выбрали 38 луч-
ших соединений с тем, чтобы обеспечить прямое чис-

ется, приводят к потере функции или количества бел-
ка CCM, исследователи смоделировали заболевание на 
человеческих эндотелиальных клетках дермальных ми-
крососудов (HMVEC-D), у которых методом siRNA [18] 
провели нокдаун CCM2. 

Эндотелиальные клетки с дефицитом CCM2 имеют 
ярко выраженный морфологический фенотип, который ха-
рактеризуется увеличенным образованием F-актина (зе-
леное окрашивание на рис. 8). Это связано с тем, что бел-
ки CCM (CCM1, CCM2 и CCM3) обычно помогают ре-
гулировать динамику цитоскелета, поддерживая баланс 
в полимеризации актина. При нокдауне генов CCM сиг-
нальные пути, контролирующие актин, могут становить-
ся гиперактивными, вызывая чрезмерное образование 
стрессовых волокон и аномальные структуры F-актина.

Рис. 7. Валидация платформы Cell Painting (взято из источника [15]).

Рис. 8. Идентификация хитов методом Cell Painting (взят из источника [16]).
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ленное сравнение результатов качественного анализа 
(38 соединений) и автоматизированного анализа. Ин-
тересно, что между соединениями, выбранными при 
качественном анализе, и соединениями, выбранными 
с помощью автоматизированного компьютерного скри-
нинга, не было пересечений.

Для подтверждения результатов и определения 
приоритетности дальнейшего анализа был разрабо-
тан вторичный ортогональный скрининг, основанный 
на оценке целостности эндотелиальной слоя по изме-
рению сопротивления, возникающего при прохожде-
нии электрического тока между электродами, на кото-
рых выращивается монослой клеток. Метод исполь-
зовали для одновременного скрининга двух наборов 
из 38 соединений, определенных в первичном скри-
нинге с помощью ручного и автоматизированного 
анализа изображений.

Из 38 соединений, отобранных при ручном анализе, 
только одно соединение (симвастатин) продемонстри-
ровало восстановление стабильности монослоя в клет-
ках, обработанных siCCM2. Однако из 38 соединений, 
выявленных с помощью автоматизированного анали-
за с использованием машинного обучения CellProfiler, 
семь показали полное или частичное восстановление 
функционального фенотипа. Эти семь соединений, 
выбранных на основе автоматизированного анализа 
и подтвержденных вторичным скринингом, включа-
ют вещества, относящиеся к классам, ранее связанным 
с заболеванием CCM, а также соединения, ранее не ас-
социировавшиеся с этим заболеванием.

заключение

Морфологическое профилирование с использова-
нием ИИ, выводит разработку лекарств на качественно 
новый уровень. Внедрение ИИ в область биомедицин-
ских исследований и разработки соответствует передо-
вым мировым направлениям развития биомедицинских 
исследований и фармацевтической индустрии.
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