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Увеальная меланома (УМ) – это опухоль нейроэктодермального происхождения, которая возникает 
в результате злокачественной трансформации меланоцитов сосудистой оболочки глазного яблока: 
радужки, цилиарного тела и хориоидеи. УМ составляет 5% всех выявляемых случаев меланомы, од-
нако она крайне агрессивна: у половины пациентов с УМ метастазы развиваются в первые 1‒2  года 
после появления опухоли. Молекулярные механизмы канцерогенеза УМ изучены недостаточно, 
но показано, что они отличаются от механизмов патогенеза меланомы кожи. Активирующие мута-
ции в генах GNAQ и GNA11, кодирующих большие субъединицы белка G – Gq и G11 соответствен-
но, находят у 90% пациентов с УМ. Основным сигнальным каскадом, ведущим к трансформации 
меланоцитов увеального тракта, является сигнальный путь Gaq/PKC/MAPK, а основные белки-ре-
гуляторы этого каскада служат мишенями при разработке таргетных препаратов. Наиболее часто 
развитие метастатической формы УМ связывают с мутациями в генах BAP1, EIF1AX, GNA11, GNAQ 
и SF3B1. Прогнозировать метастазирование с высокой эффективностью позволяет коммерческая 
тестовая панель экспрессии из 15 генов в комбинации с мутационной панелью из семи генов, до-
полненная данными о размере первичной опухоли. Уровень риска развития метастазов определяет 
выбор терапии и режим наблюдения за пациентами. При этом отсутствует системная терапия ме-
тастатической УМ; новые препараты, проходящие клинические испытания, в большинстве случаев 
относятся либо к таргетной терапии, направленной на ингибирование белковых продуктов мутант-
ных генов, либо к иммунотерапии, призванной стимулировать иммунный ответ против специфиче-
ских антигенов. В представленном обзоре рассмотрены не только указанные подходы, но и потен-
циальные терапевтические мишени эпигенетической регуляции развития УМ.

Ключевые слова: увеальная меланома, меланосомы, драйверные мутации, BAP1, GNAQ/11, тебен-
тафусп, эпигенетические мишени
DOI: 10.31857/S0026898424020017, EDN: NQWJSC

Сокращения: α-МСГ – α-меланоцитстимулирующий гормон; УМ – увеальная меланома; УФ – ультрафиолетовое 
излучение; BAP1 – BRCA-ассоциированный белок 1; c-Met – рецептор фактора роста гепатоцитов; CAR – химерный 
антигенный рецептор; CYSTLR2 – цистеиниллейкотриеновый рецептор 2; DAG – диацилглицерин; EGF – эпидер-
мальный фактор роста; EIF1AX – эукариотический фактор инициации трансляции 1А, сцепленный с Х-хромосомой; 
FDA ‒ Управление по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов США; FGF – фактор 
роста фибробластов; GNAQ, GNA11 – гены, кодирующие α-субъединицы G-белка (Gaq); HER2,3 – рецептор эпидер-
мального фактора роста человека 2,3; HGF – фактор роста гепатоцитов; HLA –лейкоцитарный антиген человека; 
IP3 – инозитол-1,4,5-трифосфат; MAPK – активируемая митогенами протеинкиназа; MC1R – рецептор меланокор-
тина-1; Mel-CAM – поверхностный гликопротеин, молекула клеточной адгезии меланомы; MITF – фактор транс-
крипции, ассоциированный с микрофтальмией; PD-1 – белок программируемой клеточной гибели; PDGF-B – тром-
боцитарный фактор роста B; PKC – протеинкиназа С; PLCB4 – фосфолипаза С бета 4; SF3B1 – субъединица фактора 
сплайсинга 3b; TCR ‒ Т-клеточный рецептор; VEGF-A – фактор роста эндотелия сосудов А.
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УВЕАЛЬНАЯ МЕЛАНОМА
Увеальная меланома (УМ) развивается из ме-

ланоцитов сосудистой оболочки глаза. Источ-
ником меланоцитарной опухоли могут служить 
пигментные клетки радужки, цилиарного тела 
и собственно сосудистой оболочки глаза ‒  хо-
риоидеи, на которую приходится до 90% случаев 
заболевания [1]. УМ обычно является односто-
ронним заболеванием и обнаруживается у па-
циентов в возрасте 50‒70  лет, хотя меланома 
радужки может встречаться и у более молодых 
людей. Меланома хориоидеи, как правило, бо-
лее злокачественна, позже диагностируется, 
чаще метастазирует и в целом имеет наиболее 
неблагоприятные прогнозы [2].

Частота УМ варьирует от 1 до 9 случаев 
на 106 человек в год. При этом мужчины боле-
ют чаще, чем женщины (5.8 против 4.4 случаев 
на 1 млн человек), у них чаще образуются мета-
стазы (26 против 12.96% через 1 г. после поста-
новки диагноза), а смертность в 2 раза выше [3].

ПРОИСХОЖДЕНИЕ И ФУНКЦИИ 
МЕЛАНОЦИТОВ

Меланоциты – клетки нейроэктодермаль-
ного происхождения, содержащие пигмент ме-
ланин. Меланоциты локализуются во многих 
тканях и органах человека: в базальном слое 

˜°˛˝˙ˆ 1

В мембранные везикулы АГ 
захватывается белок gr100

˜°˛˝˙ˆ 2

Везикулы содержат фибриллы
из белка gr100

˜°˛˝˙ˆ 3
(меланизация мелано ом)

Транспорт в мелано омы из АГ ферментов
синтеза меланина (TYR, TYRP1,2).

На фибриллах откладывается меланин,
тирозиназа активна

˜°˛˝˙ˆ 4

Меланин полностью заполняет
зрелую мелано ому,

тирозиназа инактивирована

Рис. 1. Стадии созревания меланосом. АГ – аппарат Гольджи.

эпидермиса, волосяных фолликулах, радужной 
оболочке, пигментном слое сетчатки и сосуди-
стой оболочке глаза, сосудистой полоске вну-
треннего уха, а также в некоторых ядрах голов-
ного мозга, например, в голубом пятне и черной 
субстанции [4].

Меланоциты происходят из клеток нервно-
го гребня – структуры, образующейся между 
поверхностной эктодермой и нервной трубкой 
после замыкания последней. Клетки нервного 
гребня способны дифференцироваться в ме-
ланобласты, которые мигрируют в различные 
участки и дифференцируются в меланоциты 
и меланоцитарные стволовые клетки. Зрелые 
меланоциты с помощью многочисленных ден-
дритов формируют контакты с окружающими 
клетками [5]. Мутации в генах транскрипцион-
ных факторов и сигнальных молекул, регулиру-
ющих миграцию меланобластов, приводят к ги-
попигментации, обусловленной недостатком 
меланоцитов [4].

В меланоцитах синтезируются две основные 
формы меланина – черный/коричневый эуме-
ланин и красный/желтый феомеланин. Син-
тез меланина происходит в лизосомоподобных 
структурах меланоцитов – меланосомах, прохо-
дящих по мере накопления в них меланина че-
тыре стадии зрелости (рис. 1) [6].
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УВЕАЛЬНАЯ МЕЛАНОМА
Главным регулятором пигментации у мно-

гих видов позвоночных, в том числе у человека, 
является α-меланоцитстимулирующий гормон 
(α-МСГ), который синтезируется в кератиноци-
тах и фибробластах, окружающих меланоциты. 
Недостаточная продукция паракринных факто-
ров кератиноцитами и фибробластами вызывает 
нарушения пигментации. α-МСГ действует как 
агонист рецептора меланокортина-1 (MC1R) 
на меланоцитах. Сигнальный каскад MC1R 
приводит к активации фактора транскрипции, 
ассоциированного с микрофтальмией (MITF), 
который регулирует экспрессию генов ряда 
ферментов, участвующих в синтезе меланина 
(например, тирозингидроксилазы или тирози-
назы). Мутации в гене MC1R приводят к появ-
лению на поверхности меланоцитов нефункци-
ональных рецепторов к α-МСГ и, как следствие, 
снижают меланогенез в ответ на УФ, что повы-
шает их уязвимость для злокачественной транс-
формации в меланому [7].

Субстратом для синтеза эумеланина и фео-
меланина служит тирозин. Тирозингидрокси-
лаза последовательно катализирует гидрокси-
лирование L-тирозина в L-дофу и ее окисление 
до дофахинона. Далее пути биосинтеза эуме-
ланина и феомеланина расходятся. Образовав-
шийся из дофахинона дофахром спонтанно или 
под воздействием таутомеразы TYRP2 превра-
щается в индольные, а затем под воздействием 
белка 1, связанного с тирозиназой (TYRP1), 
в хиноновые соединения, которые полимери-
зуются и формируют эумеланин. Феомеланин 
получается из спонтанно образовавшейся из до-
фахинона циклодофы, которая конъюгирует 
с тиолсодержащими молекулами – L-цистеином 
или глутатионом. Активные формы кислорода 
ускоряют полимеризацию звеньев меланина. 
В отдельных меланоцитах обычно синтезируют-
ся как эумеланины, так и феомеланины, причем 
соотношение этих двух форм определяется ба-
лансом ферментов [9].

Транспорт зрелых меланосом из перинукле-
арной зоны к периферии меланоцита и затем 
к окончанию дендрита опосредуется микротру-
бочками и актиновыми филаментами. Секреция 
кератиноцитами эндотелина и ацетилхолина 
приводит к Са2+-зависимому экзоцитозу ме-
ланосом, накопленных в окончаниях мелано-
цитарных дендритов, которые захватываются 
кератиноцитами [10]. Нарушение транспорта 
меланосом приводит к гипопигментации кожи 
и волос [4]. Оказавшись в кератиноцитах, ме-
ланосомы распределяются над ядром, образуя 
колпачковидные структуры. Меланин служит 
физическим барьером, рассеивающим и погло-
щающим УФ-излучение [7].

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
РАЗВИТИЯ УВЕАЛЬНОЙ МЕЛАНОМЫ
Молекулярные механизмы канцерогенеза 

УМ отличаются от механизмов, определяющих 
возникновение меланомы кожи, хотя факторами 
риска обеих разновидностей меланомы счита-
ются определенные фенотипические особенно-
сти: светлая кожа, глаза и волосы, повышенная 
чувствительность к солнцу, большое число не-
вусов – доброкачественных скоплений мелано-
цитов. Кроме того, в развитии увеальной и осо-
бенно хориоидальной меланомы УФ отводится 
незначительная роль; в геноме лишь примерно 
у трети детектируемых УМ обнаруживают ну-
клеотидные замены, ассоциированные с УФ-по-
вреждениями. Воздействие УФ рассматривают 
как одну из возможных причин возникновения 
только меланомы радужки, более доступной для 
излучения. Так, в клетках меланомы радужки 
обнаружены драйверные мутации в генах BRAF, 
NRAS и KIT, как и в кожной меланоме [11].

Драйверными мутациями, необходимыми 
для опухолевой трансформации меланоцитов 
сосудистой оболочки, являются мутации в гене 
GNAQ, кодирующем субъединицу α-q белка 
G (гуанинсвязывающий белок), или в его пара-
логе – гене GNA11, кодирующем субъединицу 
α-11 белка G. Более 90% всех случаев УМ несут 
мутации в этих генах в позициях Q209 и R183, 
усиливающие GTPазную активность белка 
G [12, 13]. Сигнальный путь Gα11/Q ассоции-
рован с геном CYSTLR2, кодирующим цистеи-
ниллейкотриеновый рецептор 2, который уча-
ствует в регуляции пролиферации и клеточного 
роста. Сигнальный каскад запускается связыва-
нием лейкотриенов с CYSTLR2, однако мута-
ции в GNAQ и GNA11 ведут к конститутивной 
CYSTLR2-независимой активации белка G. Так-
же мутация Leu129Gln в самом гене CYSTLR2, 
которая встречается в 10% случаев УМ, ведет 
к потере чувствительности рецептора к стимуля-
ции лейкотриеном и постоянной лиганднезави-
симой активации рецептора [14]. Это приводит 
к активации сигнальных путей, способствующих 
росту и пролиферации клеток, основные из ко-
торых MAPK и FAK/YAP [15]. Мутации в гене 
GNAQ относятся к ранним событиям онкогене-
за, их наличие не позволяет дифференцировать 
риск метастазирования [16]. Клетки, не несущие 
мутаций в генах GNAQ и GNA11, часто содер-
жат мутации в гене фосфолипазы С β4 (PLCB4), 
с которой взаимодействует GNAQ/11 и гидро-
лизует мембранный фосфолипид PIP2 (фосфа-
тидилинозитол-4,5-дифосфат) до диацилглице-
рина (DAG) и инозитол-1,4,5-трифосфата (IP3). 
DAG и IP3 как вторичные посредники регули-
руют множество клеточных процессов, основ-
ной из которых ‒  активация протеинкиназы 
С (PKC). РКС фосфорилирует фактор RasGRP3 
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в положении Т133 и активирует путь MAPK. 
Ранее считали, что неканоническая активация 
пути FAK/YAP через GNAQ/11 в УМ не зависит 
от PLCβ [17, 18], но недавно было показано, что 
PKC, активированная PLCβ-зависимым путем, 
может также фосфорилировать белки из каска-
да FAK (киназа фокальной адгезии), что ведет 
к активации онкогенного пути YAP [19]. Тем 
не менее этот путь реализуется значительно 
реже, чем пути MAPK. 

Схематически онкогенный каскад в клетках 
УМ представлен на рис. 2. Наиболее исчерпы-

вающее исследование потенциальных механиз-
мов трансформации меланоцитов с развити-
ем УМ было проведено на клеточных моделях 
УМ с применением методов геномного редакти-
рования и фармакологических ингибиторов всех 
стадий передачи сигнала, расположенных ниже 
рецептора CYSTLR2 [19]. Оказалось, что все 
онкогенные пути в УМ проходят через PLCβ, 
а путь CYSTLR2→GNAQ/11→PLCβ является ли-
нейным сигнальным модулем. В подавляющем 
большинстве образцов УМ, но не меланомы 
кожи, выявлен высокий уровень активности 
PLCβ и большое количество RasGRP3.
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Рис. 2. Сигнальный каскад цистеиниллейкотриенового рецептора 2. ЭПР ‒ эндоплазматический ретикулум. Объ-
яснения в тексте.

Второе важное мутационное событие ‒ по-
теря одной копии хромосомы 3 и соматические 
мутации в гене ВАР1 на сохранившейся гомо-
логичной хромосоме 3p21.1, инактивирующие 
этот белок с функцией опухолевого супрессо-
ра. Мутации в гене ВАР1 обычно встречают-
ся у пациентов, возраст которых (30‒59  лет) 
меньше среднего возраста (62 года) пациен-
тов с УМ [16]. По статистике такие пациенты 
имеют высокий риск метастазирования. Белок 
BAP1 (BRCA-ассоциированный белок 1) ‒  это 
С-концевая убиквитингидролаза, которая лока-
лизуется в ядре и удаляет убиквитиновые метки 
с белкового субстрата, преимущественно с ги-
стона H2A. ВАР1 является многофункциональ-
ным белком, он регулирует клеточный цикл 
и рост клеток, репарацию повреждений ДНК, 
процессы клеточной гибели и перестройку хро-
матина [20]. Потеря функции ВАР1 ингибиру-
ет гомологичную репарацию ДНК, в результате 
чего двухцепочечные разрывы ДНК в клетке на-
чинают чаще репарироваться с негомологичным 

соединением концов [1]. Кроме того, инактива-
ция ВАР1 ведет к потере способности клеток 
дифференцироваться в меланоциты и усилива-
ет метастазирование. Применение ингибиторов 
деацетилазы гистонов (HDAC) компенсирует 
отсутствие BAP1 и возвращает клеткам спо-
собность дифференцироваться в меланоциты 
в экспериментах in vitro [21]. Таким образом, 
препараты, стимулирующие дифференциров-
ку меланоцитов, могут иметь терапевтический 
потенциал при УМ. В некоторых УМ обнару-
живаются мутации в кодоне R625 гена SF3B1 
(фактор сплайсинга 3В субъединицы 1), что 
ведет к появлению альтернативных форм не-
которых мРНК и некодирующих регуляторных 
РНК, а также в гене EIF1AX (эукариотический 
фактор инициации трансляции 1А, сцепленный 
с Х-хромосомой) [22].

К распространенными хромосомными ано-
малиями при УМ относятся также делеции 
1p, 6q и 8p и увеличение числа фрагментов 1q, 
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УВЕАЛЬНАЯ МЕЛАНОМА
6p и 8q. Кроме того, наблюдается нарушение ре-
гуляции экспрессии генов, участвующих в диф-
ференцировке и функционировании мелано-
цитов, что ведет к возвращению меланоцитов 
в недифференцированное состояние [23].

МЕТАСТАЗИРОВАНИЕ УВЕАЛЬНОЙ 
МЕЛАНОМЫ

Благодаря высокой степени васкуляризации 
сосудистой оболочки глаза клетки УМ распро-
страняются в отдаленные органы через крово-
ток. Метастазы УМ обнаруживают более чем 
у половины пациентов, наиболее часто в пе-
чени (свыше 90% метастазов), легких, костях, 
коже и лимфоузлах. Отмечено, что УМ образу-
ет метастазы еще до того, как появляется кли-
ническая возможность диагностировать саму 
опухоль, – это так называемые микрометастазы 
или отдельные опухолевые меланоциты. Сред-
нее время жизни пациентов с обнаруженными 
метастазами – от 6 до 12 мес. [24]. 

Для того, чтобы покинуть первичную опухоль 
и закрепиться в новом органе, клетки УМ долж-
ны приобрести дополнительные мутации. В ме-
тастазах, как и в первичных опухолях, обнару-
живают мутации в генах GNAQ (или GNA11), 
ВАР1 и SF3B1, что указывает на их более раннее 
появление и позволяет считать драйверными [1]. 
К более поздним мутационным событиям, ассо-
циированным с метастазированием, относятся 
мутации в генах факторов перестройки хрома-
тина (PBRM1 и EZH2), а также в генах CDKN2A, 
TP53, однако не установлено точно, какой вклад 
каждая из этих мутаций вносит в процесс мета-
стазирования [25]. Ретроспективное изучение 
изменений в транскриптоме клеток меланомы 
с неблагоприятным прогнозом показало, что 
в метастазирующих опухолях существенно изме-
нена экспрессия генов, связанных с процессами 
программируемой клеточной гибели – пироп-
тозом и аутофагией. Нарушения в экспрессии 
пяти генов, связанных с пироптозом ‒ GSDMC, 
GSDMD, IL6, NLRP6 и PLCG1, положительно 
коррелировали с формированием неблагопри-
ятного микроокружения опухоли, что позволяло 
меланоцитам пролиферировать, инвазировать 
и быстро мигрировать по мере развития опухо-
ли [26]. В образцах УМ с высоким риском раз-
вития метастазов увеличена экспрессия генов, 
связанных с ангиогенезом, сигнальным путем 
IL6-JAK-STAT3, окислительным фосфорилиро-
ванием и метаболизмом активных форм кисло-
рода. Отмечена также высокая экспрессия гена 
DLC-1, кодирующего Rho-зависимую GTPазу 
(RhoGAP), связанную с инвазией и метастази-
рованием меланомы кожи через активацию пути 
FOXK1/MMP9 [27]. 

Из первичной опухоли метастазирующие 
клетки проникают сначала через кровеносную 
систему в кроветворные органы – костный мозг 
и селезенку, а затем в печень. Преимуществен-
ное метастазирование клеток УМ в печень свя-
зывают с синтезом в ней различных факторов 
роста, рецепторы которых, часто в повышенном 
количестве, присутствуют на поверхности опу-
холевых меланоцитов. Так, меланоциты экс-
прессируют рецептор c-Met, лигандом которого 
является фактор роста гепатоцитов (HGF), син-
тезируемый звездчатыми клетками печени [25]. 
Активированные звездчатые клетки секрети-
руют также большой репертуар факторов роста 
фибробластов (FGF). Присутствие на поверхно-
сти опухолевых меланоцитов большого количе-
ства рецепторов FGF (FGFR) связано с низкой 
выживаемостью пациентов с УМ. Применение 
ингибиторов FGFR снижало FGF-зависимую 
пролиферацию опухолевых меланоцитов in vitro 
[28]. В печени клетки УМ могут располагаться 
либо вблизи портальных вен, либо в перисину-
соидальных пространствах. В ответ на гипоксию 
меланоциты начинают активно продуцировать 
фактор роста эндотелия сосудов (VEGF), сти-
мулируя ангиогенез [25].

В некоторых клеточных линиях УМ выяв-
лена экспрессия рецепторов семейства эпидер-
мального фактора роста (EGFR/HER1, HER2, 
HER3), что также может быть одной из причин 
преобладающего развития метастазов именно 
в печени [29, 30]. Кроме того, прогрессированию 
и метастазированию УМ способствуют молекулы 
клеточный адгезии Mel-CAM, представленные 
на клетках первичной опухоли [31]. Mel-CAM 
является рецептором факторов роста и раз-
личных компонентов внеклеточного матрикса 
(ламинин, галектин-3), а также корецептором 
VEGFR2 (лиганд VEGF-A) и PDGFR-β (лиганд 
PDGF-B), что определяет его роль в опухолевом 
ангиогенезе [32]. Также отмечено участие Mel-
CAM в васкулогенной мимикрии опухолевых 
клеток, что выражается в формировании капил-
ляроподобных структур и стимуляции эпители-
ально-мезенхимального перехода опухолевых 
меланоцитов. Показано, что таргетное ингиби-
рование Mel-CAM с помощью малых интерфе-
рирующих РНК или моноклональных антител 
снижает метастазирование и рост опухоли [33]. 

Поскольку клетки УМ распространяются 
по организму гематогенным путем, основными 
малоинвазивными методами оценки риска ме-
тастазирования и поиска новых маркеров мета-
стазирования могут быть жидкостная биопсия 
крови и анализ образцов костного мозга. По-
казано, что активация звездчатых клеток пе-
чени и последующие изменения внеклеточно-
го матрикса могут регулироваться секретомом 
из экзосом опухолевых меланоцитов. Такие эк-
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зосомы содержат белки, нуклеиновые кислоты 
и метаболиты, которые доставляют в премета-
статические ниши, подготавливая микроокру-
жение к инвазии опухолевых клеток [34]. С це-
лью ранней диагностики изучено присутствие 
клеток метастатической УМ (МУМ) с антигена-
ми MCSP (протеохондроитинсульфат, ассоци-
ированный с меланомой) и HMB45 в образцах 
костного мозга пациентов [35]. Показано, что 
на ранних стадиях развития МУМ опухолевые 
клетки присутствуют в костном мозге и пред-
ставляют собой “дремлющую” опухолевую 
нишу. Спустя 8.5 лет у 43% пациентов с диа-
гностированными опухолевым меланоцитами 
в костном мозге было зафиксировано развитие 
метастазов, что подтвердило концепцию опу-
холевой ниши из отдельных клеток меланомы, 
дремлющих в отдаленных органах на ранних 
этапах развития первичной опухоли [36]. По-
добные дремлющие клетки меланомы детек-
тированы и в печени на самых ранних стадиях 
УМ [37]. Традиционные методы терапии, на-
правленные на быстро делящиеся клетки, будут 
неэффективны в отношении дремлющих клеток 
меланомы. Предполагается, что дремлющий ре-
жим диссеминированных опухолевых клеток яв-
ляется результатом баланса между анти- и прот-
уморогенными иммунными и воспалительными 
реакциями, сбоя в активации ангиогенного пе-
реключателя, генетической модуляции метаста-
зирования генами-супрессорами и связанными 
с ними сигнальными путями.

В качестве метода предсказания метастазов 
опробован также поиск клеток меланомы, цир-
кулирующих в крови пациентов [38, 39]. Как 
правило, циркулирующие клетки меланомы 
определяют методом ПЦР по экспрессии в них 
мРНК тирозиназы или иммуноокрашиванием 
антигена MCSP [39]. Тем не менее прогности-
ческая значимость детекции циркулирующих 
опухолевых клеток для оценки риска развития 
МУМ до сих пор не подтверждена. Можно на-
деяться, что усовершенствование методов детек-
ции циркулирующих клеток меланомы, позво-
ляющее одновременно определять присутствие 
нескольких специфических маркеров клетки, 
позволит снизить неспецифические эффекты 
и повысить прогностическую значимость жид-
костной биопсии при УМ. 

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ 
КЛАССИФИКАЦИЯ УВЕАЛЬНОЙ 
МЕЛАНОМЫ И ОЦЕНКА РИСКА 

МЕТАСТАЗИРОВАНИЯ
Риск метастазирования УМ во многом зави-

сит от гистологического типа клеток меланомы. 
Выделяют веретенообразные клетки с мелким 
ядром без видимых ядрышек, веретенообразные 

с крупным ядром и отчетливыми ядрышками, 
эпителиоидные полигональной формы с одним 
или несколькими ядрышками и клетки проме-
жуточного типа, более мелкие, чем эпителиоид-
ные. Опухоли с преобладанием эпителиоидных 
клеток обладают повышенной способностью 
к формированию метастазов по сравнению 
с опухолями, состоящими из веретенообразных 
клеток или имеющими смешанный клеточный 
состав [40]. На основании профиля экспрессии 
генов, способности к метастазированию, а также 
метаболических и иммунологических характе-
ристик можно выделить молекулярные подтипы 
УМ. Robertson A. G. и соавт. впервые выделили 
четыре молекулярных подтипа УМ [13]. Моле-
кулярные классификации УМ, предложенные 
Оrtega M. и соавт. [41] и Jager M. G. и соавт. [25], 
во многом схожи, поэтому далее будет рассмо-
трен их обобщенный вариант. 

УМ по благоприятности прогнозов можно 
разделить на два класса (табл. 1): прогностиче-
ски благоприятный класс 1 и прогностически 
неблагоприятный класс 2. Между этими клас-
сами существуют цитогенетические различия, 
основное из которых – моносомия хромосомы 
3, характерная для опухолей класса 2.

Кроме того, в каждом из классов выделяют 
по два подкласса: А и В в классе 1, C и D в клас-
се 2. Подклассу А класса 1 в меньшей степени 
свойственны геномные мутации, он характери-
зуется низким риском метастазирования и име-
ет мутации в гене EIF1AX. В подклассе В увели-
чено число копий хромосомы 6р и иногда части 
хромосомы 8q, повышен риск метастазирования 
и представлены мутации в гене SF3B1. Наиболее 
высокий риск метастазирования характерен для 
подклассов C и D с потерей или инактивирую-
щей мутацией в гене BAP1 и увеличением числа 
копий хромосомы 8q до трех и более. Мутации 
в генах EIF1AX, SF3B1 и BAP1 являются взаимо-
исключающими и служат ключевыми прогно-
стическими маркерами в определении дальней-
ших преобразований каждого подкласса УМ.

На основе работ Onken M.D. и соавт. [43] 
компанией “Castle Biosciences” (США) разра-
ботан тест DecisionDx-UM транскрипционного 
анализа 15 генов в образцах первичной УМ для 
предсказания риска метастазирования в течение 
5 лет [44, 45]. В образцах определяют уровень 
экспрессии генов CDH1, ECM1, EIF1B, FXR1, 
HTR2B, ID2, LMCD1, LTA4H, MTUS1, RAB31, 
ROBO1, SATB1 и трех контрольных генов. Пока-
зано, что DecisionDx-UM-тестирование обеспе-
чивает значительное повышение прогностиче-
ской точности у пациентов с УМ по сравнению 
с клинической классификацией TNM, учиты-
вающей наличие метастазов в лимфоузлах и ре-
зультаты анализа статуса хромосомы 3. Статус 
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Таблица 1. Молекулярная классификация увеальной меланомы* 

Класс 
УМ

Под-
класс

Клинико-
патологические 

факторы

Хромосома 3, 
число копий Хромосома 8q Хромосома 6р

Ключевая 
мутация 

в гене

Риск 
метас-

тазиро-
вания

Воспа-
ление

1

А - 2 Две копии

Увеличение чис-
ла копий части/

целой хромо-
сомы

EIF1AX < 2% -

B Возраст < 50 лет 2 
Увеличение чис-
ла копий части 

хромосомы

Увеличение 
числа копий SF3B1 < 21% -

2

C Большой диаметр 
опухоли, хорошая 
васкуляризация, 

высокая митотиче-
ская активность

1 Три копии 
и более Две копии BAP1 74% -

D 1 
Три копии 

и более; 
изохромосома 8q

Две копии BAP1 74% +

*Адаптировано по [25].

хромосомы 3 не обеспечивает прогностической 
информации, которая не зависит от результатов 
DecisionDx-UM-теста (GEP-тест). Для более 
точного прогнозирования позже была разрабо-
тана дополнительная панель DecisionDx-UM-
Seq, в которой методом секвенирования оце-
нивают мутации в семи генах, значимых для 
метастазирования УМ (GNAQ, GNA11, CYSLTR2, 
PLCB4 и SF3B1), и определяют в них “горячие” 
точечные мутации. В гене EIF1AX выявляют му-
тации в первом и втором экзонах, в гене BAP1 
анализируют мутации во всех экзонах. В ретро-
спективных исследованиях показано, что му-
тации в генах EIF1AX и SF3B1 ассоциированы 
с лучшим прогнозом по сравнению с мутация-
ми в гене BAP1 [22, 46]. УМ с мутацией в гене 
EIF1AX относятся к опухолям с наименьшим 
риском метастазов. К первому классу относятся 
УМ с низким риском метастазирования в тече-
ние 5 лет – в классе 1А риск развития метастазов 
составляет до 2%, в классе 1В до 21%; ко вто-
рому классу – УМ с высоким риском метаста-
зирования – до 72% [44]. На основании дан-
ных классификации УМ принимают решение 
о выборе терапии и частоте наблюдений паци-
ентов в течение года и далее [47]. Кроме того, 
опубликованы работы, ставящие под сомнение 
однозначность выводов на основании только 
DecisionDx-UM-теста. Показано, что прогно-
стический риск может быть оценен более точно, 
если учитывать результаты дискриминацион-
ного теста DecisionDx-UM и размеры опухоли 
у пациентов с УМ хориоидеи или цилиарного 
тела. Учет размера опухоли улучшал прогнози-
рование на основе DecisionDx-UM-теста [48]. 
Тем не менее нужно учитывать и другие пока-
затели, кроме размера, например, стадию забо-
левания и гистологический тип клеток УМ [49, 
50].

ПРОТИВООПУХОЛЕВАЯ ТЕРАПИЯ 
УВЕАЛЬНОЙ МЕЛАНОМЫ

Терапия первичной опухоли

Выбор терапевтического подхода к лечению 
первичной УМ зависит от многих факторов, 
в числе которых размер и локализация опухоли, 
а также возраст и состояние здоровья пациен-
та. Большие (> 8 мм) опухоли преимуществен-
но удаляют путем энуклеации, при этом частота 
повторного развития опухоли достаточно низкая 
[51]. Однако в последнее время наблюдаются 
тенденции к выбору способов терапии первич-
ной УМ, позволяющих сохранить глаз и зре-
ние. Так, применяют два хирургических под-
хода – трансретинальную и транссклеральную 
эндорезекцию, которые обеспечивают высокие 
шансы сохранения зрения, однако повышают 
риск рецидива опухоли по сравнению с энукле-
ацией. Также распространена лучевая терапия, 
в частности, брахитерапия радиоизотопами 125I 
и 106Ru, при которой излучение воздействует не-
посредственно на глазную опухоль. Этот подход 
позволяет минимизировать возможные негатив-
ные воздействия на другие ткани, а частота ре-
цидива остается низкой [52].

Терапия метастатической увеальной меланомы

Применение таких химиопрепаратов, как 
дакарбазин, темозоломид, цисплатин, треосуль-
фан, фотемустин, винкристин, а также их раз-
личных комбинаций оказалось неэффективным 
при МУМ [53]. УМ имеет ряд особенностей, 
которые делают ее менее восприимчивой к со-
временным иммунотерапевтическим подходам, 
чем меланома кожи. Показано, что адоптивный 
перенос аутологичных опухоль-инфильтрирую-
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щих лимфоцитов (TIL) не способствует регрес-
сии метастатической УМ [54]. 

Схемы системной терапии МУМ в насто-
ящее время не разработаны. В 2022 году FDA 
одобрило первый лекарственный препарат 
против метастатической УМ – KIMMTRAK® 
(общее название тебентафусп) (URL: https://
www.fda.gov/drugs/new-drugs-fda-cders-new-mo-
lecular-entities-and-new-therapeutic-biologi-
cal-products/novel-drug-approvals-2022). Те-
бентафусп – это химерный белок, состоящий 
из эффекторной анти-CD3-части и вариабель-
ного фрагмента Т-клеточного рецептора (TCR), 
специфичного к фрагменту антигена gp100 [55]. 
Такая химерная молекула двойной специфич-
ности формирует “синапс”, сближающий CD3+ 
Т-клетки с клетками УМ. Мембранный гли-
копротеин gp100 экспрессируется на высоком 
уровне в трансформированных меланоцитах, 
на среднем уровне в нормальных меланоцитах 
и участвует в созревании меланосом, поэтому 
его рассматривают как потенциальную тера-
певтическую мишень. Однако антиген gp100 
узнается в комплексе с HLA-A*0201, найден-
ным только примерно у половины представи-
телей европеоидной расы, что ограничивает 
применение препарата [56]. Согласно недавно 
опубликованным результатам международного 
клинического исследования III фазы, медиана 
общей выживаемости у получавших тебента-
фусп пациентов с УМ была значительно увели-
чена по сравнению с пациентами контрольной 
группы – c 16 до 21.7 мес. соответственно [57]. 
Поскольку одобрено применение тебентафуспа 
пациентами с подтипом HLA-A2*02:0, встает 
необходимость в разработке подобного препа-
рата для других подтипов HLA. Таким препара-
том может стать RO7293583, биспецифическое 
антитело к CD3 и TYRP1, испытания которого 
проходят на пациентах с TYRP1-положительной 
меланомой вне зависимости от подтипа HLA 
(NCT04551352) [58]. TYRP1, связанный c ти-
розиназой белок 1, поддерживает стабильность 
тирозиназы и участвует в синтезе эумеланина 
и поддержании структур меланосом.

Избежать ограничений в виде различных ва-
риантов HLA для Т-клеточной терапии у паци-
ентов можно благодаря применению Т-клеток 
с химерным антигенным рецептором (CAR-T-
клеток). В доклинических испытаниях показано, 
что препараты CAR-T, нацеленные на HER2, 
эффективно уничтожают клетки УМ [59]. В на-
стоящий момент в фазе I клинических испыта-
ний проходит препарат на основе CAR-T-клеток 
к антигену GD2 (NCT03635632). Этот антиген 
широко экспрессируется в опухолях нейроэкто-
дермального происхождения, в том числе в клет-
ках УМ, и усиливает пролиферацию, миграцию 
и адгезию опухолевых клеток [60].

Комбинация таргетной терапии и радиотера-
пии помогла добиться устойчивого ответа на ле-
чение пациентов с МУМ. Так, эффективные 
при кожной меланоме препараты на основе ан-
тител ‒ ниволумаб и ипилимумаб использовали 
в сочетании с радиоэмболизацией с препаратом 
иттрия (Y-90) [61]. Ниволумаб представляет со-
бой антитело к белку программируемой кле-
точной гибели PD-1, который экспрессируется 
на Т-клетках. При канцерогенезе PD-1 взаимо-
действует со своим лигандом PD-L1, в избыт-
ке представленном на поверхности опухолевых 
клеток, что приводит к снижению пролифера-
ции Т-клеток и их гибели. Применение ниволу-
маба позволяет блокировать это взаимодействие 
и запустить иммунный ответ против опухолевых 
меланоцитов. Ипилимумаб – антитело к рецеп-
тору CTLA-4 Т-лимфоцитов, взаимодействие 
которого с CD80 и CD86 на поверхности мела-
ноцитов предотвращает активацию иммунных 
клеток. Соответственно, применение ипилиму-
маба стимулирует активацию Т-клеток, специ-
фичных к опухолевым антигенам [62]. В насто-
ящий момент проходят клинические испытания 
(NCT02913417, NCT03472586) комбинированной 
терапии ниволумабом и ипилимумабом при УМ.

Как уже отмечено, в клетках УМ постоянно 
активирован сигнальный путь, в который вов-
лечена PKC и нижестоящий сигнальный каскад 
Ras/Raf/MEK/ERK. Соответственно, белки 
этого сигнального каскада могут служить мо-
лекулярными мишенями для противоопухоле-
вых средств. Одним из первых исследованных 
веществ, воздействующих на данный сигналь-
ный путь, был ингибитор киназы МЕК – се-
луметиниб, который проходит фазу I клиниче-
ских испытаний (NCT02768766). Тем не менее 
ингибирование MEK часто активирует аутофа-
гию, способствующую выживанию опухолевых 
клеток. Описано успешное применение ком-
бинации ингибитора MEK и ингибитора ауто-
фагии гидроксихлорохина [63]. В качестве по-
тенциальной мишени рассматривается и РКС, 
для которой разработаны ингибиторы, такие 
как сотрастаурин (первого поколения) и пре-
парат LXS196, или даровасертиб, проходящий 
в настоящее время клинические испытания  
(I/II фазы по ускоренному протоколу для ор-
фанных препаратов) на когорте из 68 пациентов 
с метастатической формой УМ [64–68]. Даро-
васертиб представляет собой малую молекулу 
с молекулярной массой 472.48, способную ин-
гибировать классические изоформы РКС (α, β), 
а также ее новые изоформы δ, ϵ, η, θ. 

Клетки УМ несут рецепторы половых гор-
монов, в частности, эстрогенов. Высокая экс-
прессия рецепторов эстрогенов ассоциирована 
с преимущественно эпителиоидной морфоло-
гией клеток, моносомией хромосомы 3 и мута-
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цией в ВАР1, которые часто ассоциированы 
с последующим метастазированием [69]. Поэто-
му рецепторы эстрогенов рассматриваются как 
возможные мишени для гормональной терапии 
УМ с использованием их селективных модуля-
торов. Так, in vitro показано, что использование 
тамоксифена, антагониста рецептора эстрогена, 
снижает взаимодействие клеток УМ с матрик-
сом, предотвращая инвазию и метастазирование 
опухоли [70].

В развитии УМ участвуют нарушения эпиге-
нетической регуляции экспрессии генов, в част-
ности, аберрантное метилирование ДНК и мо-
дификации гистонов, а также некодирующие 
РНК, такие как микроРНК и длинные некоди-
рующие РНК [71]. Экспрессия генов микроРНК 
регулируется уровнем метилирования их промо-
торов, поэтому гипометилирующие агенты, та-
кие как 5-аза-2’-дезоксицитидин, способствуют 
повышению экспрессии микроРНК, что пока-
зано для микроРНК-137 [72]. В клетках УМ ми-
кроРНК-137 действует как опухолевый супрес-
сор, поэтому активация ее экспрессии может 
подавлять опухолевую прогрессию. Показано, 
что микроРНК 181a-5p ингибирует развитие 
УМ посредством взаимодействия с белками 
GNAQ и AKT3 [73], поэтому активация экс-

прессии микроРНК 181a-5p может подавлять 
опухолевую прогрессию. 

В доклинических испытаниях успешными 
оказались ингибиторы деацетилазы гистонов 
(HDAC) и ДНК-метилтрансферазы, вызываю-
щие остановку роста и инвазии клеток УМ [52]. 
Показано, что ингибирование HDAC способ-
ствует переходу УМ из класса высокого риска 
метастазирования в класс низкого риска метас-
тазирования [74]. Ингибиторы HDAC, такие как 
вориностат (SAHA) и панобиностат (LBH589), 
могут использоваться в адъювантной терапии 
пациентов с УМ из подкласса высокого риска 
метастазирования, участвуя в предотвращении 
разрастания микрометастазов [21]. При скри-
нинге хинолиновых производных в качестве по-
тенциальных ингибиторов HDAC показано, что 
ингибирование HDAC-6 наиболее эффективно 
подавляет жизнеспособность клеток УМ в куль-
туре [75]. Поэтому HDAC-6 рассматривается 
как многообещающая терапевтическая мишень 
при УМ. Селективный ингибитор HDAC-6, 
ACY-1215 (риколиностат) подавлял рост клеток 
УМ in vitro и in vivo [76]. Также предложен уни-
версальный пан-HDAC ингибитор энтиностат, 
который, в том числе в комбинации с пембро-
лизумабом, уже испытывается на пациентах [77].

Таблица 2. Таргетные препараты, одобренные для лечения УМ и МУМ и проходящие испытания 
Молеку-
лярная 
мишень

Агент Препарат Показания Стадия
испытаний Ссылка

gp100
Химерное антитело 
с двойной специфично-
стью

Тебентафусп УМ, МУМ, генотип CD3+-T кле-
ток HLA-A*0201 Фаза II [55–57]

TYRP1
Химерное антитело 
с двойной специфично-
стью

RO7293583

TYRP-положительные УМ, мела-
нома кожи, меланома слизистых 
оболочек,
не зависит от типа HLA Т-клеток

Фаза I [58]

PD-1 Антитело Ниволумаб
Пембролизумаб МУМ Фаза II [61, 79] 

CTLA-4 Антитело Ипилимумаб МУМ Фаза II [61]

GD2 CAR-T-клетки - GD2-положительные УМ и мела-
нома кожи Фаза I [60, 79]

HER2 CAR-T-клетки -
HER2-положительные УМ и ме-
ланома кожи, резистентные к ан-
ти-PD-1 терапии

Иссл [59]

Gaq Ингибитор GTPазной 
активности

Имидазопиперазин 
(GQ262) УМ с мутациями в GNAQ/11 Иссл [80]

FR900359 (цикличе-
ский диксипептид) УМ, МУМ Иссл [81, 82]

YM-254890
(циклический дикси-
пептид)

УМ, МУМ с активирующими 
мутациями в GNAQ/11 и дикого 
типа

Иссл [82–84]

PKC

Ингибитор изоформы 
PKC β

Сотрастаурин 
(AEB071)

Солидные опухоли, в том числе 
УМ

Фаза II пре-
кращена [64, 65]

Ингибитор изоформ 
PKC (α, β, δ, ϵ, η, θ)

Даровасертиб 
(LXS196) МУМ Фаза I/ II [65–67, 

85]
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Молеку-
лярная 
мишень

Агент Препарат Показания Стадия
испытаний Ссылка

MEK

Специфический ингиби-
тор киназной активно-
сти MEK1/2

Селуметиниб 
(AZD6244, ARRY-
142886)

МУМ с активирующими мутация-
ми в GNAQ/11 Фаза III [86]

Аллостерический ин-
гибитор тирозинкиназ 
второго поколения

Траметиниб МУМ Фаза II [85, 87]

Ингибитор тирозинки-
наз с широкой специ-
фичностью

Кабозантиниб МУМ Фаза II [88]

FAK
Обратимый селективный 
ингибитор киназной 
активности

VS-4718 МУМ Фаза I [85]

С-Met
Ингибитор MET и фак-
тора роста гепатоцитов 
HGFR

Кризотиниб МУМ Фаза II [83, 89]

VEGF

Рекомбинантное гума-
низированное антитело

Бевацизумаб (ава-
стин) МУМ Фаза II [90]

Фрагмент гуманизиро-
ванного антитела Ранибизумаб МУМ Иссл [91]

HDAC

Ингибитор гистондеа-
цетилаз Вориностат (SAHA) МУМ Фаза II [21, 92]

Ингибитор HDAC6 Риколиностат (ACY-
1215) МУМ Фаза Ib [75]

Примечание. МУМ – метастатическая увеальная меланома; Иссл – фаза доклинических исследований.

Окончание таблицы 2

В табл. 2 представлены основные таргетные 
препараты, проходящие доклинические и кли-
нические исследования, в качестве средств 
для лечения УМ. На настоящий момент в базу 
данных ClinicalTrials.gov депонированы данные 
более чем о 70 продолжающихся клинических 
испытаниях препаратов и их комбинаций для 
противоопухолевой терапии УМ, значительная 
часть из которых предназначена для иммуно-
терапии и таргетной терапии, что подтверждает 
приоритетность этих направлений. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Метастатические формы УМ плохо отвеча-

ют как на стандартные методы химиотерапии, 
так и на большинство новых иммунотерапев-
тических подходов. Редкая встречаемость МУМ 
не позволяет проводить широкомасштабные 
клинические испытания новых методов и пре-
паратов, что ограничивает прогресс в лече-
нии. Тем не менее нельзя не отметить успех, 
связанный с созданием биспецифических ре-
комбинантных антител, таких, например, как 
gp100-таргетированный препарат тебентафусп, 
одобренный FDA в 2022 году. Очевидно, что 
в ближайшее время подобные препараты будут 
разработаны и для других специфических мише-
ней УМ. Более глубокое понимание активации 
молекулярных каскадов, расположенных как 

ниже, так и выше GNAQ/11, также может стать 
источником потенциальных мишеней УМ для 
создания терапевтических ингибиторов. 

Среди других потенциальных мишеней мож-
но выделить эпигенетические маркеры клеток 
УМ, такие как деацетилазы гистонов, ингиби-
торы, которые уже проходят клинические ис-
пытания, и микроРНК, положительные эффек-
ты регуляции которых пока оцениваются только 
в фундаментальных исследованиях и требуют 
более детального изучения.

Исследование поддержано грантом Россий-
ского научного фонда (№ 23-14-00285) (разделы 
“Молекулярные механизмы развития увеальной 
меланомы”, “Метастазирование увеальной ме-
ланомы”, “Молекулярно-генетическая класси-
фикация увеальной меланомы и оценка риска 
метастазирования” и “Противоопухолевая тера-
пия увеальной меланомы”) и выполнено в рам-
ках государственного задания ИХБФМ СО РАН 
(№ 121030200173-6) (разделы “Увеальная мела-
нома” и “Происхождение и функции меланоци-
тов”). 

Настоящая работа выполнена без привлече-
ния людей и животных в качестве объектов ис-
следования.
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UVEAL MELANOMA: MOLECULAR-GENETIC MECHANISMS  
OF ARISING AND THE THERAPEUTIC APPROACHES

M. V. Zhilnikova1,2, O. S. Troitskaya2, D. D. Novak1, V. V. Atamanov1,3, O. A. Koval1,2*

1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 
630090 Russia

2Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia
3Novosibirsk Branch of S.N. Fedorov National Medical Research Center “Interindustry Scientific and Technical Complex 

Eye Microsurgery”, Novosibirsk, 630096 Russia
*e-mail: o.koval@ngs.ru

Uveal melanoma (UM) is a tumor of neuroectodermal origin, which results from malignant transformation 
of melanocytes of the eye vasculature: iris, ciliary body and chorioidea. UM represents up to 5% of all mela-
noma cases, but it is extremely aggressive, since half of patients with UM develop metastases within the first 
1‒2  years after the tumor appearance. Molecular mechanisms of uveal melanoma carcinogenesis are poorly 
understood, and have already been shown to be different from those of skin melanoma. Activating mutations 
in the GNAQ and GNA11 genes, encoding the large G protein subunits Gq and G11, respectively, are found 
in 90% of UM patients. The main signaling cascade leading to the transformation of melanocytes of the uveal 
tract is the signaling pathway Gaq/PKC/MAPK, and the major regulators of this cascade are targets for the 
development of drugs. The development of the metastatic form of UM is most often associated with muta-
tions in the genes BAP1, EIF1AX, GNA11, GNAQ, and SF3B1. A combination of a commercial expression 
test panel of 15 genes and a mutation panel of 7 genes, supplemented with data on the size of the primary tu-
mor, has been shown to be highly effective prognostic signature in prediction the risk of metastases. The risk 
of metastases determines the choice of therapy and patient follow-up regimen. At the same time, no systemic 
therapy for the treatment of metastatic UM has been developed to date; new drugs undergoing clinical trials 
mostly refer to either targeted therapy aimed at inhibiting the protein products of mutant genes, or immuno-
therapy designed to stimulate an immune response against specific antigens. In addition to these approaches, 
the review also considers potential therapeutic targets of epigenetic regulation of UM development.

Keywords: uveal melanoma, melanosomes, driver mutations, BAP1, GNAQ/11, tebentafusp, epigenetic tar-
gets.
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Изучение молекулярно-генетических механизмов определения пола у тополя (Populus) имеет 
не только фундаментальное, но и прикладное значение. Тополь активно применяют в озеленении 
населенных пунктов, при этом целесообразно использовать с этой целью мужские растения, об-
ладающие гипоаллергенностью и повышенной устойчивостью к загрязнению окружающей среды, 
стрессовым условиям и патогенам. Однако определение пола у тополя затрудняется сложной гене-
тической структурой пол-определяющей области его генома (SDR). В настоящем обзоре рассмот-
рено появление, эволюция, структура и функции SDR у представителей рода Populus. Детально 
обсуждаются современные представления о структуре и функционировании ключевого регулято-
ра выбора пола, кодируемого ортологами генов ARR16/ARR17 Arabidopsis, а также возможная роль 
в этом процессе других генов, дифференциально экспрессируемых в мужских и женских растениях, 
в том числе микроРНК. Большое разнообразие видов и высокая сложность организации SDR де-
лают необходимым дальнейшее изучение молекулярных механизмов определения пола у тополя.

Ключевые слова: тополь, Populus, генетика пола, двудомность, SDR, ортологи ARR16/ARR17
DOI: 10.31857/S0026898424020021, EDN: NOIGMX

Сокращения: WGD – удвоение полного генома (whole genome duplication); WGT – трипликация полного генома (whole 
genome triplication); SDR – область, определяющая пол (sex determination region); RR – регуляторы ответа на цитокини-
ны (response regulators); X-SDR – SDR, находящийся на X-хромосоме; Y-SDR – SDR, находящийся на Y-хромосоме; 
YHS – Y-специфичная гемизиготная последовательность (Y-specific hemizygous sequence); LTR-RT – ретротранспозо-
ны с длинными концевыми повторами (long terminal repeat retrotransposon); SNP – однонуклеотидный полиморфизм 
(single nucleotide polymorphism); днРНК – длинная некодирующая РНК (long non-coding RNA).

ВВЕДЕНИЕ
Представители рода тополь (Populus) отли-

чаются от других древесных растений высокой 
скоростью формирования биомассы [1], поэто-
му тополь можно рассматривать как источник 
относительно дешевого сырья для производства 
бумаги и других изделий из древесины, а также 
как растение, обладающее большим потенциа-
лом для использования в фиторемедиации [2]. 
Тополя активно применяют в озеленении, одна-
ко с этой целью необходимо использовать муж-
ские растения, так как семена тополя, так назы-
ваемый тополиный пух, могут негативно влиять 
на состояние людей. Пух адсорбирует из возду-

ха загрязняющие вещества, а также пыльцевые 
аллергены, усиливая тем самым аллергические 
реакции у чувствительных людей и ухудшая ка-
чество их жизни. Кроме того, пух, раздражая 
слизистые носоглотки, может способствовать 
развитию заболеваний верхних дыхательных пу-
тей [3]. Получены также данные о том, что жен-
ские растения тополя менее устойчивы к ряду 
стрессовых воздействий [4]. Все это указывает 
на необходимость использования мужских рас-
тений тополя в озеленении городов. 

Однако тополь, как и другие двудомные рас-
тения, обладает сложной системой определения 
пола, которая может существенно различаться 
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в разных таксономических группах [5]. Пред-
полагается, что в процессе эволюции двудо-
мность возникала неоднократно и независимо 
в пределах разных таксонов [6]. На сложность 
структуры области, определяющей пол (SDR), 
повлияли события удвоения генома и распро-
странения мобильных элементов [7–9], которые 
способствовали полной или частичной потере 
удвоенных генов. Более того, активность локуса 
SDR может контролироваться эпигенетически-
ми модификациями [10].

Тополь может служить модельным древес-
ным растением при изучении SDR-локусов, 
чему способствует возможность проведения раз-
личных видов исследований [11], а также разви-
тие омиксных технологий, позволяющих изучать 
связь между генотипической и фенотипической 
изменчивостью [12]. Кроме того, структура 
SDR-локусов и функции их ключевых элементов 
у тополя изучены достаточно подробно [13–15]. 
Немаловажен и тот факт, что у тополя пол регу-
лируется лишь одним геном – ортологом ARR16/
ARR17 (Arabidopsis response regulator 17) [16].

В настоящем обзоре описано возникновение, 
развитие, структура и функции SDR у предста-
вителей семейства Salicaceae с бóльшим внима-
нием к роду Populus. Кроме того, представлены 
современные данные о молекулярных механиз-
мах регуляции выбора пола у тополя и о воз-
можной роли в этом процессе генов, экспрессия 
которых различается в мужских и женских рас-
тениях.

ПРАКТИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПОЛА У ТОПОЛЯ

Благодаря способности накапливать тяже-
лые металлы (кадмий, свинец, медь, цинк и др.), 
а также ртуть [2, 17], различные виды тополя мо-
гут служить цели очищения воздуха в крупных 
населенных пунктах, особенно тех, на террито-
рии которых находятся промышленные объек-
ты. Тополя могут использоваться и для оценки 
загрязнения урбанизированных территорий тя-
желыми металлами [17]. Тополь входит в число 
наиболее быстрорастущих деревьев [1], следова-
тельно, быстрее формирует биомассу, поглоща-
ет больше углекислого газа и выделяет больше 
кислорода по сравнению с другими деревьями, 
т. е. эффективнее улучшает состав атмосферы 
в населенных пунктах. Кроме того, с исполь-
зованием генетических подходов ведется рабо-
та по увеличению продуктивности тополя [18]. 
Однако проблемой для горожан может быть так 
называемый тополиный пух, или семена, проду-
цируемые женскими растениями. Сам пух не ал-
лергенен, однако он сорбирует из воздуха другие 
аллергены, например, пыльцу. Более того, пух 

раздражает слизистые носоглотки и может спо-
собствовать развитию хронических заболеваний 
верхних дыхательных путей [3]. К другим нега-
тивным свойствам пуха относится высокая по-
жароопасность его больших скоплений. 

В недавних исследованиях показано, что 
женские особи менее устойчивы, чем мужские, 
к таким стрессовым воздействиям окружаю-
щей среды, как засуха [19, 20], повышенная 
соленость и защелачивание почвы [21], окис-
лительный стресс [4, 21], тяжелые металлы [20, 
21], а также к действию грибковых патогенов 
[23]. Повышенная устойчивость мужских рас-
тений к стрессовым условиям ассоциирована 
со сверхэкспрессией и повышенной активно-
стью защитных белков. Например, в условиях, 
стимулирующих образование активных форм 
кислорода, у тополей мужского пола активность 
таких ферментов антиоксидантной защиты, как 
пероксидаза, супероксид-дисмутаза, катала-
за, глутатионредуктаза и аскорбатпероксидаза, 
выше, чем у растений женского пола [21, 24]. 
Различия в активности ферментов антиокси-
дантной защиты могут быть связаны с различи-
ями в уровне экспрессии кодирующих их генов 
[25], что, в свою очередь, обусловлено разли-
чиями в метилировании этих генов в мужских 
и женских растениях [26]. Так, у женских особей 
гиперметилированы гены, относящиеся к функ-
циональным категориям “протеолиз”, “окисле-
ние-восстановление”, “фосфорилирование”, 
“трансмембранный транспорт” и “регуляция 
транскрипции” [26]. Не исключено, что связан-
ные с полом различия в уровнях метилирования 
и экспрессии генов, участвующих в стрессовых 
ответах, могут быть обусловлены полспецифич-
ными полиморфизмами [27] и дифференциаль-
ной экспрессией микроРНК, контролирующих 
ответ на воздействие стресса [28]. Опубликова-
ны данные о том, что несмотря на повышенную 
чувствительность к отдельным видам стресса, 
женские растения могут быть более устойчи-
выми к некоторым сочетаниям стрессовых воз-
действий. Примером может служить сочетание 
засухи и инфекций, хорошо коррелирующее 
с полспецифичным составом микробиома, ас-
социированного с растениями [29–31].

ЭВОЛЮЦИЯ СИСТЕМЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
ПОЛА У SALICACEAE 

Эволюция растений, включая Salicaceae, 
тесно связана с серией последовательных пол-
ногеномных дупликаций (WGD) [16], которые 
сыграли ключевую роль в появлении новых так-
сонов. Так, семейства Brassicaceae и Salicaceae, 
представителями которых являются Arabidopsis 
thaliana и P. trichocarpa соответственно, раздели-
лись около 100–120 млн лет назад после β-WGD 
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у их общего предка, жившего около 125 млн лет 
назад [16]. В дальнейшей эволюции Salicaceae 
важную роль сыграла специфичная для этого се-
мейства саликоидная WGD (Salicoid WGD), про-
изошедшая в палеоцене (примерно 60–65 млн 
лет назад) перед разделением родов Salix (ива) 
и Populus (рис. 1). В результате этой геномной 
дупликации количество хромосом в гаплоидном 
наборе увеличилось с 7–10 до 16–21 (у боль-
шинства современных тополей 19 хромосом). 
Считается, что эта WGD позволила представи-
телям родов Populus и Salix занять множество 
экологических ниш в Северном полушарии [32]. 
Формирование двудомности и полов (т. е. SDR-

локуса) у Salicaceae произошло после салико-
идной WGD порядка 45 млн лет назад [33–35]. 
Саликоидная WGD затронула примерно 92% 
генома тополя, что привело к появлению около 
8000 пар паралогичных генов [36], включая гены 
в SDR [37]. Не исключено также, что усложне-
ние структуры SDR могло идти за счет удвоения 
сегментов генома [38] и тандемных дуплика-
ций [39]. Как следствие, каждая из 19 хромосом 
американского тополя P. trichocarpa имеет об-
ширные участки гомологии с другими хромосо-
мами. В частности, хромосома 19, содержащая 
SDR, имеет значительное сходство с хромосо-
мой 13 [36].

ζ-WGD (350 ˜°˛ °˝˙)
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Рис. 1. Филогения и эволюция системы определения пола у Salicaceae. В ходе эволюции растений их геномы под-
верглись множеству полногеномных дупликаций, включая ζ-WGD, ε-WGD, γ-WGT, τ-WGD, β-WGD, α-WGD 
и саликоидную WGD. Представители родов Salix и Populus разошлись после саликоидной WGD предковых форм. 
Род Populus делится на секции Abaso, Turanga, Populus, Leucoides, Aigeiros и Tacamahaca, из которых последние три 
объединяют в группу ATL. Среди тополей встречаются виды, обладающие как ZW, так и XY системами определе-
ния пола. У некоторых тополей, например, у P. tremula, P. deltoides, P. balsamifera внутри SDR находятся дуплици-
рованные фрагменты ортологов гена ARR17.

В семействе Salicaceae выделяют более 50 ро-
дов, включающих около 1000 видов, из которых 
на род Salix приходится 330–500 видов и на род 
Populus – 22–45 видов [40]. Род Salix, традици-
онно используемый в качестве группы срав-
нения, состоит из двух клад, разошедшихся 
в миоцене. Наиболее интенсивно процесс видо-

образования Salix и Populus шел в плиоцене [40, 
41]. Сложность организации генома, легкость 
скрещивания близкородственных видов и сетча-
тая эволюция затрудняют исследование филоге-
нии тополя [42]. В настоящее время род Populus 
подразделяется на шесть секций: Abaso, Turanga, 
Leucoides, Populus, Tacamahaca и Aigeiros. Пол-



207

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 2 2024

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ
ногеномное секвенирование показало, что пер-
вой обособилась секция Abaso, затем Turanga, 
потом разошлись секция Populus и группа ATL, 
объединяющая секции Aigeiros, Tacamahaca 
и Leucoides (рис. 1). 

Помимо WGD, большую роль в эволюции 
половых хромосом и SDR у Salicaceae сыграли 
мобильные элементы [43]. Чаще всего в SDR то-
поля встречаются ДНК-транспозоны из группы 
Helitron и ретротранспозоны с длинными кон-
цевыми повторами (LTR-RT) суперсемейств Co-
pia и Gypsy [39, 43]. Мобильные элементы, как 
и другие виды повторяющихся последователь-
ностей, могут вызывать супрессию рекомбина-
ции и гиперметилирование генов, оказавшихся 
поблизости от участка интеграции [7]. Связан-
ная с этим репрессия транскрипции [44] может 
способствовать последующей дегенерации генов 
в половых локусах [8, 45] и в конечном счете 
изменению структуры и размеров половых хро-
мосом [9]. Кроме того, особенности механизма 
репликации Helitron-подобных транспозонов 
позволяют им захватывать и перемещать це-
лые гены или их фрагменты [46], тем самым эти 
транспозоны могли способствовать увеличению 
числа копий генов в SDR [43]. 

У двудомных растений встречаются как го-
моморфные (отличающиеся незначительно), 
так и гетероморфные (сильно отличающиеся 
размерами и количеством активных генов) по-
ловые хромосомы. У видов с гетероморфными 
половыми хромосомами выделяют две системы 
детерминации пола: XY и ZW. У растений с XY-
системой мужские особи являются гетерогамет-
ными, а женские особи гомогаметными, а у рас-
тений с ZW-системой, наоборот, мужской пол 
гомогаметен, а женский – гетерогаметен. В пре-
делах рода Populus описаны виды, обладающие 
как XY, так и ZW-системами [43, 44] (рис. 1). 

Подобная гетерогенность свидетельствует 
в пользу независимого происхождения поло-
вых систем у видов рода Populus, что еще более 
затрудняет определение пола. Действительно, 
консервативной является только детерминация 
пола, обусловленная ортологом ARR16/17, тогда 
как в ходе эволюции перестройки половых хро-
мосом и переход между XY- и ZW-системами 
происходили неоднократно [55]. Как минимум, 
некоторые (например, S. purpurea) ивы имеют 
ZW-систему. Определение пола в секции Abaso 
на данный момент не изучено, для P. euphratica 
(секция Turanga) и представителей группы ALT 
характерна XY-система, а в группе Populus обна-
ружены обе системы [55, 59].

Переход от однодомности к двудомности 
связывают с появлением SDR-локуса. В насто-
ящее время доминируют две гипотезы возник-

новения двудомных растений. Классическая 
“двухгенная модель” предполагает, что два пола 
появились путем распространения двух изме-
ненных генов мужской и женской стерильности. 
Во избежание гермафродитизма или полной 
стерильности эти мутации должны закрепляться 
на двух гомологичных хромосомах [47]. В пользу 
этой гипотезы свидетельствует наличие в SDR 
киви (Actinidia deliciosa) и ряда других двудо-
мных растений двух генов, определяющих пол 
[48–52]. Предложенная в 2016 году “одноген-
ная модель” постулирует, что эволюционному 
переходу от однодомности к двудомности спо-
собствовала мутация одного гена, кодирующего 
высокоуровневый регулятор [53]. Через сигналь-
ные пути и эффекторы мутантный регулятор 
мог контролировать образование цветков опре-
деленного пола [54]. Генов, вовлеченных в вы-
бор определенного пола, может быть несколько, 
но лишь один, основной при “включенном” или 
“выключенном” состоянии определяет пол [53]. 
Экспериментальное подтверждение “одноген-
ной модели” получено для рода Populus. Доказа-
но, что PtRR9, ортолог ARR16/ARR17 A. thaliana, 
отвечает за выбор пола у P. tremula [55].

В результате эволюции современные виды 
тополя имеют большие по размеру (чаще всего 
около 100 т. п. н. [27, 56]) SDR-локусы, обога-
щенные паралогичными генами и повторяющи-
мися элементами. Подобная структура серьезно 
затрудняет определение последовательности 
всего локуса, идентификацию его функциональ-
но важных элементов и исследование молеку-
лярно-генетических механизмов определения 
пола [39, 57]. Ярким примером может служить 
P. trichocarpa, у которого в ранних исследовани-
ях предполагали существование системы ZW, 
но позднее с помощью технологий секвенирова-
ния генома третьего поколения (PacBio) убеди-
тельно показали, что этот вид обладает системой 
XY [27].

ОБЩАЯ СТРУКТУРА SDR 
У ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ РОДА POPULUS
У подавляющего числа видов тополя SDR 

находится на хромосоме 19. У P. trichocarpa и P. 
nigra (секции Tacamahaca и Aigeiros) SDR ло-
кализован в субтеломерном участке хромосо-
мы [27, 57], а у P. tremula, P. tremuloides и P. alba 
(секция Populus) – в прицентромерной области 
[14, 58]. Следует отметить, что SDR P. trichocarpa 
состоит из двух субтеломерных участков хромо-
сомы 19: один находится на левом плече, а дру-
гой на правом [39]. В настоящее время лишь у P. 
euphratica, представителя секции Turanga, SDR 
картирован в субтеломерном районе хромосо-
мы 14 [43]. В зависимости от способа анализа 
генома, вида и пола экспериментально оценен-
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ная средняя длина SDR варьирует от 100 [27] 
до 140 т. п. н. [39, 56]. Например, у P. deltoides 
длина SDR на X-хромосоме (X-SDR) составляет 
100 т. п. н., тогда как длина SDR, находящейся 
на Y-хромосоме (Y-SDR), составляет 140 т. п. н. 
[56]. Самый большой SDR длиной 1.71 млн п. н. 
обнаружен в W-аллеле P. qiongdaoensis [59]. 

Ключевыми генами SDR считаются орто-
логи ARR16/ARR17, входящие в семейство ре-
гуляторов ответа на цитокинины (RR), которые 
являются эффекторами высококонсервативного 
цитокининового пути передачи сигнала и регу-
лируют процессы роста и развития растений 
[43, 60, 61]. Гены группы RR функционально 
и по последовательности подразделяются на че-
тыре типа: А (RRA), В (RRB), С (RRC) и псев-
до-RR (PRR) [62]. У тополя описано 33 RR гена, 
относящихся к трем типам – RRA, RRB и псев-
до-RR [37]. RRB кодируют транскрипционные 
факторы с ДНК-связывающим доменом Myb, 
положительно отвечающие на активацию ци-
токининовых рецепторов, а гены группы RRA, 
в которую входят ортологи ARR16/ARR17, ко-
дируют негативные регуляторы цитокинин-
зависимых процессов, не имеющих собствен-
ного ДНК-связывающего домена [16, 63–65]. 
PRR кодируют транскрипционные факторы, 
обладающие димеризационным N-концевым 
и ДНК-связывающим С-концевым доменами, 
обеспечивающие регуляцию суточных ритмов 
и ассоциированных с ними процессов [37, 66].

Помимо ортологов ARR16/ARR17, контро-
лирующих пол, SDR тополя содержат и другие 
сцепленные с полом гены, которые имеются как 
в Y-SDR, так и в X-SDR и отличаются полспец-
ифичными полиморфизмами (рис. 2). В ранних 
исследованиях в SDR P. trichocarpa и P. balsamif-
era обнаружено 13 генов, среди которых ACD1-
LIKE, ATHEMA1, TCP-1/cpn60, ATCLC-C, MET1, 
RFL1, NB-ARC и EGM1 [27]. Однако позднее 
было подтверждено присутствие лишь четырех 
известных генов: TCP-1, CLC-C, MET1, NB-ARC 
[39]. Сложность определения генного состава 
SDR связана с обилием мобильных элементов, 
которые приводят к артефактам сборки про-
чтений и тем самым затрудняют определение 
точной последовательности этого участка гено-
ма. Присутствие в SDR TCP-1, CLC-c и MET1 
подтверждено также у P. deltoides [56], P. × sibir-
ica [15] и P. tomentosa [25]; показана их диффе-
ренциальная полспецифичная экспрессия. Ген 
TCP-1 (tailless complex polypeptide 1) кодирует 
цитозольный эукариотический белок из группы 
шаперонинов [67]. CLC (Chloride Channel) – се-
мейство белков, включающее анионные каналы 
и анион/катионные антипортеры, регулирую-
щие метаболизм Cl- и NO3

- в разных клеточных 
компартментах. В частности, CLC-a, b, c, g на-
ходятся на мембране вакуоли, d и f – на мем-

бранах комплекса Гольджи, е – на внутренних 
мембранах хлоропластов [68]. MET1 кодирует, 
по-видимому, основную ДНК-метилтрансфера-
зу растений, поддерживающую метилирование 
в том числе CpG-островков [69]. 

У P. tremula в состав SDR входит ген TOZ19, 
который, как и его ортолог у A. thaliana, свя-
зан с синтезом рРНК в ядрышках и важен 
для эмбрионального развития [70], при этом 
в Y-SDR содержится его полноразмерная вер-
сия, а в X-SDR – лишь 3’-конец [55, 71]. Общее 
количество генов в SDR-локусах, как правило, 
коррелирует с общим размером локуса. Напри-
мер, SDR P. trichocarpa, имеющий обычный для 
тополей размер, содержит минимум пять генов 
[39], а в гигантских W- и Z-SDR P. qiongdaoensis 
расположены 122 и 50 генов соответственно [59]. 
Функции большей части этих генов неизвестны.

В SDR можно выделить и полспецифич-
ные области, содержащие регуляторные гены. 
Так, в Y-SDR P. deltoides найдены две длин-
ные Y-специфичные гемизиготные последо-
вательности (YHS): YHS1 – около 35 т.п. н., 
а YHS2 – около 4.3 т.п. н. YHS1 содержит два 
мужских гена: один, названный FERR-R, содер-
жит частичные дупликации гена FERR (другое 
название ортолога ARR16/ARR17) и подавляет 
формирование женских генеративных органов, 
а другой, названный MSL [56], относится к су-
персемейству ретротранспозонов Gypsy. MSL 
состоит из трех частей: MSL-1, MSL-2 и MSL-
3, при этом обе цепи ДНК транскрибируются 
с образованием длинных некодирующих РНК 
(днРНК), которые регулируют развитие по муж-
скому фенотипу. Последовательности, гомоло-
гичные MSL, обнаружены на разных хромосо-
мах в геноме разных видов тополя: например, 
P. deltoides, P. alba, P. trichocarpa, P. tomentosa и P. 
euphratica [56, 72]. 

В области YHS2 у P. deltoides обнаружен толь-
ко один ген Tn, отсутствующий в X-SDR. Функ-
ция этого гена в регуляции процессов, связан-
ных с полом, в настоящее время неясна. Эти 
данные показывают, что в формировании пола 
и/или в регуляции признаков, ассоциированных 
с полом, у тополя могут участвовать несколько 
генов, включая мобильные элементы [56].

Рассматривая различия в составе генов ло-
кусов Y-SDR и X-SDR, необходимо отметить 
многочисленные однонуклеотидные полимор-
физмы (SNP), включая полспецифичные, ко-
торые могут облегчить задачу идентификации 
пола у тополя. Эволюционно появление SNP 
связано с дупликацией аллелей (благодаря WGD 
или транспозон-опосредованным тандемным 
дупликациям) и их последующей дивергенцией. 
Общее количество SNP, различающихся между 
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Рис. 2. Молекулярные функции некоторых не-RR генов, картированных в SDR тополей, и структура мобиль-
ных элементов SDR. К генам, находящимся как в X-, так и в Y-SDR, относятся TCP-1 – кодирует цитозольный 
шаперонин, CLC-c – протон-хлоридный антипортер на поверхности вакуоли, MET1 – ДНК-метилтрансфераза.  
У P. tremula полноразмерный ген TOZ19 имеется только на Y-SDR. В SDR в большом количестве встречаются 
мобильные элементы из суперсемейств Copia и Gypsy – LTR-RT, структурно они отличаются порядком располо-
жения генов.

полами, может быть очень большим. Например, 
у P. trichocarpa выявлено более 3500000, а у P. bal-
samifera – более 1000000 SNP [27]. Следует от-
метить, что часть полиморфизмов может быть 
консервативной и встречаться у других предста-
вителей секции, подтверждая их родство. Так, 
часть полиморфизмов P. trichocarpa найдена 
у других видов секции ALT: P. balsamifera, P. del-
toides и P. nigra; но эти SNP отсутствуют у P. trem-
uloides, принадлежащего секции Populus [73]. 
Среди консервативных SNP в генах SDR встре-
чаются и конститутивные SNP, которые потен-
циально могут быть использованы как марке-
ры пола. Например, в ортологах генов ARR16/
ARR17 P. × sibirica обнаружено от 16 до 49 SNP, 
и по шести из них всегда выявляются и специ-
фичные для X- и Y-аллелей [74]. Другим приме-

ром может служить ген MET1, активно накапли-
вающий полспецифичные SNP. У P. × sibirica 
этот ген содержит от 80 до 179 SNP, причем 
11 из них являются строго Y-специфичными 
[75]. Не исключено, что некоторые полимор-
физмы могут снижать активность кодируемой 
этим геном ДНК-метилтрансферазы и приво-
дить к снижению общего уровня метилирова-
ния ДНК у мужских растений. Показано, что 
ДНК женских растений P. tomentosa имеет более 
высокий уровень метилирования, чем мужских 
[76]. Таким образом, конститутивные полспец-
ифичные SNP могут служить перспективными 
маркерами в определении пола у тополя. Мето-
ды детекции SNP быстрее, дешевле и надежнее, 
чем полногеномое секвенирование, необходи-
мое для установления всей последовательности 
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SDR. Однако необходима тщательная валида-
ция этих SNP-маркеров.

SDR тополя содержит большое количество 
мобильных элементов, формирующих большой 
размер SDR и сыгравших важную роль в эво-
люции половых локусов. Часто встречаются 
ДНК-транспозоны групп Helitron и LTR-RT су-
персемейств Gypsy и Copia. Представители по-
следних двух групп имеют сходную структуру: 
на концах находятся LTR, между которыми 
пять генов, кодирующих группоспецифичный 
антиген (GAG), протеазу (PR), интегразу (INT), 
обратную транскриптазу (RT), рибонуклеа-
зу H (RH). Суперсемейства различаются лишь 
порядком расположения генов (в направлении 
5’ → 3’): у Copia это – GAG, PR, INT, RT и RH, 
а у Gypsy – GAG, PR, RT, RH и INT (рис. 2). От-
метим, что 30–40% генома тополя приходится 
на повторяющиеся последовательности, из ко-
торых более половины относятся к LTR-RT и 
в первую очередь к суперсемействам Gypsy и Co-
pia [59, 77, 78]. Таким образом, появление LTR-
RT в SDR вполне закономерно. Расположение 
LTR-RT, а также Helitron-подобных элементов 
вблизи генов RR в SDR P. trichocarpa, P. euphra-
tica и P. alba, указывает на их сильное влияние 
на структуру и функционирование SDR [39, 43]. 

ОРТОЛОГИ ARR16/ARR17 
И МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПОЛА У ТОПОЛЯ

У тополя, как и у других представителей се-
мейства Salicaceae, главными регуляторами пола 
являются ортологи генов ARR16/ARR17, лока-
лизованные в SDR. Это подтверждается тем, 
что ортологи ARR16/ARR17 экспрессируются 
преимущественно в репродуктивных тканях, 
а их дифференциальное метилирование и экс-
прессия ассоциированы с полом [10, 79].

Доказательством служат результаты экспе-
римента на P. tremula, в котором нокаут ортоло-
га ARR16/ARR17 при помощи системы CRISPR/
Cas9 превратил женские растения в мужские 
[55]. WGD и иные механизмы дупликации ге-
нов способствовали увеличению количества 
полных и частичных копий генов RR, включая 
ортологов ARR16/ARR17, в SDR тополя. Рекор-
дсменом по количеству частичных копий орто-
логов ARR16/ARR17 среди тополей является P. 
euphratica: он содержит шесть коротких (S1, S2, 
S3, S4, S5, S6) и четыре длинных (L1, L2, L3, L4) 
фрагмента, которые появились, по-видимому, 
в результате перемещения мобильных элемен-
тов [43]. Это предположение подтверждается 
присутствием во всех коротких последователь-
ностях, кроме S2, представителя группы Heli-
tron-подобных транспозонов, а во всех длин-
ных – элементов суперсемейства Copia [43]. 

Предложен вероятный эволюционный сце-
нарий формирования SDR со сложной струк-
турой в секции Populus [59]. У общего предка 
секции Populus могло быть два аллеля SDR: пер-
вый (предок SDR на Z-хромосоме P. qiongdaoen-
sis и P. alba и X-хромосоме P. tremula) не содер-
жал ортологов ARR16/ARR17, а второй (предок 
SDR на W-хромосоме P. qiongdaoensis и P. alba 
и Y-хромосоме P. tremula) имел две обращенные 
друг к другу копии ортологов ARR16/ARR17, 
к 5’-концам которых примыкали транспозоны 
из группы Helitron [59]. Далее в эволюцион-
ной ветви P. qiongdaoensis в предковой форме 
W-хромосомы произошла частичная дуплика-
ция этой пары генов. Новообразованные дупли-
каты оказались дефектными, тогда как актив-
ность исходных генов и механизм определения 
пола сохранились [59]. В эволюционной ветви 
предков P. alba и P. tremula произошла трансло-
кация полной копии ортолога ARR16/ARR17 
из прицентромерного в субтеломерный район 
W-хромосомы с последующей двойной дупли-
кацией. Показано, что рядом с каждым дупли-
катом ортолога ARR16/ARR17 у P. alba находятся 
Helitron- и Copia-подобные элементы, кото-
рые, по-видимому, опосредовали транслокацию 
и дупликацию ортологов ARR16/ARR17 [43]. 
Исходный SDR у P. alba элиминировался. Та-
ким образом, у женских растений P. alba (ZW) 
на W-хромосоме локализованы три копии орто-
логов ARR16/ARR17, а у мужских (ZZ) – ни од-
ной. У P. tremula в исходном SDR сохранились 
фрагменты ортологов ARR16/ARR17, один из ко-
торых дуплицировался. В отличие от P. alba, у P. 
tremula сформировалась XY-система, в которой 
у женских растений (XX) в X-SDR находятся две 
копии PtRR9, а у мужских растений (XY) в со-
став Y-SDR входят не только две копии PtRR9, 
но и фрагменты исходных генов, которые теперь 
служат репрессорами PtRR9 [55, 59].

Наиболее детально изучены молекулярные 
механизмы определения пола у видов секции 
ATL: P. trichocarpa, P. balsamifera и P. deltiodes. P. 
trichocarpa обладает двумя SDR, расположен-
ными в субтеломерных участках левого и пра-
вого плечей хромосомы 19 (XY). В Y-SDR 
в левом плече Y-хромосомы находятся пять ча-
стичных дупликатов ортолога ARR16/ARR17, 
названного PtRR9. Полноразмерный PtRR9 
локализован в субтеломерном районе право-
го плеча Y-хромосомы (рис. 3). X-хромосома 
содержит только ген PtRR9 (в той же позиции, 
что и на Y-хромосоме) и не содержит частичных 
дупликатов на SDR. Показано, что у мужских 
растений с частичных дупликатов гена PtRR9 
в SDR транскрибируются днРНК, комплемен-
тарные всем экзонам PtRR9, кроме экзонов 
5 и 6 [39]. Это хорошо коррелирует со статусом 
метилирования экзонов PtRR9, наблюдаемым 
у P. basamifera: наиболее сильно метилирован-
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ными у мужских растений по сравнению с жен-
скими оказались экзоны 1 и 4, тогда как экзон 
5 не метилирован [10]. В свою очередь, высокий 
уровень метилирования экзонов PtRR9 соответ-
ствует подавлению экспрессии этого гена у муж-
ских особей. Кроме того, частичные дупликаты 
ортологов ARR16/ARR17 образуют инвертиро-

ванные повторы, а значит, транскрибируемая 
с них РНК может образовывать двухцепочечную 
РНК. Эта РНК может процессироваться систе-
мой РНК-интерференции c образованием малых 
РНК, способных репрессировать полные орто-
логи ARR16/ARR17 как путем метилирования 
ДНК, так и путем деградации мРНК [10, 39].
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Рис. 3. Молекулярно-генетические механизмы определения пола у представителей секции APL: P. trichocarpa и P. 
deltoides. Схематично представлены структуры Y-SDR и механизмы регуляции экспрессии ортологов ARR16/ARR17 
у P. trichocarpa и P. deltoides. У обоих видов в субтеломерных участках хромосомы 19 находятся SDR. В SDR, распо-
ложенном на левом плече, локализованы частичные дупликаты ортологов ARR16/ARR17 (у P. deltoides эта область 
называется FERR-R), которые имеют общее эволюционное происхождение с находящимися на противоположном 
конце той же хромосомы ортологами ARR16/ARR17 (у P. deltoides этот ген называется FERR).

Сходный механизм детерминации пола опи-
сан у P. deltoides. В субтеломерном районе пра-
вого плеча хромосомы 19 локализован ген FERR 
(он же PdRR9 [38], ортолог ARR16/ARR17). 
У мужских особей в левом плече этой же хро-
мосомы (Y-хромосомы) расположен Y-SDR 
(он отсутствует в X-хромосоме). В Y-SDR вы-
деляют три области [80]. В одной из этих обла-
стей находятся гены MSL и FERR-R, последний 
представляет собой частичные дупликаты гена 
FERR, расположенные в порядке голова к хво-
сту. В состав FERR-R входят восемь фрагментов 
(S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8), с которых транс-
крибируются длинные некодирующие РНК, 
вызывающие РНК-зависимое метилирование 
гена FERR и деградацию его транскриптов в ци-

топлазме. В результате в цветках мужских рас-
тений экспрессируется только FERR-R, а в жен-
ских – FERR [56]. 

Помимо репрессоров ортологов ARR16/
ARR17 в Y-SDR некоторых видов тополя на-
ходится репрессор гена HEMA1, кодирующего 
одну из трех (другие кодируются паралогами 
HEMA2 и HEMA3) глутамил-тРНК-редуктаз – 
ферментов, катализирующих скорость-лимити-
рующую стадию в пути биосинтеза хлорофилла 
[81, 80]. Репрессор HEMA1 представляет собой 
два инвертированных повтора, находящих-
ся в спейсере 2 у P. trichocarpa или в области 
S5 у P. deltoides на хромосоме 9 (рис. 3) [39, 56]. 
Помимо P. trichocarpa и P. deltoides, репрессоры 
HEMA1 обнаружены в Y-SDR у P. euphratica и P. 
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pruinosa (секция Turanga), их наличие возмож-
но и у других представителей рода Populus [55]. 
По аналогии с ортологами ARR16/ARR17 можно 
предположить, что у мужских особей HEMA1 ре-
прессирован. Однако связь с полом и функци-
ональная роль репрессии HEMA1 в настоящее 
время не установлены.

Понимание механизмов определения пола 
у тополя открывает возможности для направ-
ленной модификации этого растения. Напри-
мер, нокаут гомолога ARR16/ARR17 у женских 
особей P. tremula при помощи системы CRISPR/
Cas9 способствовал развитию у них мужских 
цветков [55]. Согласно неопубликованным дан-
ным, недостаточная экспрессия FERR-R у гене-
тически мужских особей P. lasiocarpa приводит 
к гипометилированию гена FERR, в связи с чем 
растения приобретают промежуточный половой 
фенотип с мужскими и женскими цветками [72]. 
P. × canescens способны к направленной смене 
пола во взрослом состоянии: около 30% потом-
ков F1, полученных при скрещивании ♀ P. alba 
× ♂ P. tremula, будучи генетически женскими, 
демонстрировали половую лабильность в тече-
ние жизни, так как сначала на них развивались 
только мужские цветки, с течением времени 
формировались одновременно мужские, жен-
ские и обоеполые, а затем только женские [82]. 
Случаи отклонения от двудомности ранее были 
описаны у P. tremuloides, P. tremula, P. trichocarpa, 
P. deltoides, P. euphratica, P. tomentosa, P. nigra и др. 
[82].

По-видимому, микроРНК-зависимое мети-
лирование SDR и других полспецифичных ге-
нов, находящихся вне половых хромосом, в ге-
неративных органах широко распространено 
не только у тополя [83], но и у других двудомных 
растений [84–87]. Далее рассмотрим микроРНК 
и их гены-мишени, дифференциальная экспрес-
сия которых ассоциирована с полом.

микроРНК, ИХ МИШЕНИ 
И ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНАЯ ЭКСПРЕССИЯ 
ГЕНОВ, АССОЦИИРОВАННАЯ С ПОЛОМ

Различия между женскими и мужскими осо-
бями у тополя обусловлены экспрессией прежде 
всего ортологов ARR16/ARR17 в SDR, наблюда-
емой только в женских генеративных органах 
[55]. Установлено, что в генеративных органах 
наблюдается полспецифичная экспрессия боль-
шого числа других генов. Так, у P. × sibirica об-
наружено несколько тысяч генов, экспрессия 
которых различается в мужских и женских рас-
тениях, и большая часть этих генов приходится 
на цветки [15]. Следует отметить, что на сомати-
ческих хромосомах тополя, помимо полопреде-
ляющего ортолога ARR16/ARR17, находятся его 

многочисленные паралоги из группы RRA [38]. 
“Соматические” гены RRA экспрессируются как 
в вегетативных, так и в генеративных органах, 
при этом некоторые из них проявляют полспец-
ифичную экспрессию в генеративных органах 
[38]. Эти данные указывают на возможное уча-
стие паралогов ARR16/ARR17 в формировании 
первичных половых признаков у тополя, скорее 
всего, за счет прямой или опосредованной регу-
ляции полспецифичной экспрессии генов.

В исследовании Cronk и соавт. изучена связь 
между экспрессией генов и развитием мужских 
и женских генеративных почек у P. balsamifera 
с июня по октябрь, а затем в марте и мае сле-
дующего года [25]. Показано, что профиль экс-
прессии генов меняется незначительно в первые 
месяцы развития почек, что, возможно, связа-
но с летней диапаузой. В осенний период (сен-
тябрь–октябрь) начинается подготовка к зиме, 
что ведет к повышению экспрессии ряда генов. 
Экспрессия еще большего числа генов изменя-
ется в марте, и пик количества дифференциаль-
но экспрессируемых генов приходится на май, 
когда формируются сами генеративные органы. 
В это время полспецифично меняется экспрес-
сия более 2000 генов. Среди них выделяются 
гены, связанные с модификацией хроматина, 
которые экспрессируются пятью сменяющи-
ми друг друга волнами: ранние (DDM1, KYP, 
argonaute, CMT3, CDK1, CDK2, AUR1, AUR3, 
BRCA1-homologue, ATXR6, JMJ12, JMJ13, RRC2, 
CLF, VRN5), ранне-средние (DRD1, AGO4, 
SHH1, JMJ27, TAF14B, ATX1, FLD), средние 
(CYP71, JMJ16, JMJ17, JMJ20, HDA6), поздние 
(HDA19, ENY2, UBC2) и очень поздние (SUVH5 
(в основном, у мужских растений), SAHH1). Мо-
дификация гистонов и последующее изменение 
структуры хроматина предшествуют дальней-
шим изменениям экспрессии генов [88]. Выде-
ленные группы регуляторов структуры хромати-
на могут быть эффекторами сигнальных путей, 
интегрирующих параметры окружающей среды 
(свет, температура и т. д.), чтобы контролировать 
последовательное изменение экспрессии опре-
деленных наборов других генов, обеспечивать 
тем самым этапность развития генеративных 
органов. Этими же авторами обнаружена срав-
нительно небольшая группа из 110 генов, экс-
прессия которых зависит от пола и не зависит 
от стадии развития почки [25]. В первую очередь 
к этим генам относится PbRR9 (ортолог ARR16/
ARR17), экспрессирующийся только в женских 
цветках, а также ортологи ARR9 и ARR22. Не-
смотря на то, что ортологи ARR9 и ARR22 не на-
ходятся на половой хромосоме, их экспрессия 
коррелирует с активностью PbRR9, и уровень 
их мРНК выше в мужских цветках, чем в жен-
ских. Возможно, экспрессия ортологов ARR9 
и ARR22 регулируется по механизму отрицатель-
ной обратной связи со стороны гомолога PbRR9. 
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Также в мужских цветках повышена экспрессия 
двух гомологов, относящихся к генам с MADS-
боксом: PI и AP3. У A. thaliana гетеродимер PI/
AP3 отрицательно регулирует развитие лепест-
ков и тычинок, в том числе, путем репрессии 
генов GATA21 и GNC, кодирующих гетеродимер-
ный фактор транскрипции [89]. В соответствии 
с этими данными гомологи GATA21 и GNC у то-
поля активнее экспрессируются в женских цвет-
ках, чем в мужских [25]. У мужских растений 
повышена экспрессия генов, кодирующих ком-
поненты рецепции и передачи сигналов цитоки-
нинов: AHK4, AHP5 (кодируют рецепторы цито-
кининов), CRF5 (RR регулятор типа B), ADA2 
(транскрипционный адаптер 2). Интересно, 
что аллели генов, находящихся в SDR: MET1, 
CLC-c и TCP1, а также CHR11 (кодирует белок, 
занимающийся ремоделированием хроматина), 
экспрессируются полспецифично. Один аллель 
сверхэкспрессируется в мужских растениях, 
а второй – в женских. Полспецифично экспрес-
сируются гены, связанные с устойчивостью к за-
болеваниям и ответом на окислительный стресс 
(гены из суперсемейства пероксидаз) [25]. Это 
может объяснять связанные с полом различия 
в устойчивости к патогенам [23] и окислитель-
ному стрессу [4, 21], наблюдаемые у тополя, что 
важно учитывать при озеленении населенных 
пунктов.

У P. tomentosa различия между мужскими 
и женскими цветками проявляются в экспрес-
сии 24 генов, причем многие из них расположе-
ны на половой 19-й хромосоме [76]. Так, у жен-
ских растений повышена экспрессия MET1 
(хромосоме 19) и DMT3, кодирующих ДНК-ме-
тилтрансферазы, что хорошо коррелирует с по-
вышенным общим уровнем метилирования ДНК 
в женских цветках. В мужских цветках сверхэкс-
прессирован ген DDM1 ДНК-метилтрансферазы 
(хромосома 19). Эти данные указывают на вов-
леченность ДНК-метилтрансфераз в полспеци-
фичную регуляцию экспрессии генов. Большая 
часть других полспецифично экспрессируемых 
генов участвует в ранних этапах развития цвет-
ков и в путях передачи сигналов, запускаемых 
такими гормонами, как цитокинины, гиббе-
реллины, индолилуксусная и абсцизовая кис-
лоты (рис. 4). Например, в женских растениях 
сверхэкспрессированы гены ATA, PM30, MSL3, 
MYB79, GI, RGF1, TFL1, PIL5, PIN13, SAUR39, 
GA20ox2, CKX3, а в мужских – A9.2, EXPA10, SVP, 
COL9, AGL24, UFO, SAP, SAUR13, GA20ox7 [76]. 

Интересно, что у P. tomentosa обнаружены 
гены, метилирование которых связано с повы-
шением их экспрессии. Так, в женских растени-
ях полностью и наполовину метилированы гены 
PtGT2 (гомолог MF26) и PtPAL3 (гомолог MF29), 
тогда как оба гена не метилированы в мужских. 

В мужских растениях полностью метилирован 
PtCER4 (гомолог MF35), не метилированный 
в женских растениях. При этом PtGT2 и PtPAL3 
активнее экспрессируются в женских растениях, 
а PtCER4 – в мужских [81].

МикроРНК активно участвуют в регуля-
ции экспрессии генов, опосредуя их метили-
рование. Имеются зависимые от пола отличия 
в структуре микроРНК: в мужских цветках P. 
tomentosa микроРНК состоит из 21 или 24 ну-
клеотидов, тогда как в женских преобладают 
микроРНК длиной 21 нуклеотид [90]. Кро-
ме того, число микроРНК, экспрессируемых 
в женских цветках, больше, чем в мужских 
(94 против 40 в случае канонических микроРНК 
и 61 против 11 в случае новых микроРНК) [90]. 
Возможно, повышенное количество микроРНК 
вносит вклад в повышенный общий уровень ме-
тилирования генома, наблюдаемый в женских 
растениях [76]. В ходе картирования метилиро-
ванных участков генома P. tomentosa установле-
но, что 15.1% прочтений приходится на гены, 
из которых 95.7% белоккодирующие, а осталь-
ные 4.3% – это гены микроРНК [91]. В белок-
кодирующих генах сильнее метилированы CpG-
островки в промоторной области, а также тело 
гена, а в генах микроРНК – CHH-островки, 
а также 3’- и 5’-нетранслируемые области. Вы-
явлены также половые различия в степени ме-
тилирования CHH-островков, которые чаще 
находятся в межгенных областях и сильнее все-
го метилированы у мужских растений. Половые 
различия в метилировании генов и межгенных 
участков могут быть связаны с дифференциаль-
ной экспрессией генов ДНК-метилтрансфераз, 
локализованных на половых хромосомах (на-
пример, MET1, DMT3 и DDM1 [76]). Наблюда-
ется обратная зависимость между уровнем экс-
прессии микроРНК и их мишеней. Например, 
в женских растениях по сравнению с мужскими 
повышена экспрессия miR169-q, t, u (при этом 
понижена экспрессия мРНК их гена-мишени 
NFYA); miR-164a, e (и понижена – мРНК их ми-
шеней CUC1 и CUC2); miR-159а, miR-319f (и по-
нижена – мРНК их мишеней MYB33, MYB65, 
MYB101, TCP2, TCP3, TCP10, TCP24); пони-
жена – экспрессия 172b, i (и повышена мРНК 
их мишени AP2); miR-156l, k (и понижена мРНК 
их мишеней SPL9, SPL10) [91]. Большая часть 
мишеней микроРНК связана с развитием цветка 
(COL2, AP2, UFO и PM36 негативно регулируют-
ся F-специфичными микроРНК; EPR1 и PFT1 
негативно регулируются M-специфичными 
микроРНК). Следующая по количеству группа 
генов-мишеней связана с метаболизмом фито-
гормонов (PINI ARATH, IAA4, GA2ox, EREBF4, 
SAUR29, ABA3 и ABI3 негативно регулируют-
ся F-специфичными микроРНК), транспор-
том Ca2+ (EDA39 и AT1G21630 негативно ре-
гулируются F-специфичными микроРНК; 
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Рис. 4. Функциональные группы генов, экспрессия которых полспецифично контролируется микроРНК. Наи-
большее количество мишеней микроРНК описано у генов, отвечающих за развитие цветка. На втором месте по ко-
личеству мишеней, регулируемых микроРНК, находится группа генов, отвечающая за метаболизм гормонов.

CDP негативно регулируется M-специфичной 
микроРНК) и метилированием ДНК (три 
микроРНК; DDM1 негативно регулируются 
F-специфичными микроРНК; MET1 негативно 
регулируется M-специфичной miR167) (рис. 4). 
Следует отметить, что значительная часть ми-
шеней микроРНК локализована на половой 
хромосоме 19. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Деревья рода Populus активно применяются 

в озеленении крупных населенных пунктов, при 
этом наиболее предпочтительно использование 
мужских особей. Однако сложный эволюци-
онный путь привел к формированию у тополя 
сложного по структуре и механизмам функци-
онирования полового локуса, обогащенного 
мобильными элементами и дупликатами пол-
специфичных генов. При этом в пределах рода 

наблюдаются существенные вариации в строе-
нии полового локуса и механизмах определения 
пола: они могут значительно различаться между 
секциями. Несмотря на то, что у тополей клю-
чевым регулятором пола служит один ген орто-
лог ARR16/ARR17, обилие полных и частичных 
копий этого гена и наличие нескольких уровней 
регуляции его активности делает определение 
пола у различных видов тополей непростой зада-
чей. Дальнейшие исследования, направленные 
на более глубокое понимание структуры и ме-
ханизмов определения пола, важны не только 
с практической точки зрения, но представляют 
также большой фундаментальный интерес, по-
скольку могут приблизить нас к пониманию 
эволюционных механизмов, способствовавших 
формированию этой разнообразной и успешной 
группы деревьев. 

Работа выполнена при поддержке Россий-
ского научного фонда (грант № 22-14-00404). 
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Авторы сообщают об отсутствии конфликта 
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Molecular and Genetic Mechanisms of Sex Determination in Poplar
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The study of molecular and genetic mechanisms of sex determination in poplar is of interest not only in the 
fundamental aspect, but also in the applied aspect. In landscaping of large settlements, it is advisable to use 
male individuals of Populus genus due to their hypoallergenicity and increased resistance to environmental 
pollution, stress conditions and pathogens. However, sex determination in poplars is complicated by the 
complex genetic structure of the sex-determining region of the genome (SDR). In this review, the emer-
gence, evolution, structure and function of the SDR in the genus Populus are discussed. Current insights into 
the structure and function of the key regulator of sex selection in poplars, the orthologous ARR16/ARR17 
gene, and the possible role of other genes differentially expressed between male and female plants, including 
microRNAs, in this process are discussed in detail. The great diversity of species and the high complexity 
of SDR organization justify the need for further study of the molecular mechanisms of sex determination 
in poplars.
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РНК-полимераза III синтезирует многочисленные некодирующие РНК длиной не более 400 ну-
клеотидов. Эти РНК принимают участие в синтезе белков (тРНК, 5S рРНК и 7SL РНК), созре-
вании и сплайсинге разных типов РНК (RPR, MRP РНК и U6 РНК), регуляции транскрипции 
(7SK РНК), репликации (Y РНК) и внутриклеточном транспорте (vault РНК). Гены BC200 и BC1 
РНК транскрибируются РНК-полимеразой III только в нейронах, где эти РНК регулируют синтез 
белков. Мутации регуляторных элементов генов, транскрибируемых РНК-полимеразой III, а также 
транскрипционных факторов этой РНК-полимеразы связаны с развитием целого ряда заболева-
ний, прежде всего, онкологических и неврологических. В связи с этим в последнее время активно 
исследуются механизмы регуляции экспрессии генов, содержащих различные промоторы РНК-по-
лимеразы III. Данный обзор посвящен структурно-функциональной классификации промоторов 
полимеразы III, а также факторам, участвующим в регуляции промоторов разных типов. На ряде 
примеров рассмотрена роль описываемых факторов в патогенезе заболеваний человека.

Ключевые слова: РНК-полимераза III, гены, промоторы, факторы транскрипции, некодирующие 
РНК, млекопитающие, патологии человека
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Сокращения: SINE (short interspersed elements) – короткие диспергированные повторы ДНК; TFIII (transcription factor 
of RNA polymerase III) ‒ транскрипционный фактор РНК-полимеразы III; TBP (TATA-binding protein) ‒ ТАТА-свя-
зывающий белок; Brf (TFIIIB-related factor) ‒ TFIIIB-родственный фактор; Bdp1 (B double prime 1 factor) ─ фактор 
B с двойным штрихом 1; CREB (cAMP-response element binding protein) ‒ белок, связывающий элемент, отвечающий 
на cAMP; C/EBP (CCAAT-enhancer binding protein) ‒ белок, связывающий энхансер CCAAT; SNAPc (snRNA activating 
protein complex) ‒ белковый комплекс, активирующий малые ядерные РНК. 

ВВЕДЕНИЕ
Транскрипция генов и других участков эу-

кариотического генома осуществляется тре-
мя типами РНК-полимераз. РНК-полимераза 
I транскрибирует только гены длинных рибосо-
мных РНК и распознает лишь один тип промо-
тора. РНК-полимераза II транскрибирует очень 
широкий спектр генов ‒ как кодирующих, так 
и некодирующих белки; при этом РНК-поли-
мераза взаимодействует с чрезвычайно разно-
образными белковыми факторами и через них 
c регуляторными элементами ДНК. По разно-
образию транскрибируемых генов и известных 
типов регуляторных элементов РНК-полимера-
за III занимает промежуточное положение меж-
ду двумя другими полимеразами. РНК-полиме-

раза III транскрибирует относительно короткие 
некодирующие РНК, играющие важную роль 
в различных аспектах жизнедеятельности клеток 
[1]. Так, 5S рРНК и тРНК  участвуют в транс-
ляции [2], 7SL РНК играют роль в определении 
места синтеза белков и в их секреции клеткой 
[3], U6 РНК вовлечена в сплайсинг пре-мРНК 
[4, 5], 4.5SH РНК противодействует возникнове-
нию ошибок при сплайсинге [6, 7], RPR и MRP 
РНК необходимы для процессинга пре-тРНК  
и пре-рРНК [8], vault РНК контролирует вну-
триклеточный транспорт и аутофагию [9], 
Y РНК участвует в репликации ДНК [10], 7SK 
РНК осуществляет регуляцию элонгации транс-
крипции РНК-полимеразы II [11]. Как правило, 
РНК, транскрибируемые РНК-полимеразой III, 
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работают во всех типах клеток организма, одна-
ко некоторые из этих РНК обладают тканеспец-
ифической активностью. Так, обнаружено, что 
экспрессия разных генов, кодирующих тРНК, 
может различаться в разных типах клеток [12]. 
РНК BC1, BC200 и G22 экспрессируются пре-
имущественно в нейронах, где эти РНК играют 
важную роль в регуляции трансляции [7, 13, 14]. 

Помимо генов перечисленных выше неко-
дирующих РНК, РНК-полимераза III транс-
крибирует мобильные генетические элементы, 
известные под аббревиатурой SINE (Short Inter-
spersed Nuclear Elements). Десятки и сотни тысяч 
копий SINE присутствуют в геномах подавляю-
щего большинства многоклеточных организ-
мов [15, 16]. В ходе эволюции новые семейства 
SINE возникали огромное число раз, но всегда 
их источником служили нуклеотидные после-
довательности различных видов тРНК или зна-
чительно реже 5S рРНК, а также 7SL РНК. Ин-
тересно, что в редких случаях сами копии SINE 
могли породить гены коротких некодирующих 
РНК. Так, из SINE Alu приматов возникли гены 
РНК BC200, G22 и snaR [14, 17]. Ген BC1 РНК 
эволюционно близкородственен SINE ID гры-
зунов [18], а SINE B1 и B2 мышеподобных гры-
зунов породили, соответственно, гены 4.5SH 
РНК и 4.5SI РНК [19‒21]. 

Рассматривая в этом обзоре промоторы 
РНК-полимеразы III, нельзя не упомянуть 
и терминаторы транскрипции этой полимера-
зы [22]. Механизмы терминации транскрипции 
у РНК-полимераз II и III полностью различны. 
В случае РНК-полимеразы III транскрипция 
прекращается на блоках, состоящих, по край-
ней мере, из четырех остатков тимидина – T≥4. 
К умеренно эффективным (минимальным) тер-
минаторам относятся также пентануклеотиды 
TCTTT и TATTT [23] и некоторые другие Т-бо-
гатые последовательности [24]. 

Известно, что нарушение экспрессии как 
транскрибируемых РНК-полимеразой III генов, 
так и регулирующих эту транскрипцию способ-
ствует развитию ряда социально значимых забо-
леваний, включая онкологические и нарушения 
работы нервной системы [1]. 

Повышение уровня тРНК в целом и от-
дельных тРНК (тРНКMet, Arg, Glu) в частности 
характерно для ряда онкологических заболева-
ний. Также в опухолевых клетках часто повы-
шен уровень и других РНК, транскрибируемых 
РНК-полимеразой III и участвующих в синтезе 
белка, например, 7SL РНК [1]. Как указыва-
лось выше, некоторые продукты транскрипции 
РНК-полимеразы III активно экспрессируются 
преимущественно в определенных типах кле-
ток. Так, РНК BC1 и BC200 экспрессируются 

в основном в нервной ткани и потенциально 
связаны с развитием болезни Альцгеймера. По-
казано, что уровень BC200 повышен в областях 
мозга, наиболее затронутых этой патологией, 
при этом уровень данной РНК оказался прямо 
пропорциональным тяжести заболевания [25].

Мутации в белке BRF1, который участвует 
в регуляции активности промоторов РНК-по-
лимеразы III, приводят к нарушению развития 
центральной нервной системы у человека [26]. 
С другой стороны, повышенный уровень BRF1 
наблюдается в клетках гепатоцеллюлярной кар-
циномы, причем повышенный уровень данного 
белка коррелирует с негативным прогнозом для 
пациентов [27]. Любопытно, что фактор BRF1 
отвечает за активацию РНК-полимеразы III 
в ответ на потребление алкоголя как в нормаль-
ных, так и в опухолевых клетках печени [27]. 
С другой стороны, ген BRF1 может играть роль 
опухолевого супрессора, а его подавление сти-
мулирует пролиферацию фибробластов. Кроме 
того, для клеток опухолей почек и прямой киш-
ки характерна делеция гена BRF1 или снижение 
уровня его экспрессии [28]. Повышенный уро-
вень экспрессии другого гена, регулирующего 
активность РНК-полимеразы III, BRF2 характе-
рен для пациентов с немелкоклеточным раком 
легкого. Амплификация этого гена часто наблю-
дается в клетках этого типа рака, а подавление 
его экспрессии снижает скорость деления опу-
холевых клеток [29]. 

Получены данные, свидетельствующие, 
что нарушение каталитической активности 
РНК-полимеразы III вследствие мутаций ге-
нов, кодирующих ее субъединицы, приводит 
к развитию синдрома Видемана ‒  Раутенштра-
уха, который характеризуется чрезвычайно 
быстрым старением [30]. Однако достаточно 
неожиданными оказались результаты экспери-
ментов с системным подавлением активности 
РНК-полимеразы III: сниженный уровень ак-
тивности данного фермента приводил к уве-
личению продолжительности жизни дрожжей, 
беспозвоночных и даже мышей [5]. Предложе-
но несколько механизмов влияния РНК-поли-
меразы III на продолжительность жизни. Одни 
авторы предполагают, что снижение активно-
сти данного фермента приводит к замедлению 
трансляции и предотвращению накопления не-
правильно свернутых белков, увеличение уров-
ня которых может приводить к гибели клеток 
и развитию нейродегенеративных заболеваний 
[5, 31]. С другой стороны, повышенная актив-
ность РНК-полимеразы III, наблюдаемая при 
подавлении экспрессии ингибитора этой по-
лимеразы, белка Maf1, приводит к увеличению 
образования R-петель, следствием чего являет-
ся повышение количества повреждений ДНК 
и генетической нестабильности, что, в свою 
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очередь, приводит к ускорению старения [5]. 
Кроме того, опубликованы данные, указываю-
щие на влияние повышенного уровня фрагмен-
тов тРНК на развитие возрастных заболеваний 
[32]. Таким образом, исследование механизмов 
регуляции активности промоторов РНК-поли-
меразы III может быть важным для понимания 
процессов развития многих патологий человека. 

В настоящее время описаны три основных 
типа промоторов РНК-полимеразы III ‒ типы 1, 
2 и 3. Эти промоторы рекрутируют разные бел-
ковые комплексы [33] и, следовательно, могут 
регулироваться разными сигнальными путями. 
В нашем обзоре описаны структуры промоторов 
РНК-полимеразы III и спектр факторов, которые 
с ними взаимодействуют. (Рассмотрены преиму-
щественно данные, полученные на клетках мле-
копитающих, хотя большое число исследований 
в этой области проведено на дрожжах). Обсуж-
дается также, как изменения экспрессии генов, 
обладающих разными типами промоторов, могут 
участвовать в патогенезе заболеваний человека.

СТРУКТУРА И РЕГУЛЯЦИЯ  
ПРОМОТОРОВ ТИПА 1

Промотор РНК-полимеразы III перво-
го типа характерен только для генов 5S рРНК. 
У Xenopus laevis этот промотор представляет со-
бой ICR район, состоящий из трех функцио-
нальных элементов ‒ бокса A (занимает пози-
ции от +50 до +60), промежуточного элемента 
IE (от +67 до +72) и бокса C (от +80 до +90) 
[34, 35] (рис. 1а). Последовательность бок-
са A присутствует в большинстве промоторов, 
контролируемых РНК-полимеразой III, и име-
ет консенсус ‒ T(G/A)G(C/T)NNANNNG 
(N ‒ любой нуклеотид). Бокс С ‒ это наибо-
лее консервативный элемент промоторов дан-
ного типа, консенсус этой последовательности 
‒ (G/A)GATGGGNGAC. Кроме того, у боль-
шинства млекопитающих в 5ꞌ-фланкирующей 
последовательности в позиции −32/−21 генов 
5S рРНК находится так называемый бокс D: 
GGCTCTTGGGGC [36, 37]. Его удаление при-
водит к существенному снижению эффектив-
ности транскрипции [36]. Ключевым фактором 
в регуляции транскрипции генов 5S рРНК яв-
ляется фактор TFIIIA, который напрямую вза-
имодействует с ICR районом (рис. 1а). TFIIIA, 
связанный с промотором, привлекает фактор 
TFIIIC [38, 39], который состоит из шести субъ-
единиц [40] и в отличие от TFIIIA регулирует 
транскрипцию генов, содержащих промотор как 
первого, так и второго типа (см. ниже). Субъе-
диницы фактора TFIIIC, TFIIIC102 и TFIIIC63, 
в свою очередь, последовательно привлекают 
фактор TFIIIB-β, состоящий из белков TBP, 
BDP1 и BRF1, и непосредственно РНК-поли-

ИЗМЕНЕНИЕ АКТИВНОСТИ 
ПРОМОТОРОВ ТИПА 1 ПРИ ПАТОЛОГИЯХ

Опубликованы данные, указывающие на су-
ществование связи между уровнем экспрессии 
5S рРНК и развитием некоторых заболеваний. 
Так, снижение уровня 5S рРНК обнаружено при 
гипомиелинизирующей лейкодистрофии. У па-
циентов с этим заболеванием найдена мутация 
R41W в гене POLR3K, кодирующем субъедини-
цу RPC10 РНК-полимеразы III, которая слабо 
влияет на синтез тРНК, но при этом приводит 
к сильному подавлению экспрессии 5S рРНК 
[46]. Снижение уровня 5S рРНК наблюдается 
у пациентов с синдромом Видемана – Раутен-
штрауха [47].

Повышенный уровень транскрипционного 
фактора TFIIIC наблюдается в опухолях яич-
ника. Этот фактор способствует, в том числе, 
экспрессии 5S рРНК [48]. В клетках рака мо-
лочной железы повышен уровень транскрип-
ционных факторов BRF1 и ERα, способных 
повышать уровень 5S рРНК за счет активации 
промотора РНК-полимеразы III первого типа. 
Методом ChIP-qPCR показано связывание ERα 
с данным промотором в клетках рака молочной 
железы человека [1, 49]. Получены интересные 
данные о важной роли не вошедшей в состав 
рибосомы 5S рРНК в активации белка р53 – 
ключевого опухолевого супрессора. Оказалось, 
что 5S рРНК в составе рибонуклеопротеино-
вого комплекса 5S-РНП ингибирует убикви-
тинлигазу MDM2, стабилизируя и активируя 
таким образом р53 [50]. Показано, что 5S рРНК 
участвует в активации p53 в ответ на некото-
рые химиотерапевтические препараты, а также 
играет ключевую роль при активации р53 дру-
гим опухолевым репрессором, белком р14 [50]. 
Поскольку сигналом к активации данного пути 
служит 5S рРНК, не вошедшая в состав субъеди-
ницы рибосомы, можно предположить, что этот 
механизм направлен на распознавание проблем 
в сборке рибосом, например, нарушения коор-
динации работы РНК-полимераз I и III.

СТРУКТУРА И РЕГУЛЯЦИЯ  
ПРОМОТОРОВ ТИПА 2

Все промоторы типа 2 содержат два бок-
са (А и В), расположенных внутри гена, т. е. 
в пределах транскрибируемой последова-
тельности ДНК. Бокс А находится в позиции 
+12/+22 и отделен от бокса B участком длиной 

меразу III [41‒43]. Активность фактора TFIIIB 
может быть усилена за счет взаимодействия 
с фактором MYC или подавлена белками р53 
и Rb1 [44, 45]. 
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TFIIIA

ТерминаторС-боксА-бокс IEСайт начала
˙° анскрипции

ТерминаторB-боксА-боксСайт начала
˙° анскрипции

ТерминаторB-боксА-боксCRE/CCAAT Сайт начала
˙° анскрипции

ТАТА-
ˇ˛ добный
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ТерминаторPSEDSE Сайт начала
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°  ˜° ˛˝˛˙˛° ˙ˆˇ˘ 2
    (ˇ° ˛стой вариант)
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    (сложный вариант)

 ̋ ˜° ˛˝˛˙˛° ˙ˆˇ˘ 3

TFIIIC

TFIIIC

Рис. 1. Схемы промоторов РНК-полимеразы III и белковых факторов, участвующих в инициации транскрипции 
на этих промоторах. Показаны промоторы трех типов. а – тип 1; б и в – тип 2; г – тип 3. Сайты связывания белко-
вых факторов показаны прямоугольниками разного цвета в составе генов и последовательностей ДНК, их 5ꞌ-флан-
кирующих. Тонкими стрелками отмечены взаимодействия белковых факторов между собой и сайтами (боксами) 
в ДНК. Остальные объяснения в тексте. 
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30‒40  п. н. (рис. 1б,в). Консенсусная после-
довательность бокса А генов тРНК человека 
‒T(G/A)G(C/T)NNA(G/A)(T/C/G)GG, тогда 
как бокса В ‒  GGTTC(G/A)AN(C/T)C(C/T) 
[12, 51]. Промоторы типа 2 в генах тРНК и SINE 
устроены наиболее просто, они состоят только 
из боксов А и В (рис. 1б). Гены тРНК млекопи-
тающих не содержат в своих 5ꞌ-фланкирующих 
последовательностях ТАТА-боксов или других 
специфических последовательностей [52, 53]. 
Это же относится к большинству генов тРНК 
и других животных. Однако у растений и неко-
торых дрожжей эти гены содержат ТАТА-боксы 
или очень сходные с ними последовательности 
в позиции ‒30 /‒ 24 [52, 54]; TATA-боксы спо-
собствуют эффективной транскрипции генов 
тРНК у этих организмов. SINE почти никогда 
не содержат TATA-боксов в 5ꞌ-фланкирующих 
последовательностях, что легко понять, учиты-
вая случайный характер интеграции копий SINE 
в геном [55, 56]. АТ-богатые последовательно-
сти в позиции ‒ 30/‒ 24 делают транскрипцию 
SINE значительно более эффективной по срав-
нению с GC-богатыми [56]. Боксы A и B не-
посредственно связываются с транскрипцион-
ным фактором TFIIIC, который, как и в случае 
промотора типа 1, привлекает фактор TFIIIB-β, 
включающий белки TBP, BDP1 и BRF1, затем 
с образовавшимся комплексом соединяется 
РНК-полимераза III (рис. 1б) [33, 57].

Некоторые гены с промотором типа 2 устро-
ены несколько сложнее ‒ помимо внутренних 

A и В-боксов они имеют дополнительные бок-
сы в 5ꞌ-фланкирующих последовательностях, 
важные для их эффективной и регулируемой 
транскрипции РНК-полимеразой III (рис. 1в). 
В табл. 1 перечислены такие гены – это гены 
7SL РНК, vault РНК, BC200 и G22 РНК прима-
тов, 4.5SH и 4.5SI РНК мышеподобных грызу-
нов, EBER 1 и 2 РНК вируса Эпштейна ‒ Барр 
и VA-I РНК аденовируса. Все эти гены содер-
жат TATA-подобные боксы, расположенные 
приблизительно в позиции ‒30/‒24. Такие бок-
сы отличаются от ТАТА-боксов (TATAAAA или 
других вариантов с чередующимися остатками 
Т и А) тем, что имеют два или три остатка С или 
G [56]. TATA-подобные боксы разных генов су-
щественно различаются, по-видимому, в ходе 
эволюции их нуклеотидные последовательности 
были тонко настроены на оптимальную работу 
своих генов [56, 66]. TBP способен самостоя-
тельно связываться с ТАТА-боксом, но не с TA-
TA-подобным боксом, для взаимодействия 
с которым обязательно требуется его коопера-
ция с двумя другими белками (BDP1 и BRF1), 
входящими в состав TFIIIB-β (рис. 1в) [33, 67]. 
TATA-подобные боксы безусловно важны для 
инициации транскрипции, так как внесение 
в них мутаций и, тем более, замена этих боксов 
на GC-богатые последовательности резко сни-
жают эффективность транскрипции [56, 59, 61, 
62]. Взаимодействие TFIII-B с ТАТА- или ТА-
ТА-подобными боксами приводит к изгибанию 
и расплетению ДНК в этих сайтах, что необхо-
димо для инициации транскрипции [57].

Таблица 1. Регуляторные элементы в 5ꞌ-фланкирующих последовательностях генов с промоторами типа 
2 РНК-полимеразы III

Ген, кодирующий РНК TATA-подобный 
бокс, позиция

Сайт связывания фактора 
транскрипции, позиция

Сайт связывания фактора 
транскрипции, позиция Ссылка

тРНК
(млекопитающие) Нет Нет Нет [52, 53]

SINE (млекопитающие) Нет Нет Нет [55, 58]
[56]

7SL РНК (млекопитающие) –29/–23 CREB –50/–43 До трех сайтов Sp1  
в области –58 … –96 [56, 59]

Vault РНК (мышь) –30/–24 CREB –53/–46 Нет [60]

BC200 РНК (антропоиды)
и G22 РНК (полуобезьяны ) –32/–26 Нет Неидентифицированный 

фактор: –80/–70 [14]

4.5SH РНК (мышь, крыса, 
тушканчик) –30/–24 CREB –51/–44 Сайт Sp1 в области  

–64 … –86 [56]

4.5SI РНК (мышь, крыса, 
хомяк) –30/–24 C/EBP –51/–42 или реже

CREB –54/–47 Нет [56, 61]

РНК EBER 1 и 2 (вирус 
Эпштейна – Барр) –28/–22 CREB –51/–44 Сайт Sp1 –65/–60 [62, 63] 

VA-I РНК (аденовирус чело-
века) –30/–24 CREB –38/–31 Нет [64, 65]
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В 5ꞌ-фланкирующих последовательностях 

шести из рассматриваемых генов (табл. 1) на-
ходятся также сайты узнавания белка CREB 
(cAMP-responsive element binding protein). В ге-
нах 4.5SI РНК этот сайт чаще всего заменен дру-
гой последовательностью – сайтом узнавания 
белка C/EBP (CCAAT-enhancer binding protein). 
Показано, что эти сайты связывания белковых 
факторов значительно усиливают транскрипцию 
генов РНК-полимеразой III (ссылки в табл. 1), 
т. е. они играют роль энхансеров транскрипции. 
Есть данные, указывающие на то, что связыва-
ние белка AFT (он же CREB) c соответствую-
щим сайтом гена 7SL РНК снимает репрессию 
транскрипции этого гена, вызванную белком p53 
[68]. Возможно, связывание белковых факторов 
с сайтами узнавания CREB и C/EBP позволяет 
вышеперечисленным генам активно транскри-
бироваться в нормальных клетках, содержа-
щих функциональный p53. В трех генах (7SL, 
4.5SH и EBER РНК), приблизительно в области 
‒6 0/‒90,  обнаруживаются один ‒  три сайта уз-
навания фактора Sp1. Удаление этих сайтов уме-
ренно снижало эффективность транскрипции 
генов 4.5SH и EBER РНК, так что этот район 
также, вероятно, служит энхансером и регуля-
тором транскрипции [56, 62]. Отметим, что три 
упомянутых выше белковых фактора известны 
как широко распространенные транскрипцион-
ные факторы РНК-полимеразы II.

Рассматривая промоторы типа 2, необходи-
мо отметить следующее любопытное наблюде-
ние. Оказалось, что в геноме человека широко 
представлены боксы В, способные взаимодей-
ствовать с TFIIIC отдельно от боксов А. Такие 
элементы называются ETC – “extra TFIIIC” 
[69]. Они, за редким исключением, не способны 
инициировать транскрипцию и, по-видимому, 
участвуют в регуляции транскрипции РНК-по-
лимеразой II [70], а также в организации хрома-
тина [12].

Как уже отмечено выше, SINE содержат 
промоторы типа 2, образованные боксами 
А и В, а также, вероятно, случайные последо-
вательности в позиции ‒30/‒24, способные 
в той или иной степени выполнять функции 
TATA-подобного бокса. Так как копии SINE 
в геномах млекопитающих исчисляются ве-
личинами порядка 105‒ 106, среди них всегда 
найдется множество с боксами А и В, не по-
врежденными мутациями, и подходящими по-
следовательностями в позиции ‒30/‒24. Такие 
копии должны быть способны к эффективной 
транскрипции [55, 56, 71], однако в нормаль-
ных клетках, а нередко и в клетках опухоле-
вого происхождения, РНК, транскрибирован-
ные РНК-полимеразой III с SINE, содержатся 
в очень малом количестве. Ранее считалось, что 
это связано с метилированием ДНК SINE [72]. 

Однако позднее в опытах с SINE Alu челове-
ка и SINE B1 и В2 мыши было показано, что 
репрессия транскрипции SINE обусловлена 
другим типом эпигенетических модификаций 
‒ метилированием гистонов, а именно триме-
тилированием лизина 9 гистона 3 (H3K9me3) 
метилтрансферазой SUV39 [73, 74]. Такое ме-
тилирование гистона 3 в области расположения 
копии SINE приводит к тому, что с ДНК может 
связываться только TFIIIC и значительно реже 
также TFIIIВ, тогда как РНК-полимераза III 
вообще не рекрутируется. Снятие метильных 
групп с H3 позволяет собраться на копии SINE 
всему комплексу, включая РНК-полимеразу 
III, что приводит к транскрипции SINE. Поз-
же было показано, что модификации гистонов 
регулируют экспресcию и других генов, транс-
крибируемых РНК-полимеразой III. Напри-
мер, более активные гены тРНК обладают более 
высоким уровнем триметилирования лизина 
4 гистона 3 (H3K4me3), ацетилирования лизи-
на 27 гистона 3 (H3K27ac) [75] и более низким 
уровнем триметилирования лизина 9 гистона 
3 (H3K9me3) [76]. Предполагается, что в мо-
дификации гистонов генов, транскрибируемых 
полимеразой III, участвует белок BDP1, входя-
щий в состав TFIIIB [77]. Также в регуляции 
эпигенетических модификаций может быть за-
действован фактор TFIIIС, взаимодействующий 
с белком CTCF, который отвечает за регуляцию 
распространения эпигенентических модифика-
ций по хроматину [78]. Кроме того, связанные 
с фактором MYC белки GCN5 и р300 участву-
ют в ацетилировании ряда лизинов гистона 3, 
что приводит к активации промоторов генов 
тРНК [44]. В целом большинство модификаций 
промоторов сходны в генах, транскрибируемых 
РНК-полимеразами II и III.

ИЗМЕНЕНИЕ АКТИВНОСТИ 
ПРОМОТОРОВ ТИПА 2 ПРИ ПАТОЛОГИЯХ

Нарушение экспрессии генов, обладаю-
щих промоторами второго типа, наблюдается 
при некоторых патологиях. У пациентов с лей-
кодистрофией обнаружена делеция интрона 
13 гена POLR3A, кодирующего самую большую 
субъединицу РНК-полимеразы III, что при-
водит к удалению экзона 14 при сплайсинге. 
В клетках с данной мутацией выявлено сни-
жение уровня тРНК и 7SL РНК с одновремен-
ным повышением уровня 5S рРНК и 7SK РНК 
[79]. Мутации в нескольких генах, кодирующих 
разные субъединицы полимеразы III, приводят 
к понижению уровня тРНК в клетках. Наиболее 
сильно дефицит тРНК сказывается на образова-
нии миелиновой оболочки нейронов и приводит 
к развитию неврологических заболеваний [75, 
80]. Показано также, что мутация гена POLR3A, 
приводящая к замене метионина на валин в по-
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ложении 852, приводит к подавлению экспрес-
сии РНК 7SL и BC200, тогда как экспрессия 
других продуктов РНК-полимеразы III не изме-
няется. С изменением уровня этих РНК связано 
развитие ряда заболеваний. Так, для опухолевых 
клеток характерен высокий уровень 7SL РНК. 
Понижение уровня этой РНК приводит к по-
давлению пролиферации разных типов опухо-
левых клеток. Интересно, что 7SL РНК может 
взаимодействовать с 3ꞌ-НТО мРНК опухолевого 
супрессора р53, подавляя его экспрессию [81]. 

Как сказано в предыдущей главе, в клетках 
рака молочной железы может быть повышен 
уровень транскрипционных факторов BRF1 
и ERα. Помимо промотора гена 5S рРНК, 
данные факторы взаимодействуют с промото-
ром гена тРНКLeu, что подтверждено методом 
ChIP-qPCR [1, 49]. В целом в опухолях разного 
типа повышен уровень тРНК. Это неудивитель-
но, учитывая, что продукты целого ряда про-
тоонкогенов (MYC, ERK, NOTCH1 и mTORC1) 
стимулируют активность РНК-полимеразы III 
[75]. Однако для некоторых онкологических 
заболеваний характерен повышенный уровень 
определенных типов тРНК. Так, в клетках рака 
молочной железы, обладающих высоким мета-
статическим потенциалом, повышен уровень 
тРНКArg

CCG и тРНКGlu
UUC [82]. В агрессивных 

злокачественных опухолях легкого повышен 
уровень метиониновой тРНК. Любопытно, что 
изменение уровня отдельных тРНК характер-
но не только для опухолевых клеток, но и для 
клеток, ассоциированных с опухолью. Так, по-
казано, что в фибробластах, ассоциированных 
с саркомой и способствующих развитию опухо-
ли, также может быть повышен уровень метио-
ниновой тРНК [83]. 

РНК BC200 и ее аналог у грызунов BC1, 
синтезирующиеся в основном в клетках нерв-
ной системы, предположительно участвуют 
в регуляции трансляции, в том числе, посред-
ством взаимодействия с фактором инициации 
4А и PABP, а также с РНК-связывающим белком 
FMR1 [13, 84, 85]. Уровень BC200 в тканях моз-
га снижается с возрастом. Отмечена также об-
ратная корреляция между уровнем BC200 в тка-
нях мозга пациентов с синдромом Альцгеймера 
и тяжестью заболевания [25]. Уровень этой РНК 
повышен в клетках нескольких типов опухолей, 
причем в основном не нейронального проис-
хождения. Так, повышение уровня BC200 РНК 
обнаружено в клетках рака яичника, молочной 
железы, языка, печени, пищевода, кишечника 
и немелкоклеточного рака легкого. Показано, 
что высокий уровень BC200 ассоциирован с по-
вышенной способностью клеток к инвазивному 
росту [86‒88]. Предполагается, что активность 
этой РНК связана со способностью стимулиро-

вать синтез белка S100A11, регулирующего под-
вижность клеток [89]. Интересно, что регуляция 
экспрессии BC200 в опухолевых клетках стиму-
лируется известными протоонкогенами, такими 
как c-Myc и HNF4α [85, 90]. BC200 может уча-
ствовать в регуляции трансляции определенных 
РНК в опухолевых клетках, а также контроли-
ровать транскрипцию и сплайсинг ряда генов. 
На последние функции указывает способность 
данной РНК взаимодействовать в опухолевых 
клетках с белками TRIM24 и HNRNPK, уча-
ствующими в этих процессах [91, 92]. 

Одна из vault РНК, vtRNA2-1, также назы-
ваемая nc886, связана с развитием ряда патоло-
гий. В настоящее время считается, что эта РНК 
не участвует в формировании комплекса vault, 
но участвует в регуляции активности дцРНК-
зависимой протеинкиназы (double-stranded 
RNA-dependent protein kinase, PKR) [93]. Nc886 
РНК связывается с PKR, блокируя ее актив-
ность, за счет чего эта РНК способна подавлять 
клеточный ответ на интерферон-β, что может 
способствовать размножению аденовирусов 
в клетке [94, 95]. Уровень этой РНК достаточно 
неоднозначно влияет на онкогенный потенци-
ал клетки. Так, в нормальных клетках обычно 
активен только один аллель гена nc886, а дру-
гой метилирован. В ряде опухолей (пищевода, 
желудка, простаты и молочной железы) метили-
рованы оба аллеля, что приводит к повышению 
активности PKR и стимуляции провоспалитель-
ного ответа клетки, ее пролиферации и выжива-
нию. В других опухолях (рак почек, яичников, 
матки, щитовидной железы), наоборот, оба ал-
леля гена nc886 активны. РНК nc886 блокирует 
не только активность PKR, но и работу белка 
DICER, ответственного за образование миРНК. 
Таким образом, нарушение регуляции экспрес-
сии целого ряда генов приводит к повышению 
способности клеток к росту и инвазии [1].

Элементы SINE, такие как Alu-повторы, 
в клетках человека, как правило, не экспресси-
руются [16]. Однако в опухолевых клетках уро-
вень экспрессии этих элементов зачастую замет-
но повышен, что может приводить к усилению 
агрессивности опухолей [1, 96]. Повышенный 
уровень РНК Alu в неопухолевых клетках может 
приводить к их гибели за счет активации ин-
фламмасом. Данный механизм может быть за-
действован в развитии возрастных заболеваний 
[97, 98]. 

СТРУКТУРА И РЕГУЛЯЦИЯ  
ПРОМОТОРОВ ТИПА 3

Промоторы РНК-полимеразы III типа 3 вы-
явлены в генах, кодирующих РНК U6, 7SK, RPR 
и MRP, а также Y-РНК [33, 99, 100]. Для про-
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моторов этого типа характерно отсутствие вну-
тренних боксов А, B или C, а функциональные 
элементы полностью расположены в 5ꞌ-фланки-
рующей последовательности гена (рис. 1г). Един-
ственное исключение составляет ген селеноци-
стеиновой тРНК, который обладает внутренним 
боксом А, но не В. Промотор типа 3 состоит 
из канонического ТАТА-бокса, расположенно-
го в районе позиции −30 относительно точки 
начала транскрипции, элемента PSE (proximal 
sequence element), который находится в позиции 
−60 … −50, и элемента DSE (distal sequence ele-
ment), локализованного приблизительно между 
позициями −240 и −210 (рис. 1г). ТАТА-бокс 
непосредственно взаимодействует с ТВР, ко-
торый является частью комплекса TFIIIB-α. 
В отличие от фактора TFIIIB-β, который свя-
зывается с промоторами типа 1 и 2, TFIIIB-α 
содержит вместо BRF1 белок BRF2 [33]. PSE 
содержит специфическую нуклеотидную по-
следовательность, которая узнается белковым 
комплексом SNAPc (рис. 1г). DSE включает или 
последовательность SPH, взаимодействующую 
с фактором STAF, или октамерсвязывающий 
фактор транскрипции Oct-1 (рис. 1г) [101]. Так-
же показано, что DSE может взаимодействовать 
с фактором Znf143 [102]. Сам SNAPc, состоя-
щий из пяти субъединиц, слабо взаимодействует 
с ДНК, как и TBP. Однако действуя совместно, 
SNAPc и TBP способны эффективно связывать-
ся с ДНК [103]. Сегмент из 50 аминокислотных 
остатков в N-концевой области белка SNAP190, 
крупнейшей субъединицы комплекса SNAPc, 
необходим для связывания с TBP [104]. Инте-
ресно, что мини-комплексы SNAPc, в которых 
отсутствуют эти 50 аминокислотных остатков, 
также активируют транскрипцию. Это позволя-
ет предположить, что в сборке инициирующего 
комплекса участвуют дополнительные механиз-
мы привлечения TBP к ДНК. Действительно, 
PSE способен эффективно рекрутировать TBP, 
связанный с BRF2 [105]. Связывание SNAPc 
с PSE может стабилизироваться и путем взаимо-
действия с фактором Oct-1, связанным, в свою 
очередь, с DSE [101, 104, 106]. Предполагается, 
что прямое взаимодействие комплекса SNAPc, 
связанного с PSE, и Oct-1, связанного с DSE, 
может осуществляться за счет нуклеосомы, ас-
социированной с областью между этими эле-
ментами [107]. Таким образом, все три ком-
плекса (TFIIIB-α, SNAPc и STAF или Oct-1) 
кооперативно взаимодействуют с промотором 
типа 3 и привлекают РНК-полимеразу III.

ИЗМЕНЕНИЕ АКТИВНОСТИ 
ПРОМОТОРОВ ТИПА 3 ПРИ ПАТОЛОГИЯХ

Поскольку продукты генов, контролируемых 
промотором типа 3, участвуют в процессах регу-
ляции экспрессии генов и клеточной пролифе-

рации, уровни таких РНК повышены в опухо-
лях. Так, например, уровень U6 РНК повышен 
в раковых клетках и в сыворотке крови паци-
енток с раком молочной железы с метастазами. 
Экспрессия генов Y РНК, транскрипты которых 
играют важную роль в инициации репликации 
ДНК, увеличена в разных типах злокачествен-
ных опухолей [108−110]. Активация экспрессии 
этих РНК в опухолях может быть связана с по-
вышенным уровнем фактора BRF2 [29, 111]. 

Снижение уровня транскрипционного фак-
тора BRF2, наблюдаемое в условиях окисли-
тельного стресса, приводит к супрессии транс-
крипции селеноцистеиновой тРНК и снижению 
уровня синтеза селенпротеинов. Снижение 
уровня селенпротеинов ухудшает последствия 
окислительного стресса для клетки и повышает 
вероятность ее гибели. Напротив, повышение 
уровня фактора BRF2 способствует лучшей вы-
живаемости клеток в условиях окислительного 
стресса [112]. Предполагается, что повышенный 
уровень BRF2, наблюдающийся в некоторых 
опухолях, стимулирует выживаемость опухоле-
вых клеток [1].

Как упоминалось выше, в клетках пациентов 
с лейкодистрофией идентифицирована делеция 
интрона 13 гена POLR3A, которая приводит 
к удалению экзона 14 в процессе сплайсинга. 
В клетках с этой мутацией снижен уровень ряда 
РНК, синтез которых осуществляется РНК-по-
лимеразой III, в том числе, 7SK, RPR и MRP 
[79]. Уровень 7SK РНК понижен также в клет-
ках с мутациями гена POLR3A, характерными 
для пациентов с синдромом Видемана − Рау-
тенштрауха [47].

Промоторы РНК-полимеразы III типа 3 об-
наружены в интронах генов GPR51, KCNIP4, 
ASCL3, SORL1 и APBB2, играющих важную 
роль в развитии болезни Альцгеймера. Актива-
ция этих промоторов может влиять на уровень 
транскрипции и регуляцию сплайсинга соответ-
ствующих генов, стимулируя развитие болезни 
Альцгеймера. Промоторы типа 3 активируются 
в клеточных линиях нейробластомы под дей-
ствием воспалительных стимулов, что связано 
с увеличением экспрессии белка-предшествен-
ника амилоида (APP) и непосредственно секре-
ции β-амилоида [113‒116].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
РНК, синтез которых инициируется про-

моторами РНК-полимеразы III, контролируют 
ключевые процессы экспрессии генов, прежде 
всего трансляции. Изменения уровня этих РНК 
значимо влияют на способность клеток к про-
лиферации, выживанию и активному функци-
онированию. Опухолевые клетки отличаются 
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от большинства нормальных клеток по целому 
ряду параметров, в том числе по активности 
экспрессии широкого спектра генов, связанных 
с пролиферацией и подвижностью. Не удиви-
тельно, что во многих типах опухолей обнару-
жена активация экспрессии тРНК, рРНК и 7SL 
РНК, необходимая для поддержания высокого 
уровня белкового синтеза. Как сказано выше, 
для некоторых опухолей особенно важен вы-
сокий уровень отдельных тРНК. Повышенный 
уровень этих тРНК может быть лимитирую-
щим фактором при экспрессии таких важных 
для данного типа опухоли генов, как EXOSC2 
и GRIPAP [82]. Об особенностях регуляции экс-
прессии генов в раковых клетках свидетельству-
ет и тот факт, что для многих типов опухолей 
важен высокий уровень РНК BC200, которая 
в норме экспрессируется в основном в клетках 
нервной ткани. 

В результате обратной транскрипции неко-
торых РНК, синтезируемых РНК-полимера-
зой III, образовались мобильные генетические 
элементы [15, 117]. Как уже сказано, в норме 
экспрессия таких элементов подавлена за счет 
модификации хроматина. Однако в опухолевых 
клетках и в процессе старения происходит нару-
шение регуляции экспрессии SINE, что можно 
рассматривать как важный фактор патогенеза 
онкологических и возрастных заболеваний [1, 
96‒98]. Возможно, именно по этой причине 
снижение уровня РНК-полимеразы III суще-
ственно увеличивает продолжительность жизни 
ряда модельных животных [5]. С другой сторо-
ны, пониженный уровень РНК-полимеразы III 
снижает способность модельных млекопитаю-
щих реализовывать высокий уровень нутриен-
тов и способствует развитию метаболических 
заболеваний и более ранней смерти при высо-
кокалорийной диете [118].  

РНК-полимераза III может взаимодейство-
вать не только с клеточными генами, но и с ви-
русной ДНК. Находясь в ядре, она может уча-
ствовать в синтезе некоторых вирусных РНК. 
Однако недавно обнаружили, что РНК-поли-
мераза III может также выходить в цитоплазму 
и взаимодействовать с АТ-богатыми участками 
вирусной ДНК. В этом случае РНК, синтезиро-
ванная данным ферментом, активирует анти-
вирусную защиту клетки [119]. В связи с этим 
мутации генов разных субъединиц РНК-поли-
меразы III могут приводить к существенному 
снижению способности организма сопротив-
ляться таким ДНК-содержащим вирусам, как 
вирус ветряной оспы [120].

Таким образом, РНК-полимераза III способ-
на синтезировать широкий спектр РНК, участву-
ющих в самых разнообразных патологических 
процессах. Изучение механизмов регуляции 

экспрессии этих генов может быть полезным 
для разработки методов корректировки уровня 
определенных РНК. Одними из наиболее важ-
ных мишеней могут стать РНК, транскрибиру-
емые с SINE. Разработка методов прицельного 
подавления экспрессии этих элементов может 
замедлить развитие целого ряда социально зна-
чимых заболеваний.

Работа получила поддержку Российского на-
учного фонда (проект 19-14-00327). 
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RNA polymerase III synthesizes a wide range of non-coding RNAs shorter than 400 nucleotides in length. 
These RNAs are involved in protein synthesis (tRNA, 5S rRNA, and 7SL RNA), maturation and splicing 
of different types of RNA (RPR, MRP RNA, and U6 snRNA), regulation of transcription (7SK RNA), 
replication (Y RNA), and intracellular transport (vault RNA). BC200 and BC1 RNA genes are transcribed 
by RNA polymerase III in neurons only where these RNAs regulate protein synthesis. Mutations in the reg-
ulatory elements of the genes transcribed by RNA polymerase III as well as in transcription factors of this 
RNA polymerase are associated with the development of a number of diseases, primarily oncological and 
neurological. In this regard, the mechanisms of regulation of the expression of the genes containing various 
RNA polymerase III promoters were actively studied. This review describes the structural and functional 
classification of polymerase III promoters, as well as the factors involved in the regulation of promoters 
of different types. A number of examples demonstrate the role of the described factors in the pathogenesis 
of human diseases.
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Рак полости рта является агрессивным и быстропрогрессирующим заболеванием. В полости рта 
“обитают” более 700 видов микроорганизмов, которые участвуют в регуляции метаболизма, иммун-
ных функций и здоровья человека. Выделяют три типа механизмов, посредством которых бактерии 
могут участвовать в канцерогенезе. Во-первых, бактерии вызывают хроническое воспаление, при ко-
тором стимулируется выработка цитокинов, в том числе интерлейкинов, интерферонов, фактора не-
кроза опухоли. Во-вторых, бактерии могут прямо взаимодействовать с клетками хозяина, секретируя 
токсины или связывая мембранные рецепторы. Наконец, развитию опухолей могут способствовать 
продуцируемые бактериями метаболиты. Показана важность численности и видового состава бакте-
рий для перехода предопухолевых заболеваний полости рта в рак. Изучена взаимосвязь изменений 
состава микробиома с курением – воспалением в норме, а также при развитии рака полости рта.

Ключевые слова: микробиом, рак полости рта, воспаление, курение, иммунитет
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Сокращения: РПР – рак полости рта; ЭМП – эпители-
ально-мезенхимальный переход.

ВВЕДЕНИЕ
Рак полости рта (РПР) – одно из самых рас-

пространенных злокачественных новообразова-
ний органов головы и шеи [1]. Число впервые 
выявленных случаев данной патологии в России 
за последние 10 лет увеличилось на 17% [2]. По-
мимо высокой заболеваемости, РПР характери-
зуется агрессивностью течения; ежегодно в мире 
от РПР погибает около 180000 человек, в том 
числе и лица трудоспособного возраста [1, 2]. 

Микробиота человека – это эволюционно 
сложившаяся экологическая система разноо-
бразных микроорганизмов, населяющих откры-
тые полости организма [3]. Микроорганизмы 
являются важным звеном регуляции метабо-
лизма, иммунной функции и здоровья человека 
[3, 4]. Считается, что бактерии наиболее сильно 
влияют на клетки кишечника, кожи и слизистой 
оболочки [4]. Слизистая оболочка обеспечивает 
защиту хозяина от вторжения патогенов, а так-
же создает среду для полезных бактерий [5]. 
Нарушение слизистой оболочки, например при 
заражении вредоносными бактериями, может 
способствовать возникновению воспалительной 
и канцерогенной среды [6].

Бактерии играют важную роль в патогенезе 
заболеваний человека, в том числе и в канцеро-
генезе [5]. В настоящее время идет активное из-
учение влияния патогенных микроорганизмов 
на клеточную пролиферацию, трансформацию, 
генетическую нестабильность и микроокруже-
ние опухоли [7].

На данный момент описано три типа канце-
рогенного влияния бактерий на клетки хозяина. 
Бактерии могут способствовать канцерогенезу 
как путем прямого взаимодействия с клетками 
хозяина, так и косвенного ‒ за счет синтеза ток-
синов и метаболитов, а также влияния на им-
мунную систему и стимуляцию воспаления [3, 
5, 8‒10] (рис. 1).

ПРЯМОЕ ВОЗДЕЙСТВИЕ МИКРОБИОМА 
НА КЛЕТКИ ХОЗЯИНА

При прямом взаимодействии с клеткой хозя-
ина бактерии секретируют токсины, связываются 
с мембранными рецепторами и индуцируют раз-
личные сигнальные каскады [3, 10]. Например, 
Fusobacterium nucleatum связывается с эпители-
альными и эндотелиальными клетками хозяина 
через молекулу адгезии FadA (F. nucleatum adhesin 
A), тем самым обеспечивая индукцию провоспа-
лительных сигнальных путей, опосредованных 
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Рис. 1. Механизмы воздействия микробиома на клетки хозяина. АФК – активные формы кислорода; BFT – Bacte-
roides fragilis Toxin; CagA – Сytotoxin-associated gene A; CDT – Cytolethal Distending Toxin; FadA – Fusobacterium nu-
cleatum adhesin A; QSP – Quorum Sensing Peptides; T3SS – Type III Secretion System; T4SS – Type IV Secretion System.

ядерным фактором NF-κB и IL6, и способствуя 
инвазии РПР [11, 12]. Кроме того, F. nucleatum 
может индуцировать эпителиально-мезенхи-
мальный переход (ЭМП) [13]. Прямое взаимо-
действие между F. nucleatum и E-кадгерином 
приводит к повреждению ДНК, пролифера-
ции эпителиальных клеток, приобретению ими 
стволовости и потере клеточной полярности 
за счет повышенной экспрессии E-кадгерина/
β-катенин-индуцированных факторов транс-
крипции [14, 15]. Еще одна бактерия – Helico-
bacter pylori – вводит в эндотелиальную клетку 

цитотоксин CagA (Cytotoxin-associated gene A) 
с помощью системы секреции типа IV (T4SS, 
Type IV Secretion System) [16]. CagA связывается 
с E-кадгерином и вызывает накопление β-кате-
нина, что, в свою очередь, приводит к трансдиф-
ференцировке эпителиальных клеток желудка 
и развитию предопухолевой кишечной метапла-
зии [17]. Бактерия Bacteroides fragilis секретирует 
металлопротеиназу BFT (Bacteroides Fragilis Tox-
in) и вызывает хроническое воспаление и по-
вреждение тканей кишечника, изменяя плотные 
контакты клеток кишечника за счет расщепле-
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ния E-кадгерина и активации сигнальных путей 
Wnt/β-катенин/NF-κB [18‒20]. Salmonella enteri-
ca с помощью системы секреции типа III (T3SS, 
Type III Secretion System) переносит в эпители-
альные клетки эффекторный белок AvrA, ко-
торый способствует активации сигнальных пу-
тей MAPK, Wnt/β-катенин и JAK/STAT, ЭМП, 
пролиферации, трансдифференцировке клеток, 
остановке клеточного цикла и ингибированию 
апоптоза [21, 22]. Bacillus sp., Enterococcus faecium 
и Escherichia coli продуцируют пептиды системы 
Quorum sensing (QSP), которые влияют на клетки 
эпителия хозяина через факторы роста, способ-
ствуют образованию опухолей и метастазиро-
ванию опухолевых клеток [23]. Так, QSP, син-
тезированные Bacillus, способны индуцировать 
инвазию, ЭМП и ангиогенез [23, 24].

КОСВЕННОЕ ВОЗДЕЙСТВИЕ 
МИКРОБИОМА НА КЛЕТКИ ХОЗЯИНА

Бактерии могут инициировать канцероге-
нез, метаболизируя различные биоактивные 
молекулы, выделяемые клетками хозяина [3]. 
Так, бактериальные липополисахариды и ацетат 
стимулируют ЭМП и ангиогенез, способствуя 
развитию опухолей [25]. Микроорганизмы ме-
таболизируют такие секретируемые хозяином 
соединения, как вторичные желчные кислоты 
(дезоксихолевая и литохолевая кислоты), и спо-
собствуют возникновению колоректального 
рака и гепатоцеллюлярной карциномы [25]. 
Галловая кислота микробного происхождения 
индуцирует мутации в гене TP53 и, как след-
ствие, возникновение злокачественных опухо-
лей в дистальном отделе кишечника [26].

Еще одним механизмом косвенного воздей-
ствия микробиома на клетки хозяина является 
бактериальная система доставки, состоящая 
из везикул внешней мембраны преимуществен-
но грамотрицательных бактерий. Эта система 
позволяет бактериям переносить генетический 
материал, иммуномодулирующие молекулы, 
факторы вирулентности и токсины в кровоток 
хозяина [3, 27‒29].  

Влияние на геном клеток хозяина

Многие бактерии в процессе эволюции при-
обрели способность повреждать ДНК, индуци-
руя тем самым генетические изменения и спо-
собствуя канцерогенезу [30, 31]. E. coli, B. fragilis, 
H. pylori, Enterococcus faecalis и протеобактерии 
вызывают двухцепочечные разрывы ДНК, ане-
уплоидию, остановку клеточного цикла и не-
правильное клеточное деление [32]. Колибактин 
и цитолетальный токсин CDT (Cytolethal Dis-
tending Toxin) механически повреждают ДНК, 

тогда как BFT действует косвенно, повышая уро-
вень активных форм кислорода [32, 33]. Разрывы 
цепей ДНК и нестабильность генома позволяют 
бактериальной ДНК интегрироваться в геном 
хозяйской клетки. Бактериальные гены иниции-
руют трансформацию здоровых клеток в опухо-
левые, стимулируя активность онкогенов и ин-
гибируя гены-супрессоры опухолевого роста [34].

Бактерии могут вносить эпигенетические из-
менения в геном хозяина. Так, воздействие ком-
менсальной микробиоты приводит к возникно-
вению локальных изменений в метилировании 
регуляторных элементов ДНК в клетках эпите-
лия кишечника [35]. МикроРНК бактерий про-
никают в клетки человека и регулируют в них 
экспрессию генов. Бактерия F. nucleatum спо-
собствует повышению пролиферации и инва-
зивности клеток колоректального рака и канце-
рогенезу через сигнальный путь TLR4/MYD88, 
что приводит к активации NF-κB и увеличению 
экспрессии miR21 в клетках слизистой кишеч-
ника [36].

Способность микробов как прямо, так 
и косвенно вызывать повреждение ДНК и не-
стабильность генома делает микробиом и по-
тенциальным фактором риска онкологических 
заболеваний, и мишенью для противоопухоле-
вой терапии [37‒39].

Взаимодействие с иммунной системой

Иммунно-бактериальные взаимодействия 
происходят на поверхностях слизистых оболо-
чек, в лимфоидных органах и микроокружении 
опухолей [3]. Многочисленные бактерии инду-
цируют развитие проопухолевого иммунного 
ответа [40‒42]. Так, H. pylori вызывает хрони-
ческое воспаление, способствуя секреции IL6, 
IL1β, TNFα, IFNγ и токсина VacA (Vacuolating 
cytotoxin A) [43, 44]. Мембранные везикулы, 
продуцируемые F. nucleatum, вызывают хрони-
ческое воспаление, стимулируя секрецию IL6, 
IL8, IL18 и TNFα клетками эпителия толстой 
кишки [15, 45]. 

Внутриопухолевые бактерии могут прямо 
ингибировать противоопухолевый иммунитет, 
подавляя инфильтрацию цитотоксических им-
мунных клеток и блокируя их способность уби-
вать опухолевые клетки [40, 46, 47]. Уменьшение 
количества Т-клеток в опухолевом микроокру-
жении приводит к ослаблению иммунной систе-
мы и неспособности нацеливаться на опухоль 
[3]. Кроме того, комменсальные бактерии ре-
крутируют большое количество воспалительных 
клеток, включая ассоциированные с опухолью 
макрофаги, регуляторные Т-клетки, гранулоци-
ты и супрессорные клетки миелоидного проис-
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хождения, что приводит к формированию про-
воспалительного микроокружения опухоли [41, 
48‒50].

Колонизация желудка бактерией H. pylori 
вызывает воспалительную реакцию и рекрути-
рует дендритные клетки, макрофаги, нейтрофи-
лы и лимфоциты на слизистую стенку желудка 
[44]. Erythrobacter ramosus и B. fragilis, располо-
женные в подвздошной кишке, способствуют 
индукции фолликулярных Т-хелперных кле-
ток посредством активации дендритных клеток 
и высвобождения IL1 и IL12 [51]. Бактерии, по-
падая на слизистые оболочки, влияют на актив-
ность клеток Тh17 [52‒5 4], играющих важную 
роль в противоопухолевом иммунном ответе 
[55]. Бактерия Porphyromonas gingivalis экспрес-
сирует такие хемокины, как CCL2 и CXCL2, ко-
торые рекрутируют миелоидные супрессорные 
клетки и содействуют прогрессии опухоли [56, 
57]. Кроме того, P. gingivalis и F. nucleatum акти-
вируют связывание PD-L1 с PD-1, что приво-
дит к ингибированию и апоптозу Т-клеток [56, 
58]. F. nucleatum, взаимодействуя с рецептором 
TIGIT иммунных клеток, подавляет активность 
NK- и Т-клеток, создавая провоспалительное 
микроокружение, которое поддерживает про-
грессирование колоректального рака [59]. Кро-
ме того, эта бактерия способствует увеличению 
популяции CD11b+ миелоидных клеток, опухо-
леассоциированных нейтрофилов и макрофагов 
в опухолях различных локализаций [57]. 

Таким образом, бактерии осуществляют се-
крецию факторов вирулентности, передачу сиг-
налов, индуцированную физическим связыва-
нием, и рекрутирование иммунных клеток, что 
в совокупности может способствовать канцеро-
генезу. Понимание данных механизмов имеет 
решающее значение для разработки новых ме-
тодов диагностики и лечения рака [3, 10].

РОЛЬ МИКРОБИОМА 
В ВОЗНИКНОВЕНИИ И РАЗВИТИИ РАКА 

ПОЛОСТИ РТА
В ряде работ описана роль микробиома 

в развитии заболеваний полости рта, в том чис-
ле и РПР [60‒62]. К точно установленным фак-
торам риска РПР относятся курение, алкоголь 
и хроническое воспаление. Эти факторы влия-
ют также на микробиом полости рта, что, в свою 
очередь, может способствовать возникновению 
РПР, его прогрессии или, наоборот, регрессии.

Микробиом ротовой полости в норме

Расширенная база данных микробиома ро-
товой полости человека (Human Oral Microbi-

ome Database) содержит информацию примерно 
о 772 видах прокариотических микроорганизмов 
и уступает только микробиоте желудочно-ки-
шечного тракта. Важно подчеркнуть, что в ми-
кробиоме человека можно выделить две части 
‒ основную и вариабельную. Основной микро-
биом состоит из преобладающих видов, которые 
существуют в “здоровых условиях”, а вариабель-
ный микробиом развивается в ответ на образ 
жизни и характер питания, а также зависит от ге-
нотипических особенностей индивидов [63‒66].

Профилирование 16S рДНК, выделенной 
из “здоровой” полости рта, выявило шесть ти-
пов бактерий: Bacillota (ранее Firmicutes), Acti-
nomycetota (ранее Actinobacteria), Pseudomonad-
ota (ранее Proteobacteria), Fusobacteriota (ранее 
Fusobacteria), Bacteroidota (ранее Bacteroidetes) 
и Spirochaetota (ранее Spirochaetes), составляю-
щих 96% от общего количества микроорганиз-
мов [67]. При этом на долю Bacillota приходится 
максимум – 36.7%, за ним следуют Bacteroidota 
(17.1%), Pseudomonadota (17.1%), Actinomyce-
tota (11.6%), Spirochaetota (7.9%) и Fusobacte-
riota (5.2%) [68]. К основным родам бактерий, 
населяющих здоровую полость рта, относятся 
грамположительные Abiotrophia, Actinomyces, Bi-
fidobacterium, Corynebacterium, Eubacterium, Lacto-
bacillus, Peptostreptococcus, Propionibacterium, Pseu-
doramibacter, Rothia, Streptococcus, Stomatococcus, 
а также грамотрицательные Campylobacter, Cap-
nocytophaga, Desulfobacter, Desulfovibrio, Eikenella, 
Fusobacterium, Hemophilus, Leptotrichia, Moraxel-
la, Neisseria, Prevotella, Selemonas, Simonsiella, 
Treponema, Veillonella, Wolinella [63]. Хотя все эти 
бактерии являются комменсалами, некоторые 
из них рассматриваются как патогенные. Пере-
ход комменсальной микрофлоры в патогенную 
чаще зависит от количества этих микроорганиз-
мов в составе биопленок полости рта [69]. 

Различные факторы, такие как пищевые 
привычки, употребление табака и алкоголя, 
стресс, гормональный дисбаланс, половое со-
зревание, плохая гигиена полости рта, сахарный 
диабет и воспаление десен, нарушают структуру 
местного бактериального сообщества и могут 
приводить к развитию рака [64, 65].

Изменение микробиома при курении

В микробиоме активных курильщиков на-
блюдается значительное снижение численности 
Pseudomonadota и обогащение Bacillota и Actino-
mycetota по сравнению с никогда не курившими 
индивидами [70]. При этом изменения микро-
биома, связанные с курением, имеют времен-
ный эффект, бывшие курильщики имеют такой 
же общий состав микробиома полости рта, как 
и никогда не курившие индивиды [70]. 
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Известно несколько потенциальных меха-
низмов, при помощи которых курение может 
изменять профиль микробиома: повышение 
кислотности слюны [71, 72], формирование 
анаэробных условий [73], влияние на адгезию 
бактерий к поверхностям слизистых оболочек 
[74] и нарушение иммунитета хозяина [75].

В настоящее время наблюдается тенденция 
к использованию электронных сигарет, кото-
рые также влияют на микрофлору полости рта: 
повышается содержание видов Porphyromonas 
и Veillonella; значительно изменяется бета-раз-
нообразие, характеризующее сходство/разли-
чие видового состава, по сравнению с никогда 
не курившими или курившими табачные сигаре-
ты [76, 77]. Курение электронных сигарет значи-
тельно повышает уровень IL-6 и IL-1b в слюне, 
что делает эпителиальные клетки более воспри-
имчивыми к инфекции [76]. 

Риск развития РПР, ротоглотки и горта-
ноглотки у курильщиков в 4‒5  раз выше, чем 
у некурящих. Алкоголь действует синергично 
с табаком, что приводит к примерно 35-кратно-
му увеличению риска РПР у заядлых курильщи-
ков (>2 пачек в день), употребляющих алкоголь 
(>4 порций в день) [78].

Изменение микробиома при воспалении

Если изменение микробного сообщества при 
курении носит вторичный характер, то при вос-
палении, наоборот, изменение микробиома за-
частую становится его причиной. К основным 
инфекциям ротовой полости относятся перио-
донтит и кариес. 

С 1950-х годов микробиоту пародонтально-
го кармана изучали культуральными методами. 
Исследователи стремились определить виды ми-
кроорганизмов, имеющие решающее значение 
для возникновения и прогрессирования заболе-
вания. Исторически определены микроорганиз-
мы “красного комплекса”: P. gingivalis, Tannerella 
forsythia (ранее Bacteroides forsythus) и Treponema 
denticola [79]. Эти виды считали наиболее свя-
занными с заболеванием глубоких пародонталь-
ных карманов. Кластер видов с менее строгой 
ассоциацией с заболеванием пародонта, опре-
деленный как “оранжевый комплекс”, включа-
ет Prevotella spp., Fusobacterium spp. и Parvimonas 
micra (ранее Peptostreptococcus micros) [79].

Особую роль в патогенезе пародонтита от-
водят P. gingivalis ‒ малочисленной анаэробной 
бактерии полости рта, вызывающей полими-
кробное воспалительное заболевание и связан-
ные с ним системные состояния [80]. Таким об-
разом, один вид с низкой численностью может 

нарушать гомеостаз всего микробиома полости 
рта, вызывая воспаление. Эта концепция была 
названа моделью полимикробной синергии 
и дисбиоза. Согласно этой модели, пародонтит 
инициируется синергическим и дисбиотиче-
ским микробным сообществом, а не избранны-
ми патогенами, такими как “красный комплекс”. 
Одним из основных требований к возникно-
вению потенциально патогенного сообщества 
является способность определенных видов, на-
зываемых “краеугольными патогенами”, моду-
лировать реакцию хозяина таким образом, что-
бы ослабить иммунный надзор и склонить чашу 
весов от гомеостаза к дисбиозу [81]. С другой 
стороны, для развития патогенной микрофлоры 
требуется экспрессия различных молекул, на-
пример, соответствующих адгезинов, родствен-
ных рецепторов, протеолитических ферментов 
и провоспалительных поверхностных структур/
лигандов, которые в сочетании действуют как 
факторы вирулентности сообщества для пита-
тельной поддержки провоспалительного ми-
кробного сообщества [81]. 

Все это заставляет задуматься о возможной 
специфической профилактике пародонтита пу-
тем вакцинации либо использования пробио-
тиков. Показано, что иммунизация человека 
моноклональными антителами к P. gingivalis вре-
менно предотвращает колонизацию данными 
микроорганизмами [82]. Также установлено, что 
пародонтит дозозависимым образом увеличива-
ет вероятность образования лейкоплакии в по-
лости рта [83]. Лейкоплакия является наиболее 
частым предраковым поражением полости рта, 
распространенность которого в мире колеблется 
от 1.1 до 3.6% [84]. У пациентов с пародонтитом, 
даже никогда не куривших, риск заболеть раком 
в несколько раз выше, чем у здоровых людей 
[85].

Изменение микробиома при раке полости рта

Признанные факторы риска РПР включают 
употребление табака, алкоголя, орехов бетеля 
и пожилой возраст. Однако около 15% всех слу-
чаев РПР не связаны ни с одним из известных 
факторов риска [86]. Это привело к предполо-
жениям о других возможных сопутствующих 
факторах, включая микробиом. 

Во многих исследованиях проведено сравне-
ние профиля микробиома в опухолевой ткани 
пациентов с РПР и в нормальной ткани здоро-
вых доноров. Несмотря на большую неоднород-
ность получаемых результатов, удалось выделить 
ряд микроорганизмов, содержание которых по-
вышается при РПР: Fusobacterium, Streptococcus, 
Prevotella, Peptostreptococcus, Porphyromonas gingi-
valis, Capnocytophaga gingivalis, T. denticola [87‒89].  
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Опубликованы единичные исследования, пока-
зывающие, что у здоровых лиц по сравнению 
с больными РПР могут преобладать S. gordonii 
[90], S. mitis [91], Veillonela [62], Neisseria [92], 
Lautropia [62], Hemophilus parainfluenz ae [91]. При 
изучении микробиома у пациентов с лейкопла-
кией полости рта (факультативный предрак) 
также был обнаружен специфический микро-
биомный профиль, в частности, обогащение 
Bacillota и Actinomycetota [93].

Опубликованы результаты проведенных 
на мышиной модели экспериментальных ис-
следований, подтверждающих роль, по крайней 
мере, бактерий P. gingivalis и F. nucleatum в разви-
тии РПР [94, 95]. Эти исследования имеют схо-
жий дизайн: мышей рандомным образом разде-
ляли на две группы: группу, получающую только 
канцероген 4NQO (4-нитрохинолин-1-оксид), 
и группу, в которой помимо канцерогена мы-
шей инфицировали P. gingivalis или P. gingivalis 
+ F. nucleatum. В обоих исследованиях доказано, 
что эти микроорганизмы способствуют канце-
рогенезу: у мышей из группы, подвергшейся ин-
фицированию, развилось большее количество 
опухолей большего объема. 

Одной из ключевых характеристик таких 
экосистем, как микробиом полости рта, являет-
ся ее биоразнообразие, для оценки которого ис-
пользуют индексы альфа- и бета-разнообразия. 
Альфа-разнообразие – показатель сложности 
сообществ, характеризующий видовое богат-
ство и выравненность количественного участия 
видов в сообществе. Бета-разнообразие харак-
теризует сходство/различие между различными 
группами. В ряде исследований показано, что 
на прилежащих к опухоли здоровых участках 
наблюдается более высокое альфа-разнообра-
зие, чем в опухолевой ткани [96]. Одновремен-
но с этим опубликованы данные, указывающие 
на более высокое альфа- и бета-разнообразие 
у больных РПР по сравнению со здоровыми до-
норами [97, 98].

Микробиомный профиль различается 
не только у больных с РПР и здоровых, он так-
же динамично изменяется в процессе опухоле-
вой прогрессии. В частности, на уровне рода 
численность Fusobacterium увеличивается, тог-
да как количество бактерий рода Streptococcus, 
Haemophilus, Porphyromonas и Actinomyces умень-
шается по мере прогрессирования рака [96, 97]. 
Численность видов F. рeriodonticum, P. micra, S. 
constellatus, H. influenz a и Filifactor alocis посте-
пенно увеличивается по мере прогрессии РПР 
от первой стадии к четвертой [97]. При этом 
количество S. mitis, Haemophilus parainfluenz ae 
и Porphyromonas pasteri снижается при увеличе-
нии размера и распространенности РПР [97]. 

Выявлено значимое увеличение содержания 
Prevotella, Stomatobaculum, Bifidobacterium, Pepto-
streptococcaceae, Shuttleworthia и Finegoldia и сни-
жение Tannerella и Fusobacterium у пациентов 
с регионарными метастазами по сравнению 
со случаями без метастазов [99].

В настоящий момент существует пробле-
ма омоложения РПР. С 1990-х годов постоян-
но растет заболеваемость РПР у людей моложе 
45‒50  лет [1, 2, 100]. Было выдвинуто предпо-
ложение, что у молодых пациентов существует 
особый бактериальный профиль, который спо-
собствует опухолевой прогрессии. Проведен 
сравнительный анализ микробиома 40 пациен-
тов с РПР, половина из которых моложе 50 лет, 
другая – старше 60 лет: основными таксонами 
у молодых пациентов были Betaproteobacteria, 
Burkholderiales, Ralstonia, Burkholderiaceae и Rhi-
zobiales, в то время как у больных старше 60 лет 
преобладали Enterobacteriaceae, Enterobacterales, 
Sphingobacteriia, Sphingobacteriales и Pedobacter 
[101].

ВЫВОДЫ
Нарушение равновесия микробиоты поло-

сти рта может быть ключевым звеном, через 
которое комменсальные бактерии способству-
ют развитию РПР. Результаты проведенных 
исследований указывают на то, что микробиом 
изменяется на ранней стадии злокачествен-
ной трансформации и значительным образом 
трансформируется в ходе опухолевой прогрес-
сии (рис. 2). Данные о микробиоме могут быть 
использованы для разработки новых методов 
диагностики, прогноза и профилактики РПР, 
например, путем использования вакцин, про-
тивомикробных препаратов или пробиотиков. 
Перспективным направлением может стать 
бактериально опосредованная терапия РПР, 
которая вызывает меньше побочных эффектов 
по сравнению с конвенциональными метода-
ми терапии опухолей. Тем не менее, учитывая 
вариабельность микробиома полости рта даже 
при нормальных условиях, следует внимательно 
отнестись к тому, что результаты подходов к ди-
агностике и прогнозу должны быть воспроизво-
димыми и повторяемыми.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Гранта Президента РФ № МК-1940.2022.3.

Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с участием людей или животных 
в качестве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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Рис. 2. Изменение состава оральной микробиоты при развитии рака полости рта.
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ORAL MICROBIOME IN THE DEVELOPMENT OF ORAL CANCER
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Oral cancer is an aggressive and rapidly progressive disease. The oral cavity is home to over 700 species 
of microorganisms which regulate metabolism, immune function and health. There are 3 types of mech-
anisms by which bacteria may participate in carcinogenesis. First, bacteria cause chronic inflammation, 
which stimulates the production of cytokines, including interleukins, interferons, and tumor necrosis factor. 
Second, bacteria can interact directly with host cells by secreting toxins or by binding to membrane receptors. 
Finally, the production of metabolites by bacteria may also contribute to carcinogenesis. The importance 
of bacteria level and composition in the transition of oral precancerous lesions to cancer has been demon-
strated. The relationship of changes in microbiome composition with smoking, inflammation in healthy 
individuals, as well as with the development of oral cancer in patients has been studied.
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Изучено влияние нокаута шести генов семейства Hsp70 (ортологи генов млекопитающих Hspa1a, 
Hspa1b, Hspa2 и Hspa8) на возрастные изменения экспрессии генов в ногах Drosophila melanogaster, 
содержащих преимущественно пучки скелетных мышц. С этой целью определен транскриптомный 
профиль скелетных мышц ног самцов контрольной линии w1118 и линии Hsp70– на 7-, 23- и 47-е сут-
ки жизни. У мух w1118 возрастное снижение скорости локомоций в тесте на отрицательный геотаксис 
(маркер функционального состояния и выносливости) сопровождалось выраженным изменением 
транскриптомного профиля скелетных мышц ног, носящим консервативный характер. У мух Hsp70– 
медианная продолжительность жизни была меньше, а скорость локомоций значительно ниже, чем 
у контрольных мух; одновременно наблюдались комплексные изменения возрастной динамики 
транскриптома скелетных мышц. Количественный масс-спектрометрический анализ протеома 
выявил разнонаправленные изменения в содержании ключевых ферментов метаболизма глюкозы 
и окисления жиров (гликолиз, пентозофосфатный путь, цикл Кребса, бета-окисление и окислитель-
ное фосфорилирование) у 47-суточных мух Hsp70–относительно w1118. Такая дисрегуляция может 
быть связана с компенсаторным увеличением экспрессии других генов, кодирующих шапероны (ма-
лые Hsp, Hsp40, 60 и 70), которые регулируют специфичные наборы белков-мишеней. Совокупность 
полученных нами данных показывает, что нокаут шести генов Hsp70 несколько уменьшает медиан-
ную продолжительность жизни мух, но выраженно снижает скорость их локомоций, что может быть 
связано с комплексными изменениями транскриптома скелетных мышц ног и с разнонаправленны-
ми изменениями в содержании ключевых ферментов энергетического метаболизма.

Ключевые слова: скелетная мышца, старение, белки теплового шока, транскриптом, протеом
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ВВЕДЕНИЕ
Увеличение доли пожилых людей, наблюдае-

мое в развитых странах в последнее десятилетие, 
делает актуальным изучение механизмов ста-
рения. При старении происходит постепенное 
снижение функциональных и адаптационных 
возможностей организма и развитие возрастных 
патологий. Один из интегральных признаков 
старения – уменьшение массы и функциональ-

ных возможностей скелетной мускулатуры – 
выражается в снижении способности мышц 
окислять жиры и углеводы, аэробной работо-
способности (выносливости) и силы мышц [1, 
2]. Эти изменения ведут к нарушению углевод-
но-жирового обмена, развитию метаболических 
заболеваний, патологий сердечно-сосудистой 
системы, саркопении и ряду других нарушений 
[3–6]. Совокупность этих изменений может 
быть причиной старческой астении (немощи) 
и значительного снижения качества жизни, что 
подчеркивает важность изучения влияния старе-
ния (и соответствующих механизмов) на функ-
ции скелетных мышц.

#Дополнительная информация для этой статьи доступ-
на по doi 10.31857/S0026898424020065 для авторизован-
ных пользователей.
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Выделяют более 10 молекулярно-клеточных 
признаков старения, среди которых большое 
внимание привлекает нарушение клеточно-
го протеостаза [7]. Ключевыми регуляторами 
протеостаза являются белки теплового шока и, 
в частности, одно из наиболее консервативных 
семейств этих белков – Hsp70 (Hspa) [8]. Бел-
ки этого семейства выполняют разнообразные 
функции, такие как de novo фолдинг белков, 
контроль качества и фолдинг совместно с белка-
ми Hsp90 и шаперонинами, участие в мембран-
ном транспорте и регуляции активности белков, 
сборка белковых комплексов, защита белков 
от деградации и регуляция их протеолиза, а так-
же предотвращение стресс-индуцируемого обра-
зования белковых агрегатов, импорт и фолдинг 
митохондриальных белков [9, 10]. Наиболее 
хорошо изучены функции белков, кодируемых 
генами-паралогами Hspa1a (Hsp72-1) и Hspa1b 
(Hsp72-2). Белок, кодируемый Hspa1a, играет 
важную роль в регенерации скелетных мышц 
в ответ на различные стимулы, включая сокра-
тительную активность [11], а также в регуляции 
чувствительности к инсулину, биогенеза мито-
хондрий и аэробной работоспособности (вы-
носливости) [12, 13]. Эти процессы значительно 
нарушаются в скелетных мышцах при старении, 
поэтому не стала неожиданностью связь Hspa1a 
с возрастзависимым снижением чувствительно-
сти к инсулину [14, 15] и мышечной силы [16]. 
Нужно отметить, что влияние генов семейства 
Hsp70 (Hspa) на возрастные изменения скелет-
ных мышц изучено явно недостаточно, в част-
ности, отсутствуют данные об их воздействии 
на транскриптом при старении. 

Ключевым подходом к изучению функции 
генов считается нокаут. Семейство Hsp70 (Hspa) 
состоит более чем из 10 генов, и подавление экс-
прессии одного из них может компенсировать 
другие гены этого семейства, что затрудняет ин-
терпретацию результатов таких экспериментов. 
Поэтому для исследования влияния генов се-
мейства Hsp70 (Hspa) на возрастные изменения 
транскриптома скелетных мышц мы использо-
вали линию Drosophila melanogaster с нокаутом 
шести генов Hsp70 (Hsp70Aa, Hsp70Ab, Hsp70Ba, 
Hsp70Bb, Hsp70Bbb, Hsp70Bc), ортологов генов 
Hspa1a, Hspa1b, Hspa2 и Hspa8 млекопитающих. 
Для определения зависящих от возраста и Hsp70 
изменений экспрессии генов мы выделяли РНК 
и белки из ног мух, состоящих преимуществен-
но из мышечных пучков и хитинового каркаса 
[17]. Использовали широкозахватные мето-
ды РНК-секвенирования и количественный 
масс-спектрометрический анализ протеома. 
Кроме того, оценивали влияние нокаута генов 
Hsp70 на скорость локомоций в тесте на отрица-
тельный геотаксис – показатель, характеризую-
щий функциональное состояние и выносливость 
мух [18], и на продолжительность жизни мух 

с обычным и хронически повышенным уровнем 
двигательной (локомоторной) активности.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Линии D. melanogaster и условия их культиви-

рования. Самки D. melanogaster хуже адаптируют-
ся к увеличению двигательной активности, чем 
самцы [19]. Поэтому исследование проводили 
на самцах линии w1118 (Vienna Drosophila Re-
source Center, ID 60000) и Hsp70– (генотип w1118; 
Df(3R)Hsp70A, Df(3R)Hsp70B) (Bloomington Dro-
sophila Stock Center, ID 8841) с нокаутом шести 
генов этого семейства (Hsp70Aa, Hsp70Ab, Hsp-
70Ba, Hsp70Bb, Hsp70Bbb, Hsp70Bc) [20] из 13. 
Отсутствие экспрессии этих генов подтверж-
дено анализом покрытия их открытой рамки 
считывания (РНК-секвенирование) (рис. 1а). 
Мух содержали при 22 °C, влажности 45–55% 
и 12-часовом цикле свет – темнота, на пищевой 
среде (5% сахарозы, 10% пекарских дрожжей, 
5% манной крупы, 0.7% агара, 0.1% пропио-
новой кислоты). Мух культивировали при по-
стоянной плотности не менее двух поколений; 
самцов отбирали в парах диэтилового эфира 
в течение 36 ч после вылета имаго и помещали 
по 30 особей в 50 мл полипропиленовые про-
бирки с вентилируемой крышкой и 5 мл пище-
вой среды. Корм меняли каждые 3 суток.

Анализ выживаемости. Число мертвых мух 
подсчитывали каждые 2 суток. Различия в про-
должительности жизни в разных группах опре-
деляли с помощью инструмента OASIS2 [21] при 
уровне значимости 0.05 по логарифмическому те-
сту Мантеля – Кокса (n >150 для каждой линии); 
различия в медианной и максимальной продол-
жительности жизни (50 и 10% выживших соответ-
ственно) – по точному критерию Фишера.

Возрастные изменения скорости локомоций. 
Локомоции (перемещение вверх по стенке про-
бирки) инициировали с использованием теста 
на отрицательный геотаксис [18] и самодельно-
го прибора, который каждые 15 с поворачивал 
пробирки на 180о вокруг поперечной оси, как 
описано ранее [22]. Через 5 мин после начала 
теста записывали видео (в течение 6 мин) для 
определения положения каждой мухи и скоро-
сти ее движения по вертикали (программа Fre-
eClimber [23]).

Возрастные изменения транскриптома и про-
теома скелетной мышцы. Мух обеих линий 
анестезировали диэтиловым эфиром на 7, 
23 и 47 сутки жизни, конечности отделяли 
в фосфатно-солевом буфере, а затем помещали 
в охлажденный буфер RLT (“Qiagen”, Германия) 
для выделения РНК или в буфер для выделения 
белка (см. ниже).
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Влияние хронического увеличения локомотор-
ной активности на продолжительность жизни мух. 
Мух (n = 180 в каждой линии) тренировали в про-
бирках для культивирования в течение 4 недель 
(4–32-е сутки жизни). Использовали прибор (см. 
выше), который ежедневно, начиная с 12 ч, каж-
дые 15 с поворачивал пробирки на 180° вокруг 
поперечной оси: в первые 2 суток тренировочно-
го периода в течение 30 мин, во вторые 2 суток – 
60 мин, далее – 90 мин. Выживаемость мух ре-
гистрировали, как описано выше. Контрольных 
(нетренирующихся) мух (n = 180 каждой линии) 
содержали в пробирках с ограниченным объе-
мом (высота 1.5 см) согласно [22].

РНК-секвенирование и обработка данных. 
Ноги 15 мух гомогенизировали в 1.5 мл про-
бирке с помощью полипропиленового пести-
ка и дрели (200 об./мин, ~ 30 с) в RLT буфере 
(“Qiagen”) с 1%-ным бета-меркаптоэтанолом 
и инкубировали (55 °C, 10 мин) с протеинки-
назой К (“Евроген”, Россия). Суммарную РНК 
выделяли на колонке (Clean RNA Standard, “Ев-
роген”). Концентрацию РНК оценивали с помо-
щью флуориметра (Qubit 4, “Thermo Scientific”, 
США). Целостность РНК определяли с помо-
щью капиллярного электрофореза (TapeStation, 
“Agilent”, Германия) в аликвоте общей РНК 
(200 мкг) после обработки ДНКазой I (“Thermo 
Scientific”). Суммарную РНК (500 мкг) исполь-
зовали для приготовления цепьспецифичной 
библиотеки с помощью набора NEBNext Ultra 
II Directional RNA Library Preparation kit (“NEB”, 
США) и секвенировали (75 нуклеотидов, один 
конец) со средней глубиной 25 млн. прочтений 
на образец, используя секвенатор NextSeq 550 
(“Illumina”, США), как описано ранее [24]. 

Прочтения низкого качества и адаптерные 
последовательности удаляли (Timomatic tool, 
версия 0.36), прочтения выравнивали по пер-
вичной сборке генома BDGP6.94. Подсчиты-
вали уникальные прочтения известных экзонов 
каждого гена с использованием пакета Rsubread 
(среда R) и аннотации Ensembl (BDGP6.94). 
Затем анализировали дифференциально экс-
прессируемые белоккодирующие гены (метод 
DESeq2, анализ непарных образцов с поправ-
кой Бенджамини – Хохберга) и удаляли гены 
с низким уровнем экспрессии (TPM <1) (kallisto 
v0.46.2). Дифференциально экспрессируемые 
гены определяли как гены с изменением экс-
прессии  >1.25 и padj <0.05. 

Количественный масс-спектрометрический 
протеомный анализ и обработка данных. Ноги 
10 мух гомогенизировали, как описано выше, 
в 140 мкл лизирующего буфера (4% додецил-
сульфата натрия, 0.1 М Трис и 0.1 М дитиотре-
итол рН 7.6). Лизат кипятили (95ºC, 5 мин), пе-
реносили в микропробирку AFA и обрабатывали 

ультразвуком (средняя мощность 20 Вт, 30 с × 
4) с помощью фокусированного ультразвуково-
го генератора ME220 (все – “Covaris”, США). 
После центрифугирования (5 мин, 30000 g) кон-
центрацию белка в супернатанте измеряли флу-
ориметрическим методом (Qubit 4), затем 100 
мкг белка загружали на центрифужный фильтр 
YM-10 (“Millipore”, Ирландия) и гидролизова-
ли с помощью метода FASP, используя фермен-
ты Lys-C и трипсин (Lys-C 1:150, Trypsin Gold 
1:100, оба – “Promega”, США) в течение ночи 
при температуре 37°C, как описано ранее [25]. 

Каждый образец анализировали трижды с по-
мощью системы ВЭЖХ Ultimate 3000 RSLCnano 
(“Thermo Scientific”) и гибридного квадруполь-
но-орбитального масс-спектрометра Q Exactive 
HF-X (“Thermo Scientific”) с использованием 
наноэлектроспрея в режиме положительной ио-
низации (“Thermo Scientific”), как описано ра-
нее [26]. Градиент (140 мин) был сформирован 
подвижной фазой A (0.1% муравьиной кислоты) 
и B (80% ацетонитрила, 0.1% муравьиной кис-
лоты) при потоке 0.4 мкл/мин. Ионизирующее 
напряжение составляло 2.1 кВ. Масс-спектры 
получены с разрешением 120000 в диапазоне 
380–1500 m/z; ионы фрагментов сканировали 
по массе с разрешением 60000 в диапазоне m/z от 
115 до верхнего значения m/z, соответствующего 
массе зарядового числа иона-предшественника. 
Все тандемные МС-сканирования проводили 
на ионах с зарядовым числом от z = 2+ до z = 4+. 
Синхронный отбор родительских ионов позво-
лял одновременно выделить до 40 ионов-фраг-
ментов (МС2). Максимальное время накопления 
ионов установлено равным 50 мс для родитель-
ских ионов и 100 мс для фрагментов. Целевые 
значения AGC были установлены на 107 и 2 × 
105 для ионов-предшественников и фрагментов 
соответственно.

Определение пептидов, белков и интенсив-
ности репортерных ионов проводили с исполь-
зованием платформы MaxQuant (1.6.11; Инсти-
тут биохимии Макса Планка) при стандартных 
настройках (FDR для пептидов 1%, N-концевое 
ацетилирование и окисление метионина в ка-
честве переменных модификаций и карбамидо-
метилирование цистеина в качестве фиксиро-
ванной модификации); для устранения влияния 
системных факторов небиологических эффектов 
использовали функции “Isobaric much between 
runs” и “PSM-level weighted ratio normalization” 
[27]. После фильтрации (потенциальные конта-
минанты, обратные пептиды и пептиды, иденти-
фицированные только по сайту) рассчитывали 
отношение интенсивностей репортерных ионов 
(Hsp70–/w1118) для каждого белка, идентифици-
рованного по >1 уникальному пептиду, с исполь-
зованием платформы Perseus (1.6.5; Институт 
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биохимии Макса Планка). Дифференциально 
экспрессируемые белки определяли с помощью 
T-критерия Уэлча с q-значением (p-значение, 
скорректированное по Бенджамини – Хохбер-
гу) < 0.05. Если белковая группа состояла из не-
скольких белков, то выбирали белок с наиболь-
шей экспрессией соответствующей мРНК.

Статистический анализ. Физиологические 
данные представлены как медианы и межквар-
тильный разброс. Данные повторных измерений 
анализировали с использованием двухфактор-
ной (время и генотип) модели со смешанными 
эффектами с тестом множественных сравнений 
Сидака (уровень значимости 0.05).

Анализ функционального обогащения био-
логических процессов и клеточных компонен-
тов выполняли относительно референсного на-
бора генов (белоккодирующие гены с TPM > 1) 
с помощью DAVID 6.8 (padj < 0.05 точный тест 
Фишера с поправкой Бенджамини) с исполь-
зованием баз данных GENE ONTOLOGY BP/
CC DIRECT и KEGG PATHWAY. Динамику 
экспрессии генов, относящихся к некоторым 
обогащенным функциональным группам, оце-
нивали с использованием нормированной экс-
прессии (z-шкала) каждого гена.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние нокаута генов Hsp70 

на продолжительность жизни D. melanogaster

Медианная продолжительность жизни мух 
линии Hsp70– оказалась на 14% (p = 0.01) мень-
ше, чем у мух контрольной линии w1118, при 
этом не выявлено различий в максимальной 
продолжительности жизни (рис. 1б). Снижение 
продолжительности жизни мух Hsp70–отмечено 
ранее [28], однако подавление экспрессии Hsp70 
с помощью РНК-интерференции не повлияло 
на этот показатель [29].

Увеличение физической активности повы-
шает качество и/или продолжительность жиз-

Рис. 1. Нокаут шести генов семейства Hsp70 снижа-
ет медианную продолжительность жизни D. melano-
gaster и оказывает выраженное негативное влияние 
на скорость локомоций в тесте на отрицательный ге-
отаксис. а – Нормированное количество прочтений 
(РНК-секвенирование), приходящееся на открытую 
рамку считывания каждого гена. n = 12 пулов (ноги 
15 мух) каждой линии. б и в – Доля выживших мух 
с обычным и хронически повышенным уровнем 
двигательной (локомоторной) активности. Пред-
ставлено значение p для сравнения кривых, а также 
для медианной и максимальной продолжительности 
жизни (доля выживших 50 и 10%); n >150 в каждой 
линии. TP – тренировка. г – Возрастные измене-
ния скорости локомоций в тесте на отрицательный 
геотаксис. Одной и тремя звездочками представле-
ны значения p < 0.05 и < 0.001 соответственно. n = 
5–6 пулов (10–30 мух в пуле) каждой линии.
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ни разных организмов (человека [30, 31], гры-
зунов [32, 33], а также мух [34–38]). Поэтому 
мы решили проверить, окажет ли нокаут генов 
Hsp70 негативное влияние на прирост продол-
жительности жизни, вызванный физическими 
нагрузками. В нашей работе повышенная локо-
моторная активность (4–32-е сутки жизни) при-
вела к увеличению медианной и максимальной 
продолжительности жизни не только мух линии 
w1118 (на 26 и 9% соответственно), но и Hsp70– 
(на 30 и 15% соответственно) (рис. 1в). Это оз-
начает, что увеличение продолжительности жиз-
ни, вызванное тренировками, не регулируется 
Hsp70. По-видимому, нокаут генов Hsp70 вызы-
вает несильный негативный эффект, поскольку 
он полностью компенсируется влиянием хрони-
чески повышенной двигательной активности.

Нокаут генов Hsp70 снижает скорость 
локомоций у D. melanogaster

В первые сутки после вылупления у мух на-
блюдаются выраженные изменения экспрессии 
генов, размеров и функциональных возмож-
ностей скелетных мышц, связанные с ростом 
и развитием [17], поэтому все исследования 
проводили, начиная с 7-х суток жизни. Ско-
рость локомоций (перемещение вверх) в тесте 
на отрицательный геотаксис широко исполь-
зуется для оценки функционального состоя-
ния и выносливости мух [18]. Нами обнаруже-
но, что скорость локомоций у молодых самцов 
Hsp70–в 2 раза ниже (padj < 0.001), чем в кон-
трольной линии w1118 (рис. 1г). Это согласуется 
с данными о том, что сверхэкспрессия Hspa1a 
в скелетных мышцах мышей приводит к увели-
чению скорости и времени бега до отказа актив-
ности окислительных ферментов и содержания 
митохондрий в мышцах, а также к максималь-
ной скорости потребления O2 организмом [12, 
13]. У мух w1118 в возрасте 3 нед. наблюдается 
резкое снижение скорости локомоций, что соот-
ветствует данным [35, 39], однако у мух Hsp70– 
скорость локомоций не изменяется значимо 
и остается на очень низком уровне (рис. 1г). 
Возрастные изменения скорости локомоций 
у мух w1118 согласуются с многочисленными из-
менениями в летательных мышцах старых мух: 
со снижением плотности митохондрий и нару-
шением их структуры, с увеличением продукции 
активных форм кислорода, нарушением струк-
туры мышечных волокон, саркомеров и эндо-
плазматического ретикулума и с накоплением 
полиубиквитинированных белковых агрегатов 
[40–42].

В дальнейшем профиль экспрессии генов 
в мышцах ног D. melanogaster изучали на 7- (мо-
лодые особи), 23- (до резкого снижения скоро-

сти локомоций контрольных мух) и 47-е сут-
ки (при сопоставимой скорости локомоций) 
(рис. 1г).

Сравнение возрастных изменений транскриптома 
в мышцах ног мух w1118 и млекопитающих

Исследование динамики транскриптом-
ного профиля в мышцах ног показало, что 
большинство возрастных изменений, наблю-
даемых у 23-суточных мух w1118 относитель-
но молодых, сохранились у 47-суточных мух 
(рис. 2а, табл. S1, см. Дополнительные мате-
риалы на сайте http://www.molecbio.ru/down-
loads/2024/2/supp_Kukushkina_rus.zip), а коли-
чество генов, экспрессия которых изменилась 
к 47-м суткам, увеличилось в 2–3 раза, что гово-
рит о прогрессировании возрастных изменений. 
В дополнение к этому анализ функционального 
обогащения показал, что после 23 суток жизни 
(сопоставление 47 и 23-суточных мух, а также 
23 и 7-суточных мух) значительно изменяется 
выраженность транскриптомных изменений: 
увеличивается количество генов, входящих 
в функциональную категорию “иммунный от-
вет”, “фолдинг белков”, “цитоскелет” (рис. 2б) 
и “митохондрия” (рис. 2в), снижается обогаще-
ние генами категорий “трансляция”, “протео-
лиз/лизосома”, “биосинтез кофакторов”, “мета-
болизм углеводов” (рис. 2б) и “плазматическая 
мембрана” (рис. 2в).

Сравнение совокупных изменений у мух раз-
ного возраста (47 суток vs. 7) выявило наиболее 
значимое обогащение генами, экспрессия кото-
рых снизилась, а именно генами, кодирующими 
белки митохондрий (окислительные фермен-
ты и др.), мембранные белки и синаптические 
белки мотонейронов, ферменты метаболизма 
глюкозы/гликогена и аминокислот, белки сар-
комеров и внеклеточного матрикса (рис. 2в). 
Генами, экспрессия которых повысилась, обо-
гащены функциональные категории, связанные 
с ядерными белками, протеолизом/протеасома-
ми, фолдингом белков, трансляцией/рибосома-
ми и внеклеточным матриксом (рис. 2б). Эти 
изменения хорошо согласуются с возрастны-
ми изменениями транскриптома летательных 
мышц D. melanogaster (линия B3) [41] и скелет-
ных мышц грызунов и человека [43–46], в кото-
рых снижается экспрессия генов, ассоциирован-
ных с многочисленными митохондриальными 
белками (включая рибосомные), регуляторами 
транскрипции, углеводного, жирового и амино-
кислотного обмена и с саркомерными белками, 
а увеличивается экспрессия генов, связанных 
с воспалительным и иммунным ответом, клеточ-
ной адгезией и секрецией. Это свидетельствует 
о консервативности механизмов регуляции воз-
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PYRUVATE METABOLISM 9 13 12 15 17
PROTON-TRANSPORTING ATP SYNTHASE COMPLEX, CATALYTIC CORE F(1) 5 5 5 5
MITOCHONDRION 93 120 168 177
MITOCHONDRIAL RESPIRATORY CHAIN COMPLEX IV 12 11 13 14
MITOCHONDRIAL INNER MEMBRANE 29 29 50 44
MITOCHONDRIAL PROTON-TRANSPORTING ATP SYNTHASE COMPLEX, COUPLING FACTOR F(O) 8 7 9 9
MITOCHONDRIAL RESPIRATORY CHAIN COMPLEX III 7 6 9 9
MITOCHONDRIAL PROTON-TRANSPORTING ATP SYNTHASE COMPLEX 5 5 6 6
MITOCHONDRIAL MATRIX 15
MITOCHONDRIAL RESPIRATORY CHAIN COMPLEX II, SUCCINATE DEHYDROGENASE COMPLEX 4
MITOCHONDRIAL PYRUVATE DEHYDROGENASE COMPLEX 4 4
RESPIRATORY CHAIN 8 8
MITOCHONDRIAL MEMBRANE 14

PLASMA MEMBRANE

BASEMENT MEMBRANE 8
PLASMA MEMBRANE 114 70 367 247
INTEGRAL COMPONENT OF MEMBRANE 177 157 547 410
INTEGRAL COMPONENT OF PLASMA MEMBRANE 33 164 108
MEMBRANE 324 243
ANCHORED COMPONENT OF MEMBRANE 15 12

CARBONHYDRATE 
METABOLISM

CARBON METABOLISM 25 30 25 15 35 46
GLYCOLYSIS/GLUCONEOGENESIS 17 18 14 22 24
STARCH AND SUCROSE METABOLISM 9 9 13
FRUCTOSE AND MANNOSE METABOLISM 9

NERVOUS SYSTEM 
PROCESS

NEURON PROJECTION MEMBRANE 8 24 19
SYNAPSE 27 70 41
NEURON PROJECTION 49 30
POSTSYNAPTIC MEMBRANE 33
AXON 55
PRESYNAPTIC ACTIVE ZONE 18
SYNAPTIC VESICLE 26
ACETYLCHOLINE-GATED CHANNEL COMPLEX 7
DENDRITE 28
TERMINAL BOUTON 19
VOLTAGE-GATED POTASSIUM CHANNEL COMPLEX 9
NEUROMUSCULAR JUNCTION 31
TYPE I TERMINAL BOUTON 8

SENSORY PERCEPTION
PHOTOTRANSDUCTION-FLY 15
RHABDOMERE 11 19
INAD SIGNALING COMPLEX 5 8

MUSCLE CONTRACTION
AND CYTOSKELETON 

Z DISC 20 13 14 26 17
M BAND 11 8 8 12 11
CYTOSKELETON 18

AMINOACID 
METABOLISM

TYROSINE METABOLISM 9 10 11 14 13
BIOSYNTHESIS OF AMINO ACIDS 14 16 11 12 23 26
TRYPTOPHAN METABOLISM 7 9 11
2-OXOCARBOXYLIC ACID METABOLISM 7 9 8
ARGININE BIOSYNTHESIS 9
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BETA-ALANINE METABOLISM 11
HISTIDINE METABOLISM 5
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CYSTEINE AND METHIONINE METABOLISM 7

LIPID METABOLISM

INSECT HORMONE BIOSYNTHESIS 11 10 9
GLYCEROLIPID METABOLISM 16
BUTANOATE METABOLISM 8
GLYCEROPHOSPHOLIPID METABOLISM 9 18
PROPANOATE METABOLISM 10

EXTRACELLULAR 
REGION

EXTRACELLULAR REGION 46 49 42 81
EXTRACELLULAR SPACE 49 50 37
EXTRACELLULAR MATRIX 15 25
ECM-RECEPTOR INTERACTION 5
CELL-CELL JUNCTION 17

DRUG METABOLISM DRUG METABOLISM-CYTOCHROME P450 12
METABOLISM OF XENOBIOTICS BY CYTOCHROME P450 12

PURINE METABOLISM PURINE METABOLISM 20
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Рис. 2. Старение вызывает выраженные и прогрессирующие изменения транскриптомного профиля ног (состоя-
щих преимущественно из пучков мышечных волокон) мух w1118. Нокаут шести генов семейства Hsp70 модулирует 
возрастные изменения транскриптома скелетных мышц ног. а – Количество уникальных и общих генов, экспрес-
сия которых у 23- и 47-суточных мух отличается от экспрессии у 7-суточных мух. n = 4 пула (ноги 15 мух) каждой 
линии. б и в – Анализ функционального обогащения генами, экспрессия которых увеличилась (б) и снизилась 
(в). Представлено количество генов в каждой функциональной категории; тепловая карта показывает p-значение.

растных изменений экспрессии генов в скелет-
ной мышце и косвенно говорит об адекватности 
выбранного нами экспериментального подхода. 
К возрастным изменениям транскриптома ске-
летных мышц (ног) мух w1118, отличным от из-
менений у млекопитающих, относится увели-
чение экспрессии различных ядерных белков, 
регуляторов транскрипции и рибосомных бел-
ков, менее существенное повышение экспрес-
сии генов иммунного ответа и секретируемых 
белков (рис. 2б), а также снижение экспрессии 
генов синаптических белков (рис. 2в).

Интересно отметить, что мы обнаружили 
множество возрастных изменений в экспрес-
сии генов, кодирующих белки теплового шока: 
увеличение Hsp10, генов Cct, кодирующих ком-
плекс, содержащий шаперонин TCP-1, атипич-
ных Hsp70 и Hsp90, а также разнонаправлен-
ные изменения генов малых Hsp, Hsp40, Hsp70 
(экспрессия 22 и 11 мРНК из 76 экспрессируе-
мых увеличилась и снизилась соответственно; 
табл. S2, см. Дополнительные материалы), не-
которые из них были отмечены ранее в лета-
тельных мышцах [47]. При этом нами не най-
дено возрастных изменений в экспрессии генов 
Hsp70Aa, Hsp70Ab, Hsp70Ba, Hsp70Bb, Hsp70Bbb, 
Hsp70Bc, что согласуется с данными о пост-
транскрипционной регуляции увеличения со-
держания белков Hsp70 в летательных мышцах 
старых мух [47]. 

Нокаут генов Hsp70 модулирует возрастную 
динамику транскриптома в ногах мух

Изменения транскриптома у мух Hsp70– 
(47-суточных vs. 7-суточных) были несколько 
меньше, чем в контроле (~1000–1500 мРНК 
vs. ~1500–2000 мРНК соответственно; рис. 2а, 
табл. S1, см. Дополнительные материалы), при 
этом отмечено нарушение возрастной динами-
ки экспрессии многих генов. Так, анализ функ-
ционального обогащения показал, что измене-
ния экспрессии генов, кодирующих регуляторы 
трансляции, ферменты биосинтеза кофакторов, 
углеводного обмена (рис. 2б) и мембранные 
белки (рис. 2в), происходили в начальный пе-
риод жизни мух линии w1118, тогда как в линии 
Hsp70– изменения экспрессии наблюдались 
с 23-х по 47-е сутки или отсутствовали. Обратная 
ситуация отмечена в случае генов иммунного 
ответа, белков цитоскелета (рис. 2б), митохон-

дрий и регуляторов метаболизма лекарствен-
ных средств (рис. 2в). Анализ возрастной ди-
намики экспрессии генов, относящихся к этим 
и некоторым другим функциональным кате-
гориям, подтвердил это наблюдение (рис. 3). 
Кроме того, совокупные возрастные измене-
ния (47 vs. 7 суток) в экспрессии генов, коди-
рующих регуляторы трансляции, протеолиза 
(рис. 2б и рис. 3), метаболизма липидов и бел-
ки мотонейронов/синапсов, различались меж-
ду линиями (рис. 2в и рис. 3). Суммарно эти 
данные показывают, что гены Hsp70 оказывают 
комплексное, но относительно небольшое вли-
яние на возрастные изменения экспрессии мно-
жества генов в скелетных мышцах ног мух.

Нокаут генов Hsp70 вызывает разнонаправленные 
изменения в экспрессии генов ключевых ферментов 

метаболизма глюкозы и жиров

Для исследования влияния генотипа (Hsp70– 
vs. w1118) на экспрессию генов мы сопостави-
ли транскриптомные и протеомные профили 
47-суточных мух (при сопоставимой скорости 
локомоций; рис. 1г). Масс-спектрометриче-
ский анализ позволяет детектировать преиму-
щественно высокопредставленные мышечные 
белки (белки саркомеров, митохондрий, вне-
клеточного матрикса и др.) [48, 49], поэтому 
в нашей работе Hsp70-зависимые изменения 
в низкопредставленных сигнальных/регулятор-
ных белках остались практически неохаракте-
ризованными. В результате анализа в скелет-
ных мышцах ног мух детектировано 724 белка, 
экспрессия 247 из которых у мух линии Hsp70–

увеличилась, а 72 снизилась, причем измене-
ние содержания трети белков коррелировало 
с изменением уровня соответствующих мРНК 
(рис. 4а, табл. S1, см. Дополнительные матери-
алы). Оказалось, что белками, имеющими раз-
ный паттерн регуляции на уровне мРНК, обо-
гащены различные функциональные категории 
(рис. 4б), что согласуется с наблюдениями для 
скелетной мышцы человека [50]. Так, белки, со-
держание которых увеличилось при повышении 
экспрессии их генов, были ассоциированы с ка-
тегорией “окислительное фосфорилирование” 
и включали субъединицы митохондриальных 
комплексов I, III и V (АТPаза), а также вакуо-
лярной V-АТPазы (рис. 4б,в). Более 170 белков, 
содержание которых увеличилось без измене-
ния содержания их мРНК, были ассоциирова-
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Рис. 3. Нокаут шести генов семейства Hsp70 нарушает возрастную динамику экспрессии генов. Линией представле-
ны величины нормированной экспрессии (z-шкала) каждого гена некоторых обогащенных функциональных групп 
из рис. 2б и в. Приведены названия и номера функциональных категорий; n = 4 пула (ноги 15 мух) каждой линии.
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ны с категориями “рибосома” и “трансляция” 
и включали ряд рибосомных белков (рис. 4), 
в том числе важный регулятор трансляции – 
рибосомный белок S6 (RpS6). Белками, содер-
жание которых снизилось на фоне снижения 

экспрессии их генов, обогащены категории “ци-
тозоль”, “метаболизм” и “пентозофосфатный 
путь” (рис. 4б). Интересно, что среди белков, 
снижение содержания которых произошло без 
изменения экспрессии их генов, оказались че-

a ˜

°

FUNCTIONAL CATEGORY COUNT
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Рис. 4. Нокаут шести генов семейства Hsp70 вызывает разнонаправленные изменения в содержании ключевых 
ферментов метаболизма глюкозы и жиров (гликолиз, пентозофосфатный путь, цикл Кребса, бета-окисление 
и окислительное фосфорилирование) в мышцах ног 47-суточных мух. а – Изменения содержания мРНК и белка 
в скелетных мышцах ног мух Hsp70– относительно мух w1118. мРНК n = 4 пула (ноги 15 мух) каждой линии; белок 
n = 7–8 пулов (ноги 10 мух) для каждой линии. б – Анализ функционального обогащения показал, что белками 
с разным паттерном регуляции на уровне мРНК обогащены различные функциональные категории. Представлено 
количество генов в каждой категории; тепловая карта показывает значение p. в – Разнонаправленные изменения 
содержания белков окислительного фосфорилирования в ногах 47-суточных мух Hsp70– и мух w1118 (см. рис. S1, 
Дополнительные материалы). N.S. – изменение содержания белка не детектировано; N.D. – белок не детектиро-
ван. 
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тыре субъединицы цитохромоксидазного ком-
плекса III и цитохром с – терминальные участки 
электрон-транспортной цепи (рис. 4б,в), что го-
ворит о разнонаправленной регуляции субъеди-
ниц ферментов дыхательных комплексов. Коор-
динированная экспрессия белков дыхательных 
комплексов важна для нормального окислитель-
ного фосфорилирования [51], тогда как наруше-
ние стехиометрии может снизить устойчивость 
дыхательных комплексов к действию активных 
форм кислорода [52]. Эти рассуждения согласу-
ются с повышенным содержанием у мух Hsp70– 

ферментов антиоксидантной защиты (каталаза 
[Cat]; тиоредоксинпероксидаза 1 [Jafrac1]; пе-
роксиредоксин 5 [Prx5]; супероксид-дисмутаза 
2 [Sod2]) (табл. S1, см. Дополнительные мате-
риалы), что можно рассматривать как компен-
саторный ответ на увеличение повреждающего 
действия/продукции активных форм кислоро-
да. Разнонаправленные изменения обнаружены 
и в случае таких ключевых путей энергетиче-
ского метаболизма, как снижение содержания 
ферментов пентозофосфатного пути (отмечено 
выше), снижение и увеличение содержания раз-
личных ферментов гликолиза, цикла Кребса, 
транспорта и бета-окисления жирных кислот 
(рис. S1, см. Дополнительные материалы на сай-
те http://www.molecbio.ru/downloads/2024/2/
supp_Kukushkina_rus.zip). 

Чем могут быть вызваны разнонаправлен-
ные изменения содержания ферментов энерге-
тического метаболизма? Интересно, что деле-
ция генов Hsp70 привела к (компенсаторному) 
увеличению экспрессии других генов семейства 
Hsp70 (Hsc70-1 и Hsc70-2) и семейства Hsp40 
(CG5504, CG7130, CG7394, CG32640, l(3)80Fg), 
кодирующих важные регуляторы цикла шапе-
ронов Hsp70, а также генов малых белков те-
плового шока (CG7409, CG13133, Hsp23, Hsp26, 
Hsp27 и Hsp67Bc) (всего 13 из 75 экспресси-
руемых мРНК); при этом снижение экспрес-
сии показано лишь у одного шаперона (Sec63) 
(табл. S2, см. Дополнительные материалы). Об-
наружено также увеличение содержания малых 
белков теплового шока (CG7409, l(2)efl) и дру-
гих белков-шаперонов (CG11267, Hsp60A) (все-
го 4 из 12 детектированных белков; табл. S2, 
см. Дополнительные материалы) в ногах мух 
линии Hsp70– по сравнению с контрольной ли-
нией. Нужно отметить, что разные семейства 
белков теплового шока регулируют специфиче-
ские наборы белков, что, по-видимому, связано 
с их физико-химическими свойствами и клеточ-
ной локализацией [53, 54]. Белковые продукты 
нескольких генов с повышенной экспресси-
ей (CG5504, CG7394, CG11267 и Hsp60A) у мух 
Hsp70– локализуются в митохондриях, а малые 
белки теплового шока участвуют в регуляции 
морфологии и функции митохондрий [55]. Учи-
тывая важную роль шаперонов в регуляции ста-

бильности, протеолиза и транспорта/митохон-
дриального импорта многих клеточных белков 
(и большинства митохондриальных белков) [9, 
10], можно предположить, что разнонаправ-
ленные изменения экспрессии ряда ферментов 
энергетического метаболизма вызваны разнона-
правленным изменением экспрессии шаперо-
нов разных семейств. Интересно, что подобные 
изменения произошли на фоне увеличения экс-
прессии рибосомных белков (маркер произво-
дительности трансляционного аппарата) у мух 
Hsp70– (рис. 3, рис. 4б и рис. S1, см. Дополни-
тельные материалы), что может быть дополни-
тельным фактором, затрудняющим поддержа-
ние протеостаза в мышце.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, нами показано, что возраст-

ное снижение скорости локомоций мух w1118 – 
показателя функционального состояния и вы-
носливости – сопровождается выраженными 
изменениями транскриптомного профиля ске-
летных мышц ног, носящими консервативный 
характер. Это дополняет результаты предыду-
щих работ об использовании этой модели для 
исследования возрастных изменений скелетной 
мышцы [40–42]. 

Делеция шести генов Hsp70 уменьшила ме-
дианную продолжительность жизни мух, одна-
ко не оказала негативного влияния на прирост 
продолжительности их жизни, вызванный дли-
тельным повышением двигательной активно-
сти. Это свидетельствует о контекстспецифич-
ном и небольшом влиянии нокаута генов Hsp70 
на продолжительность жизни мух. Напротив, 
в тесте на отрицательный геотаксис (показа-
тель, характеризующий выносливость) скорость 
локомоций у мух Hsp70– была значительно сни-
жена, что происходило на фоне комплексных 
изменений возрастной динамики транскрипто-
ма мышц ног. Количественный протеомный 
анализ выявил у 47-суточных мух Hsp70– разно-
направленные изменения в содержании ключе-
вых ферментов метаболизма глюкозы и окисле-
ния жиров (гликолиз, пентозофосфатный путь, 
цикл Кребса, бета-окисление и окислительное 
фосфорилирование). Такая дисрегуляция может 
быть связана с компенсаторным увеличением 
экспрессии генов, кодирующих другие шаперо-
ны (этого и других семейств), которые регули-
руют специфичные для них наборы белков-ми-
шеней. 

Таким образом, нокаут шести генов Hsp70 
несколько уменьшает медианную продолжи-
тельность жизни мух, но выраженно снижает 
скорость их локомоций, что может быть связано 
с комплексными изменениями транскриптома 
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скелетных мышц ног и с разнонаправленными 
изменениями в содержании ключевых фермен-
тов энергетического метаболизма. 
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Knockout of Hsp70 Genes Modulates Age-Related Transcriptomic Changes in Leg 
Muscles, Reduces Locomotion Speed and Lifespan of Drosophila melanogaster

I. V. Kukushkina1,2, P. A. Makhnovskii1, V. G. Zgoda3,  
N. S. Kurochkina1, D. V. Popov1*

1Institute of Biomedical Problems, Russian Academy of Sciences, Moscow, 123007 Russia
2Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia

3Orekhovich Research Institute of Biomedical Chemistry, Moscow, 119121 Russia
*e-mail: danil-popov@yandex.ru

The study investigated the effect of knockout of six Hsp70 genes (orthologues of the mammalian genes 
Hspa1a, Hspa1b, Hspa2 and Hspa8) on age-related changes in gene expression in the legs of Drosophila 
melanogaster, which contain predominantly skeletal muscle bundles. For this, the leg transcriptomic profile 
was examined in males of the w1118 control line and the Hsp70– line on the 7th, 23rd and 47th days of life. 
In w1118 flies, an age-related decrease in the locomotion (climbing) speed (a marker of functional state and 
endurance) was accompanied by a pronounced change in the transcriptomic profile of the leg skeletal mus-
cles, which is conservative in nature. In Hsp70– flies, the median lifespan was shorter and the locomotion 
speed was significantly lower compare to the control; at the same time, complex changes in the age-related 
dynamics of the skeletal muscle transcriptome were observed. Mass spectrometry-based quantitative pro-
teomic showed that 47-day-old Hsp70– flies, compared with w1118, demonstrated multidirectional changes 
in the content of key enzymes of glucose metabolism and fat oxidation (glycolysis, pentose phosphate path-
way, Krebs cycle, beta-oxidation and oxidative phosphorylation). Such dysregulation may be associated with 
a compensatory increase in the expression of other genes encoding chaperones (small Hsp, Hsp40, 60, and 
70), which regulate specific sets of target proteins. Taken together, our data show that knockout of six Hsp70 
genes slightly reduces the median lifespan of flies, but significantly reduces the locomotion speed, which may 
be associated with complex changes in the transcriptome of the leg skeletal muscles and with multidirectional 
changes in the content of key enzymes of energy metabolism.

Keywords: skeletal muscle, aging, heat shock proteins, transcriptome, proteome
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Рост заболеваемости сахарным диабетом привел к увеличению числа пациентов с хроническими 
осложнениями, которые рассматривают как основные причины инвалидизации при этом заболе-
вании. Длинные некодирующие РНК (днРНК) играют важную роль в регуляции экспрессии ге-
нов и участвуют в формировании различных патологических процессов. Нами проведен анализ 
экспрессии генов днРНК TP53TG1, LINC00342, MALAT1, H19, MEG3 у пациентов с сахарным 
диабетом типа 2 (СД2) с разным клинико-метаболическим статусом, а также c риском развития 
такого осложнения, как диабетическая ретинопатия. В исследовании принял участие 121 человек: 
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уровнями днРНК H19 и триглицеридов, в то время как уровни днРНК LINC00342 и TP53TG1 по-
ложительно коррелировали с показателями гликемического контроля (количество HbA1c и уровень 
глюкозы натощак). Уровень днРНК MALAT1 отрицательно коррелирует с уровнем липопротеинов 
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ВВЕДЕНИЕ
Сахарный диабет типа 2 (СД2) ‒ многофак-

торное заболевание, обусловленное комбиниро-
ванным взаимодействием генетических, эпиге-
нетических и внешнесредовых факторов [1]. 

Недавние исследования выявили измене-
ние экспрессии длинных некодирующих РНК 
(днРНК), к которым относятся некодирующие 
РНК, состоящие более чем из 200 нуклеотидов, 
при многих патологических состояниях чело-
века [2, 3]. Известно, что днРНК могут влиять 
на транскрипцию, взаимодействуя с белками, 
ремоделирующими хроматин, а также модули-
руя связывание факторов транскрипции с сай-
тами-мишенями [4]. Некоторые днРНК могут 

влиять на альтернативный сплайсинг белокко-
дирующих генов или регулировать стабильность 
белка в ядре [5]. ДнРНК способны регулировать 
экспрессию генов на посттрансляционном уров-
не: взаимодействуя с комплементарными участ-
ками микроРНК и мРНК генов-мишеней, они 
контролируют устойчивость мРНК или влияют 
на белок-белковые взаимодействия [6]. 

Исследования последних лет подтверждают 
существование связи между нарушением регу-
ляции днРНК и формированием опухолевых, 
сердечно-сосудистых, воспалительных и ме-
таболических заболеваний [7, 8]. Однако роль 
днРНК в развитии патологических состояний 
человека и молекулярные механизмы их дей-
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ствия остаются недостаточно изученными. В на-
шей работе оценена предиктивная значимость 
дифференциальной экспрессии ряда днРНК 
в формировании СД2 и диабетической рети-
нопатии. С этой целью определена экспрессия 
генов следующих днРНК: TP53TG1 (TP53 Tar-
get 1), LINC00342 (long intergenic non-protein 
coding RNA 342), MALAT1 (metastasis associated 
lung adenocarcinoma transcript 1), H19 (H19 im-
printed maternally expressed transcript) и MEG3 
(maternally expressed 3). 

днРНК TP53TG1 влияет на альтернатив-
ный сплайсинг мРНК, пролиферацию клеток 
и апоптоз, а также является частью сигналь-
ного пути TP53. Повышенная экспрессия гена 
TP53TG1 при онкологических заболеваниях 
приводит к ингибированию клеточной проли-
ферации и усиливает апоптоз. Установлено, 
что экспрессия гена TP53TG1 зависит от уровня 
глюкозы ‒ при сниженном содержании глюкозы 
экспрессия этого гена значительно возрастает. 
Согласно данным базы KEGG, днРНК TP53TG1 
принимает участие в ингибировании гена инсу-
линоподобного фактора роста (IGF, Insulin-like 
growth factor), ключевого для метаболизма глю-
козы [9]. Продукт гена TP53TG1 участвует в ме-
тилировании m6A, что важно для формирования 
метаболических расстройств [10]. 

Продукт гена LINC00342 участвует в про-
цессах гликолиза, при этом как чрезмерная экс-
прессия, так и отсутствие LINC00342 приводят 
к перепрограммированию метаболизма глюкозы 
в макрофагах и развитию инсулинорезистентно-
сти (ИР) [11, 12]. днРНК LINC00342 регулирует 
экспрессию гена деметилазы FTO, ключевого 
фермента, участвующего в деметилировании 
m6A в РНК и модификации эукариотических 
мРНК. Как известно, этот процесс играет важ-
ную роль в регуляции дифференцировки пре-
адипоцитов в адипоциты, что способствует 
липогенезу и отложению жировой ткани и об-
уславливает развитие таких заболеваний, как 
ожирение, сахарный диабет и метаболический 
синдром [13, 14]. 

днРНК MALAT1 активно изучается при СД2. 
Повышение уровня днРНК MALAT1 в сыворот-
ке больных СД2 [3] способствует прогрессиро-
ванию таких осложнений СД2, как нейропатия, 
ретинопатия, нефропатия и сердечно-сосуди-
стые заболевания [15, 16]. днРНК MALAT1 уча-
ствует в регуляции сигнальных путей PI3K/Akt, 
MAPK/ERK и Wnt/β [15]. Нокдаун гена MALAT1 
ослабляет апоптоз эндотелиальных клеток, ин-
дуцированный высоким содержанием глюкозы 
[17]. Ген MALAT1 играет важную роль в регуля-
ции чувствительности к инсулину, а ингибиро-
вание экспрессии гена днРНК MALAT1 рассма-
тривается как потенциальная терапевтическая 

мишень при СД2. Однако данные, полученные 
в разных работах, противоречивы. Например, 
показано как увеличение, так и снижение экс-
прессии гена MALAT1 у пациентов с СД2 с ос-
ложнениями [3, 18]. 

Импринтированный ген H19 экспрессирует-
ся только с материнской хромосомы, он играет 
важную роль в эмбриогенезе и связан с разви-
тием генетических расстройств. Изучение экс-
прессии днРНК H19 показало, что уровень экс-
прессии гена Н19 тесно связан с развитием СД2 
и его осложнений [19]. Установлено снижение 
уровня экспрессии гена H19 в мышцах при СД2, 
а также его влияние на гены-мишени днРНК 
Н19, такие как ген рецептора инсулина и липо-
протеинлипазы. Снижение уровня экспрессии 
гена Н19 приводит к развитию ИР [20]. 

MEG3 – это ген, импринтированный по ма-
теринской линии. Выявлено, что ген MEG3 ассо-
циирован с развитием ИР печени, у пациентов 
с СД2 повышен уровень экспрессии этого гена 
[21]. Zhu X. и соавт. [22] показали, что нокдаун 
гена MEG3 усиливает экспрессию гена микроР-
НК 214 и ингибирует экспрессию ее гена-мише-
ни ATF4 (активирующий фактор транскрипции 
4), что, в свою очередь, подавляет экспрессию 
гена FOXO1 и ряда других генов, кодирующих 
ферменты глюконеогенеза. Уровень ИР снижа-
ется при подавлении глюконеогенеза [22].

Таким образом, исследования последних лет 
показывают, что днРНК, участвующие в регуля-
ции гомеостаза глюкозы, способствуют прогрес-
сированию СД2 [23]. Однако на сегодняшний 
день не найдены биомаркеры, связанные с ран-
ним выявлением или прогрессированием СД2. 
В этой связи назрела необходимость изучения 
биомаркеров для диагностики и выявления за-
болевания на ранней стадии. Цель настоящего 
исследования состояла в изучении экспрессии 
генов днРНК TP53TG1, LINC00342, MALAT1, 
H19, MEG3 у пациентов с СД2, ассоциации 
уровней этих днРНК с количественными мета-
болическими параметрами, характеризующими 
СД2, а также с риском развития диабетической 
ретинопатии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Нами проведено обследование 121 челове-

ка ‒ 51 пациента с СД2 и 70 условно здоровых 
индивидов (контрольная группа). Средняя про-
должительность СД2 составила 10.0 ± 7.11 лет. 
Описание групп представлено в табл. 1. Ис-
пользовали следующие критерии включения 
в группу СД2: верифицированный диагноз СД2, 
установленный согласно критериям ВОЗ (1999–
2013 гг.) и алгоритмам диагностики, принятым 
в Российской Федерации от 2022 г. [24], отсут-
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ствие родства между пациентами. Критерии 
включения в контрольную группу: отсутствие 
клинических и лабораторных признаков на-
рушений углеводного обмена, отсутствие хро-
нических эндокринологических заболеваний 

в анамнезе. Критериями исключения из группы 
контроля были: возраст < 35 лет, гипергликемия, 
тяжелые хронические заболевания. Пациенты 
находились на стационарном лечении в Город-
ской клинической больнице №21 г. Уфы. 

Таблица 1. Характеристика групп, включенных в исследование

Параметр Контроль
n = 70

СД2
n = 51 p

Возраст, лет, среднее  ±  Std.Dv 51.60 ± 10.31 59.88± 10.11 0.036
Мужчины, n (%) 26 (37.15) 17 (33.34) 0.213
Женщины, n (%) 44 (62.85) 34 (66.66)
Индекс массы тела (ИМТ, кг/м2), среднее  ±  SD 25.44  ±  2.97 31.92 ± 5.82  < 0.0001
Лечение:
Метформин 
Другие препараты

- 38 (74.51)
13 (24.49)

–

Ожирение, n (%) - 37 (72.54) –
Длительность СД2, медиана [Q1;Q3] – 10.00 [3; 15] –
Артериальная гипертензия, n (%) – 41 (80.40) –
Сердечно сосудистые заболевания, n (%) – 4 (7.84) –
Диабетическая нефропатия, n (%) - 48 (94.11) –
Диабетическая нейропатия, n (%) - 47(92.15) –
Диабетическая ретинопатия, n (%) - 22 (43.13) –
HbA1C (%), медиана [Q1;Q3] 4.89 [3.8; 5.90] 9.30 [7.30; 14.10]  < 0.0001
Глюкоза натощак (ммоль/л), медиана [Q1;Q3] 4.82 [3.20; 5.90] 9.60 [6.95; 12.55]  < 0.0001
Общий холестерин (ммоль/л), медиана [Q1;Q3] 4.79 [3.30; 6.50] 4.94 [4.34; 5.57] 0.0007
ЛПНП (ммоль/л), медиана [Q1;Q3] 2.71 [0.78; 3.99] 2.98 [1.81; 3.85]  <0.006
ЛПВП (ммоль/л), медиана [Q1;Q3] 1.11 [0.87; 1.43] 1.13 [0.71; 1.17] 0.080
Триглицериды (ммоль/л), медиана [Q1;Q3] 1.33 [1.10; 2.07] 2.34 [1.75; 3.49]   0.029

В анализе использовали образцы цельной 
крови. Мононуклеарные клетки (моноциты 
и лимфоциты) выделяли из цельной крови в гра-
диенте плотности фиколла. Суммарную РНК вы-
деляли из мононуклеарных клеток (лимфоцитов 
и моноцитов) периферической крови с исполь-
зованием реактива TRIzol reagent и протокола 
фирмы “Invitrogen” США или аналога ExtractR-
NA (“Евроген”, Россия). Для анализа экспрес-
сии были выбраны гены следующих днРНК ‒ 
TP53TG1 (ID:11257), LINC00342 (ID:150759), 
H19 (ID:283120), MALAT1 (ID:378938), MEG3 
(ID:55384). Качество и количество РНК-матри-
цы (в нг/мкл) оценивали спектрофотометриче-
ски (NanoDrop 1000, “ThermoScientific”, США) 
по поглощению при длине волны 260 нм. Ка-
чество РНК определяли по соотношению А260/
А280. Целостность РНК оценивали с помощью 
электрофореза в агарозном геле. Синтез кДНК 
проводили с использованием набора MMLV 
RT kit (“Евроген”) и гексамерных рандомных 
праймеров. Экспрессию генов днРНК анализи-
ровали на приборе StepOnePlus (“Applied Bio-
systems”, США). ПЦР проводили в 96-луноч-
ных планшетах. Реакционные смеси объемом 
25 мкл содержали специфические праймеры 
(представлены в табл. 2), флуоресцентный зонд 
фирмы “ДНК-Синтез” (Россия) и реагенты 

для ПЦР qPCRmix-HS HighROX (“Евроген”). 
Дизайн и синтез праймеров осуществлен ООО 
“ДНК-Синтез” (Россия). В качестве эндоген-
ного контроля использован ген домашнего хо-
зяйства (B2M). В качестве референсного образ-
ца использовали образцы контрольной группы, 
ПЦР для каждого образца повторяли трижды. 
В каждую реакцию включали отрицательный 
контроль, не содержащий кДНК. Для удаления 
геномной ДНК РНК обрабатывали ДНКазой 
I (“Thermo Fisher Scientific”) согласно инструк-
ции производителя.

Методы статистического анализа данных. 
Статистическую обработку данных проводи-
ли с использованием программ SPSS Statistics 
22 (США), GraphPad Prism version 8.0.1 (Graph-
Pad Software Inc, США). Относительный уровень 
экспрессии оценивали с помощью метода ΔΔСt 
[25]. Рассчитывали значение Е–ΔΔCt, (E = 2.0). 
Результаты нормировали по уровню экспрессии 
гена домашнего хозяйства и соответствующих 
генов согласно следующей схеме ∆Ct = Ct (це-
левой ген) – Ct (ген домашнего хозяйства). 
По оси ординат отложен уровень относительной 
экспрессии (Е–ΔCt). Различия в уровне относи-
тельной экспрессии между группой больных 
и в контроле рассчитывали с помощью пара-
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Таблица 2. Нуклеотидные последовательности использованных праймеров

днРНК Праймер

TP53TG1
F:5′-GGCTCTTTCCTTTAATCTTCGG-3′

R:5′-GAATTGTTACCAGGGTTACTCAGAC-3′
FAM-TGCCCAACTCAGGTTTAACCACCA-BHQ1

H19
F:5′-GAATCGGCTCTGGAAGGTGA-3′

R:5′-GCTGCTGTTCCGATGGTG-3′
FAM-CCAGACCTCATCAGCCCAACATC-BHQ1

LINC00342
F:5′-TTTCATCTGAAGCAGCAGAGTG-3′

R:5′-CAGTTGTGGTGATCTTTGTTCCTG-3′
FAM-CAGAGTCAGGTCACCAACCAGTGTGGA-BHQ1

MALAT1
F:5′-GAACACAAGAAGTGCTTTAAGAGGC-3′

R:5′-GCGAGGCGTATTTATAGACGG-3′
FAM-AGGTGATCGAATTCCGGTGATGC-BHQ1

MEG3
F:5′-GCCCATCTACACCTCACGAG-3′
R:5′-CCTCTTCATCCTTTGCCATCC-3′

FAM-CCCACCAACATACAAAGCAGCCACT-BHQ1

метрического t-критерия Стьюдента (Т-test), 
для использования параметрических статисти-
ческих тестов окончательные результаты экс-
прессии генов преобразовали в логарифмиче-
ские значения. Взаимосвязь между экспрессией 
днРНК и клиническими параметрами оценива-
ли с помощью корреляционного теста Пирсона. 
Величины p ≤ 0.05 считали статистически зна-
чимыми. Для учета множественных сравнений 
использовали поправку pFDR (https://www.sdm-
project.com/utilities/?show=FDR).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Нами не выявлено значимых различий 

в уровнях экспрессии генов днРНК TP53TG1, 
LINC00342, MALAT1, H19 и MEG3 в группах 
женщин и мужчин (р = 0.81, p = 0.18, p = 0.75, 
р = 0.25, p = 0.27). Сравнение общей группы 
пациентов с контрольной группой показало, 
что уровень днРНК TP53TG1 у пациентов был 
снижен в 1.7 раза (р = 0.016, pFDR = 0.033), уро-
вень днРНК LINC00342 – в 2 раза (р = 0.021, 
pFDR = 0.033). Уровень днРНК H19 был одина-
ковым в обеих группах – у пациентов и здоровых 
индивидов (р = 0.20), а уровень днРНК MALAT1 
в группе пациентов был повышен в 3.5 раза 
(p = 0.0001, pFDR = 0.0005). Уровень днРНК 
MEG3 в группе пациентов был повышен, одна-
ко различия не достигали уровня статистической 
значимости (р = 0.05, pFDR = 0.062) (рис. 1).

Оценивали также связь между уровнем днРНК 
и диабетической ретинопатией, поскольку дру-
гие осложнения, такие как артериальная гипер-
тензия, диабетическая нефропатия и нейро-
патия присутствовали почти у всех пациентов 
(сравнивали группы пациентов с осложнени-
ем и без, а также пациентов с осложнениями 
и контрольную группу). При сравнении паци-

ентов с ретинопатией и без ретинопатии ста-
тистически значимые различия были выявлены 
только для днРНК Н19, уровень которой у па-
циентов с ретинопатией был в 2.9 раза выше 
(р = 0.04, pFDR = 0.05). У пациентов с диабети-
ческой ретинопатией уровень днРНК TP53TG1 
был в 1.4 раза ниже, чем у лиц контрольной 
группы (р = 0.04, pFDR = 0.05), уровень днРНК 
LINC00342 был снижен в 2 раза (р = 0.04, 
pFDR= 0.05), а уровень днРНК MALAT1 повы-
шен в 5 раз (р = 0.0001, pFDR = 0.0005). В группе 
больных без диабетической ретинопатии уро-
вень экспрессии гена MEG3 был в 2 раза выше, 
чем в группе пациентов с диабетической рети-
нопатией (р = 0.05, pFDR = 0.05). Однако эти раз-
личия были на уровне тенденции. 

Далее мы сравнили уровни экспрессии генов 
днРНК у пациентов, принимающих метформин 
или получающих другие препараты, и не выяви-
ли статистически значимых различий (рис. 1). Для 
генов днРНК TP53TG1, LINC00342, MALAT1, 
H19 и MEG3 уровни значимости (р) составили: 
0.36, 0.98, 0.22, 0.23, 0.75 соответственно. 

Анализ ассоциации днРНК между собой 
и с количественными метаболическими параме-
трами выявил положительную ассоциацию меж-
ду уровнями H19 и триглицеридов (r = 0.865, 
р = 0.0001), уровнем LINC00342 с уровнем 
глюкозы натощак (r = 0.439, р = 0.002). Уров-
ни днРНК TP53TG1 и LINC00342 были по-
ложительно ассоциированы с уровнем HbA1c 
(r = 0.334, р = 0.02 и r = 0.332, р = 0.021 соответ-
ственно). Уровень днРНК MALAT1 отрицатель-
но ассоциирован с уровнем ЛПВП (r = –0.672, 
р = 0.012) и положительно с уровнем ЛПНП 
(r = 0.336, р = 0.017), в то время как уровень 
днРНК LINC00342 положительно ассоции-
рован с уровнем днРНК TP53TG1 (r = 0.497, 
р = 0.0001) (табл. 3).
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Рис. 1. Сравнение уровней экспрессии генов TP53TG1, LINC00342, H19, MALAT1 и MEG3 у пациентов с СД2, 
в контрольной группе, у пациентов с диабетической ретинопатией и в контроле, а также в зависимости от про-
водимого лечения. Величины относительной экспрессии (2-∆Ct) представлены в виде значений среднего  ±  SEM. 
М – пациенты, принимающие метформин, БМ – пациенты, принимающие другие препараты, РП – пациенты 
с диабетической ретинопатией.
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ОСОБЕННОСТИ ЭКСПРЕССИИ ДЛИННЫХ НЕКОДИРУЮЩИХ РНК
Таблица 3. Коэффициенты корреляции уровней днРНК и метаболических параметров

Параметр TP53TG1 LINC00342 MALAT1 H19 MEG3

Общий холестерин, ммоль/л 0.096 0.193 0.219 –0.049 0.151
Триглицериды, мкмоль/л –0.003 0.274 0.143 0.865** 0.348
ЛПВП, ммоль/л –0.219 –0.332 –0.672* 0.125 –0.153
ЛПНП, ммоль/л 0.170 –0.002 0.336* –0.314 –0.104

Глюкоза натощак, ммоль/л 0.232 0.439** 0.088 –0.040 0.045

HbA1c, % 0.335* 0.332* 0.092 –0.080 0.048
TP53TG1 1 0.497** 0.085 0.078 0.042
LINC00342 0.497** 1 0.063 0.158 0.001
MALAT1 0.085 0.063 1 -0.045 0.141
H19 0.078 0.158 –0.045 1 0.045
MEG3 0.042 0.001 0.141 0.045 1

*Уровень значимости менее –0.05.
**Уровень значимости менее –0.01. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Нами обнаружено снижение уровня экспрес-

сии генов TP53TG1 и LINC00342, кодирующих 
днРНК, у пациентов СД2, в то время как уро-
вень экспрессии генов MALAT1 и MEG3 у па-
циентов был выше, чем в контрольной группе. 
Среди пациентов с диабетической ретинопати-
ей также выявлено снижение уровней экспрес-
сии генов TP53TG1 и LINC00342 по сравне-
нию с контролем, повышение экспрессии гена 
MALAT1, а также обнаружена тенденция к уве-
личению экспрессии гена MEG3 у пациентов без 
ретинопатии по сравнению с пациентами с ре-
тинопатией. 

Изучение уровня экспрессии генов 
LINC00342 и TP53TG1 у пациентов с СД2 про-
ведено впервые, тогда как повышение уровней 
экспрессии генов MALAT1 и MEG3 в крови па-
циентов с СД2 подтверждено и другими автора-
ми [3, 26]. Вместе с тем, описанное несоответ-
ствие между результатами анализа экспрессии 
днРНК, например H19 и MALAT1, у пациен-
тов с СД2 [27], по-видимому, можно объяснить 
различиями в изучаемых тканях, наличием или 
отсутствием осложнений у испытуемых, а также 
проводимым лечением, “стажем” CД2 и уров-
нем гликемии. Также описана обратная взаи-
мосвязь между уровнями экспрессии днРНК, 
полученной из клеток крови и других тканей 
[28]. Отмечено, что днРНК, выделяемая из пе-
риферической крови, отражает метаболический 
статус испытуемых, поэтому кровь является ва-
лидным источником для проведения ранней ди-
агностики СД2 и его осложнений [29]. 

Гены в сети коэкспрессии с геном LINC00342  
относятся к путям, связанным с апоптозом 

и воспалительной реакцией. Ранее методом ана-
лиза обогащения по функциональной принад-
лежности показано влияние днРНК LINC00342 
на экспрессию генов PTEN и ТP53 [30]. Вы-
ключение гена LINC00342 приводило к усиле-
нию экспрессии генов PTEN и ТP53 в клетках 
немелкоклеточного рака легкого [31], тогда как 
повышение уровня экспрессии гена LINC00342 
в крови ассоциировано с расчетной скоростью 
клубочковой фильтрации при хронической по-
чечной недостаточности [30]. Показано, что 
повышение экспрессии гена LINC00342 при 
злокачественных новообразованиях приводит 
к угнетению апоптоза в опухолевых клетках 
[31]. Установлено, что уровень экспрессии гена 
LINC00342 выше у пациентов с диабетической 
нефропатией [13]. Снижение уровня экспрессии 
гена LINC00342 считается одним из ключевых 
маркеров риска острого инфаркта миокарда [32]. 
днРНК LINC00342 регулирует экспрессию ге-
нов FTO и METTL3, ключевых участников про-
цессов метилирования. Аномальные изменения 
метилирования m6A, деметилаз и метилтранфе-
раз влияют на работу β-клеток, обуславливают 
развитие гипергликемии и прогрессирование 
СД2 [33]. Нами установлена положительная 
корреляция между уровнями днРНК LINC00342 
глюкозы и HbAc1, что позволяет предположить 
существование связи между уровнем экспрес-
сии гена LINC00342 и тяжестью заболевания. 
Несоответствие между уровнями экспрессии 
может отражать различия в степени экспрессии 
днРНК в разных тканях, а также свидетельство-
вать о воздействии внешних факторов, напри-
мер, проводимого лечения или особенностей 
питания. 

Продукт гена TP53TG1 участвует в регуляции 
метаболизма глюкозы, взаимодействуя с про-
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дуктами генов FOXK1, GCK. Снижение уровня 
экспрессии гена TP53TG1 отмечено при раке 
желудка [34]. Показано, что экспрессия гена 
TP53TG1 регулируется глюкозой: повышается 
при низком уровне глюкозы и снижается при 
ее высоком уровне [35]. Более того, предпола-
гается, что уровень глюкозы обуславливает экс-
прессию гена TP53TG1 и свойства этого гена как 
защитные, так и канцерогенные [35]. Возможно, 
разнообразные эффекты аберрантной экспрес-
сии TP53TG1 на патогенез СД2 обусловлены 
действием различных механизмов, в том числе 
влиянием на такие сигнальные пути, как пути 
WNT/β-катенина и PI3K/AKT. 

Участие днРНК H19 в регуляции метаболи-
ческих заболеваний было показано еще в 2014 
году [36]. Установлено, что ингибирование экс-
прессии гена H19 малой интерферирующей РНК 
в гепатоцитах мыши приводило к повышению 
уровня глюкозы в крови. В клетках HepG2 ин-
гибирование гена H19 нарушало передачу сиг-
налов инсулина, опосредованную повышенной 
ядерной локализацией регулятора транскрип-
ции FOXO1 [37]. Установлено, что снижение 
уровня днРНК H19 позволяет фактору Р53 (про-
дукт гена ТР53) связываться с промотором гена 
FOXO1, что приводит к усилению продукции 
гликогена в печени. Повышение уровня днРНК 
Н19 у пациентов, напротив, приводит к усиле-
нию глюкогенеза [38]. Нами выявлена поло-
жительная корреляция Н19 и уровня триглице-
ридов, что совпадает с данными Liu J. и соавт. 
[39]. Показано, что повышенную экспрессию 
гена H19 можно рассматривать как характерное 
молекулярное изменение при жировой болезни 
печени, а днРНК H19 способствует стеатозу ге-
патоцитов, секреции триглицеридов [39]. 

Обнаружено значимое повышение уровня 
экспрессии гена MALAT1 у пациентов с СД2, 
причем как с ретинопатией, так и без этого ос-
ложнения. Повышение уровня днРНК MALAT1 
в сетчатке глаза пациентов с диабетической рети 
нопатией было установлено ранее. Оказалось, 
что ген MALAT1 активируется в сетчатке в усло-
виях высокого уровня глюкозы, в то время как 
нокдаун гена MALAT1 ослабляет проявления 
ретинопатии у крыс [40]. Выявлено как сниже-
ние уровня днРНК MALAT1 в крови пациентов 
с СД2 и метаболическим синдромом, так и его 
повышение [3]. Сверхэкспрессия гена MALAT1 
служит важным маркером дисфункции и про-
лиферации эндотелиальных клеток и микросо-
судистых осложнений СД2 [3]. Считается, что 
повышенный уровень MALAT1 способствует 
увеличению уровня цитокинов и воспалению, 
что делает MALAT1 одной из ключевых моле-
кул, регулирующих воспаление при СД2 [41]. 
Существование обратной корреляции между 
уровнями днРНК MALAT1 и липопротеинов 

низкой плотности подтверждается данными, 
свидетельствующими о том, что выключение 
гена MALAT1 усиливает индукцию липопротеи-
нов низкой плотности [42].

Обнаружена тенденция к увеличению уровня 
днРНК MEG3 среди пациентов с СД2 по срав-
нению с контролем и у пациентов без ретино-
патии по сравнению с пациентами, имеющими 
это осложнение, однако различия не достигали 
уровня статистической значимости. Ранее со-
общалось, что уровень MEG3 повышен в сы-
воротке крови, в мононуклеарах крови, а также 
в ткани почки пациентов с СД2 [43]. Установ-
лено также, что повышенная экспрессия гена 
MEG3 у пациентов способствует развитию ИР, 
тогда как снижение уровня днРНК MEG3 вызы-
вает диабетическую дисфункцию микрососудов 
в сетчатке и приводит к диабетической ретино-
патии [44]. 

Как показано ранее, метформин (один из ос-
новных препаратов при лечении СД2) может 
влиять на дифференциальную экспрессию генов 
днРНК, как это показано для генов днРНК H19 
и MALAT1 [38, 45]. В нашем исследовании на-
блюдалась лишь тенденция к снижению уровня 
днРНК MALAT1 и Н19 у пациентов, принима-
ющих метформин. Эта тенденция соответствует 
данным [31], а отсутствие статистически значи-
мых различий может быть результатом исполь-
зования разных доз препарата.

днРНК LINC00342, TP53TG1, MALAT1, 
H19 и MEG3 являются мультифункциональны-
ми, они воздействуют на патогенез СД2 посред-
ством различных механизмов. Несоответствия 
между уровнями экспрессии днРНК у пациен-
тов с СД2 в работах разных авторов могут быть 
обусловлены выбором ткани, использованной 
для анализа. Можно предположить, что особен-
ности экспрессии генов днРНК определяются 
клеточным окружением. Наличие противоречий 
в результатах анализа уровней экспрессии генов 
днРНК предполагает проведение дальнейших 
более глубоких исследований. 

Результаты определения дифференциаль-
ной экспрессии генов TP53TG1, LINC00342 
и MALAT1, а также корреляция между уровнями 
днРНК и показателями гликемического контро-
ля свидетельствуют об их участии в формирова-
нии СД2 и диабетической ретинопатии и могут 
рассматриваться в качестве ранних диагности-
ческих маркеров СД2 и его осложнений. 

Работа выполнена при поддержке Россий-
ского научного фонда (грант №22-25-00010).

Все процедуры, выполненные в исследова-
нии, соответствуют этическим стандартам наци-
онального комитета по исследовательской этике 
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Хельсинкской декларации 1964 года и ее после-
дующим изменениям. Исследование одобрено 
на заседании экспертного совета по биомеди-
цинской этике Института биохимии и генетики 
Уфимского федерального исследовательского 
центра РАН, протокол №8 от 14.03.2012. Все ис-
пытуемые подписывали информированное до-
бровольное согласие после получения разъясне-
ний о потенциальных рисках и преимуществах, 
а также о характере предстоящего исследования.

Авторы декларируют отсутствие явных и по-
тенциальных конфликтов интересов, связанных 
с публикацией настоящей статьи. 
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THE EXPRESSION OF LONG NON-CODING RNAs TP53TG1, LINC00342, 
MALAT1, H19 and MEG3 IN TYPE 2 Diabetes mellitus

O. V. Kochetova1, D. Sh. Avzaletdinova2, G. F. Korytina1

1Ufa Federal Research Centre, Russian Academy of Sciences, Ufa, 450054 Russia 
2Bashkir State Medical University, Ufa, 450098 Russia
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Type 2 diabetes is a complex and multifactorial metabolic disorder. The frequency of type 2 diabetes has 
dramatically increased worldwide. Long non-coding RNAs play a regulatory role in pathological processes 
of type 2 diabetes. The aim of the study was to analyze lncRNA TP53TG1, LINC00342, MALAT1, H19, 
MEG3 in patients with type 2 diabetes and metabolic parameters, as well as the risk of diabetic retinopathy. 
Participants included 51 patients with diabetes and 70 healthy individuals. The expression of TP53TG1 and 
LINC00342 genes was significantly decreased in the patients with diabetes compared to healthy individu-
als. MALAT1 gene expression was higher in diabetes patient. H19 gene was increased in the patients with 
diabetic retinopathy compare patients without retinopathy. TP53TG1, LINC00342 and MEG3 expression 
was decreased in the patients with diabetic retinopathy and MALAT1 expression was increased. H19 is pos-
itively correlated with triglyceride levels, TP53TG1 and LINC00342 are positively correlated with HbA1c 
levels and fasting glucose levels. MALAT1 is negatively correlated with HDL levels and positively correlated 
with LDL levels. A decrease in the expression level of TP53TG1 and LINC00342 and an increase in the 
level of MALAT1 in diabetes, as well as an association with glycemic control, indicate the role of the studied 
non-coding RNAs in the development of type 2 diabetes mellitus and retinopathy and can be considered 
as candidates for early diagnosis of type 2 diabetes.

Keywords: Type 2 diabetes mellitus, lncRNA, MALAT1, MEG3, H19, LINC00342
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МИЕЛОИДНОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ PU.1 И СНИЖАЕТ 
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Ингибитор системы комплемента CD55/DAF экспрессируется на многих типах клеток. Нарушения 
экспрессии CD55 ассоциированы с повышенной тяжестью инфекции, вызванной вирусом гриппа 
типа А, а также с сосудистыми осложнениями на фоне патологий, связанных с избыточной актива-
цией системы комплемента. С использованием люциферазной репортерной системы нами проведен 
функциональный анализ однонуклеотидного полиморфизма rs2564978, расположенного в промо-
торе гена CD55, минорный T-аллель которого ассоциирован с тяжелым течением гриппа А(H1N1)
pdm09. Показано снижение активности промотора гена CD55 в присутствии минорного вариан-
та rs2564978(T) в клеточной модели макрофагов человека – активированных клетках линии U937. 
С использованием биоинформатических ресурсов определен потенциальный транскрипционный 
фактор PU.1, который может аллель-специфически связываться с промотором CD55 в области, со-
держащей rs2564978. Участие PU.1 в модуляции активности промотора CD55 верифицировано пу-
тем генетического нокдауна PU.1 с помощью малых интерферирующих РНК и с использованием 
специфической активации моноцитов.

Ключевые слова: CD55/DAF, SNP, PU.1/SPI1, система комплемента
DOI: 10.31857/S0026898424020089, EDN: NIRUNT

Сокращения: DAF – decay accelerating factor (фактор ускорения распада комплемента); SNP – single-nucleotide polymor-
phism (однонуклеотидный полиморфизм); ChIP-Seq – Chromatin Immunoprecipitation-sequencing (иммунопреципита-
ция хроматина); ЛПС – липополисахарид; PMA – phorbol-12-myristate 13-acetate (форбол-12-миристат-13-ацетат); 
PBS – phosphate-buffered saline (фосфатно-солевой буфер); siРНК – small interfering RNA (малые интерферирующие 
РНК); 5′-НТО – 5′-нетранслируемая область; ТФ – транскрипционный фактор.

ВВЕДЕНИЕ
Мембранный белок CD55, также извест-

ный как DAF (decay accelerating factor, фактор 
ускорения распада комплемента), является 
ингибитором системы комплемента, широко 
представленным на иммунных клетках, а так-
же на клетках стромы, эпителия и эндоте-

лия [1]. Ген CD55 располагается на хромосоме 
1 и имеет 23 охарактеризованных транскрипта, 
10 из которых белоккодирующие по данным 
Ensembl [2]. Согласно FANTOM5 hg38 human 
promoterome (https://fantom.gsc.riken.jp/zenbu/) 
основной старт транскрипции располагается 
в 5′-нетранслируемой области (5′-НТО) первого 
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экзона, общего для всех белоккодирующих изо-
форм [3]. CD55 обнаруживается в растворимой 
форме, но наиболее он представлен в мембран-
ной форме, содержащей С-концевой глико-
зилфосфатидилинозитольный якорь [4]. CD55 
защищает собственные клетки от  системы ком-
племента с помощью дестабилизации конвертаз 
С3 и C5 [5]. Система комплемента, являющаяся 
частью врожденной иммунной системы, состоит 
из каскада протеолитических взаимодействий, 
которые приводят к непосредственному унич-
тожению патогена/инфицированной клетки, 
а также к рекрутированию иммунных клеток, 
участвующих в реакции воспаления [6]. CD55, 
экспрессирующийся на моноцитах, также может 
участвовать в адаптивных иммунных реакциях, 
подавляя активность Т-клеток за счет взаимо-
действия с молекулой адгезии CD97 на их по-
верхности [7]. 

Врожденные нарушения экспрессии CD55 
ассоциированы с развитием аутоиммунных за-
болеваний [8, 9], CHAPLE-синдрома (включа-
ет в себя гиперактивацию комплемента, анги-
опатический тромбоз, энтеропатию с потерей 
белка) [10], пароксизмальной ночной гемогло-
бинурией [11]. Снижение экспрессии CD55 
и последующая активация системы комплемен-
та ассоциированы с микрососудистыми ослож-
нениями на фоне сахарного диабета типа 2 [12, 
13]. У пациентов с ишемической болезнью серд-
ца наблюдалась более низкая экспрессия CD55 
на поверхности моноцитов, чем у здоровых ин-
дивидов [14]. При многих онкологических за-
болеваниях (колоректальный рак, рак желудка, 
рак яичников, лейкоз и др.) уровень экспрес-
сии CD55, наоборот, повышается, что приводит 
к снижению комплементзависимой противо-
опухолевой цитотоксичности [1]. CD55 может 
способствовать прогрессии энтеровирусных 
инфекций, поскольку он является клеточным 
рецептором для ряда энтеровирусов [15]. Ви-
рус иммунодефицита человека типа 1 (HIV-1), 
Т-лимфотропный вирус человека типа 1 (HTLV-
1), цитомегаловирус человека (HCMV) и неко-
торые другие вирусы могут включать в свои 
вирионы CD55 для уклонения от системы ком-
племента [16]. Показано также участие CD55 
в проникновении в эритроциты малярийного 
плазмодия, однако при церебральной малярии, 
в развитии которой система комплемента играет 
важную роль, CD55, видимо, выполняет защит-
ную функцию [17]. В целом из-за сложных взаи-
модействий компонентов системы комплемента 
с ее регуляторами, патогенами и эффекторными 
клетками при инфекциях тяжесть заболевания 
и смертность могут быть связаны как с избыточ-
ной, так и с недостаточной активацией системы 
комплемента. Так, при инфицировании виру-
сом гриппа типа А матриксный белок M1 бло-
кирует взаимодействие между IgG и C1qA, тем 

самым ингибируя классический путь активации 
комплемента [18]; при этом дисрегуляция CD55 
увеличивает тяжесть гриппозной инфекции, 
вызванной вирусом гриппа А, вследствие гипе-
рактивации системы комплемента и поврежде-
ния клеток хозяина [19]. Аналогичная ситуация 
наблюдается при инфицировании SARS-CoV-2: 
избыточная активация системы комплемента 
сопровождается компенсаторным повышением 
уровня CD55 на моноцитах [20]. 

В промоторной области гена CD55 распола-
гается однонуклеотидный полиморфизм (SNP) 
rs2564978(C>T), минорный Т-аллель которо-
го ассоциирован с тяжелой формой гриппа 
А(H1N1)pdm09 [21‒23]. Кроме того, известно, 
что уровень мРНК CD55 в моноцитах инфици-
рованных пациентов с генотипом rs2564978(TT) 
значительно снижен по сравнению с носителя-
ми C-аллеля [21]. При этом в репортерных те-
стах при наличии мажорного С-аллеля rs2564978 
наблюдалось снижение активности промотора 
CD55 в клетках рака легкого, а в популяцион-
ных исследованиях найдена ассоциация этого 
варианта с повышенным риском возникновения 
немелкоклеточного рака легкого, рака пищево-
да, а также с энтеровирусным везикулярным 
стоматитом [24‒26].

В представленной работе нами показана 
rs2564978-зависимая регуляция активности про-
мотора CD55 в клеточной модели макрофагов 
человека, а также выявлен потенциальный фак-
тор транскрипции (ТФ), который в этих клетках 
может аллель-специфически связываться с об-
ластью, содержащей rs2564978.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Биоинформатическое определение границ 

промоторной области и поиск транскрипционно-
го фактора, аллель-специфически связывающе-
гося в области SNP. Область промотора CD55 
уточняли при помощи данных ENCODE [27], 
Roadmap [28] и ChromHMM [29], визуализи-
рованных в геномном браузере UCSC Genome 
Browser (http://genome.ucsc.edu/), на основании 
эпигенетических признаков регуляторных об-
ластей: пиков ацетилирования Lys27 гистона 
H3 (H3K27Ac), моно- и триметилирования Lys4 
гистона H3 (H3K4me1, H3K4me3), а также дан-
ных о чувствительности к ДНКазе I и наличию 
сайтов посадки ТФ. Для поиска потенциаль-
ных ТФ, аллель-специфически связывающих-
ся с областью вокруг rs2564978, использовали 
биоинформатический ресурс ADASTRA (Allelic 
Dosage-corrected Allele-Specific human Transcrip-
tion factor binding sites) [30] и параметры: FDR 
threshold = 0.05; ES threshold = 0. Этот ресурс 
содержит обширные данные об аллель-специ-
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фическом связывании ТФ с полиморфизмами 
в разных типах клеток, базирующиеся на дан-
ных о предсказании мотива ТФ (HOCOMO-
CO v11, SPRy-SARUS) и аллель-специфичных 
ChIP-Seq.

Клонирование репортерных конструкций. Ак-
тивность промотора CD55, содержащего альтер-
нативные варианты rs2564978, оценивали с ис-
пользованием двойного люциферазного теста. 
Для этого промоторную последовательность 
CD55 (chr1:207320724-207321763; GRCh38/hg38, 
без учета инсерции rs28371582(TAGTTACTTC-
CCCTCCTTCCC)) амплифицировали с геном-
ной ДНК (“Promega”, США) при помощи ПЦР 
с использованием специфических праймеров, 
содержащих сайты рестрикции HindIII и NcoI 
(промотор-CD55-HindIII-Fw TTAAGCTTAC-
GTGATTCTAATGTGTGGCCA; промотор-
CD55-NcoI-Rev TTTTCCATGGCGCGCCGG-
GTTAGAACAA). Затем промоторную область 
CD55 клонировали по соответствующим сайтам 
рестрикции перед репортерным геном люцифе-
разы Firefly в вектор pGL3-basic (“Promega”). 
Минорный Т-аллель rs2564978 в последова-
тельность промотора вводили с использованием 
ПЦР-направленного мутагенеза с перекрываю-
щимися праймерами (промотор-CD55-overlap-
rs2564978-T-Fw TGTGTTATTCAACCTGTTTC-
CCCA; промотор-CD55-overlap-rs2564978-C-Rev 
GGTTGAATAACACAGTAGGGAGT) с помо-
щью метода, описанного ранее [31]. Плазмиды 
выделяли с помощью набора Plasmid Midiprep 
(“Евроген”, Россия) и верифицировали секве-
нированием по Сэнгеру (ЦКП “Геном”, Рос-
сия).

Культивирование клеток, трансфекция и лю-
циферазный тест. Моноциты U937 культивиро-
вали в среде RPMI 1640 (“ПанЭко”, Россия) 
с добавлением 10% FBS (“Corning”, США), 
2 мМ L-глутамина, 1 мМ пирувата натрия, 100 
ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомици-
на (все – “ПанЭко”), 1% раствора заменимых 
аминокислот и 10 мМ HEPES (все – “Gibco”, 
США). Клетки активировали, добавляя в куль-
туральную среду форбол-12-миристат-13-ацетат 
(PMA; “Sigma-Aldrich”, США) в концентрации 
1 мкг/мл и/или липополисахарид (ЛПС; E. coli 
O111:B4, L2630, “Sigma-Aldrich”) в концентра-
ции 100 нг/мл за 24 ч до трансфекции плазми-
дами, в качестве контроля активации добав-
ляли фосфатно-солевой буфер (PBS). Клетки 
трансфицировали с использованием системы 
для электропорации Neon Transfection Sys-
tem (“Thermo Scientific”, США). На одну точку 
брали 2.5 млн клеток, добавляли к ним 5 мкг 
тестируемых плазмид в сочетании с 0.5 мкг 
контрольного вектора pRL-CMV (“Promega”), 
экспрессирующего люциферазу Renilla под 

сильным CMV-промотором. Клетки подвергали 
электропорации с параметрами: один импульс 
напряжением 1400 В и длительностью 30 мс. 
Через 24 ч после трансфекции клетки лизиро-
вали с использованием набора Dual-Luciferase 
Reporter Assay System (“Promega”) и измеряли 
сигнал от люцифераз Firefly  и Renilla на люми-
нометре 20/20n (“Turner BioSystems”, США) со-
гласно протоколу производителя.

Генетический нокдаун SPI1 (PU.1), измерение 
экспрессии генов. Экспрессию гена SPI1 (PU.1) 
в клетках U937 подавляли методом РНК-ин-
терференции c использованием малых интер-
ферирующих РНК (siРНК), комплементарных 
кодирующим участкам генов. Для нокдауна 
SPI1 и в качестве контрольных scramble РНК 
использовали ранее опубликованные последо-
вательности пар siРНК [32], синтезированные 
фирмой “ДНК-синтез” (Россия) (табл. 1). Для 
получения дуплекса siРНК эквимолярные ко-
личества смысловых и антисмысловых олиго-
нуклеотидов смешивали в буфере (10 мM Tрис, 
20 мM NaCl pH 8.0), нагревали раствор до 98 °C 
и медленно охлаждали до комнатной температу-
ры. В первый день клетки U937 электропориро-
вали дуплексами siРНК в количестве 500 пмоль 
на 2.5 млн клеток. Через 24 ч клетки U937 ак-
тивировали PMA+ЛПС. На третий день клетки 
подвергали электропорации экспериментальны-
ми конструкциями и добавляли еще 300 пмоль 
того же дуплекса siРНК. На 4-й день измеряли 
активность люциферазы с помощью двойного 
люциферазного теста, а также отбирали часть 
клеток для выделения тотальной РНК и даль-
нейшего измерения экспрессии генов. Тоталь-
ную РНК выделяли с использованием реактива 
ExtractRNA (“Eвроген”, Россия) в соответствии 
с протоколом производителя. Обратную транс-
крипцию осуществляли с использованием прай-
меров олиго(dT)18 и набора реактивов MMLV 
RT kit (“Евроген”) в соответствии с протоколом 
производителя. Количество полученной кДНК 
измеряли на приборе Real-time CFX96 Touch 
(“Bio-Rad”, США) с использованием готовой 
смеси qPCRmix-HS SYBR (“Евроген”) и спец-
ифических праймеров (табл. 1) по протоколу 
производителя. 

Статистическая обработка результатов. Ста-
тистический анализ данных проводили с помо-
щью программного обеспечения GraphPad Prism 
(версия 9.0.0. для Windows, GraphPad Software, 
США; www.graphpad.com). Для определения сте-
пени статистической значимости использовали 
непарный t-критерий Стьюдента. Данные полу-
чены не менее чем в трех независимых экспери-
ментах и представлены как среднее значение ± 
стандартная ошибка среднего (SEM). Значимое 
различие идентифицировали при P < 0.05.
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АЛЛЕЛЬ rs2564978(T)
Таблица 1. Олигонуклеотиды, используемые для 
проведения генетического нокдауна и измерения 
экспрессии мРНК

Нуклеотидные последовательности siРНК
PU.1-sense GUCCGUAUGUAAAUCAGAUdTdT
PU.1-antisense AUCUGAUUUACAUACGGACdTdT
scrambled-sense GGAUGAACUUACGAUUCUAdTdT
scrambled-antisense UAGAAUCGUAAGUUCAUCCdTdT

Праймеры для количественной ПЦР в реальном времени
PU.1-Fw GCGTGCAAAATGGAAGGGTTT
PU.1-Rev GGTATCGAGGACGTGCATCT
ACTB-Fw ACTGGGACGACATGGAGAAA
ACTB-Rev GGCGTACAGGGATAGCACAG
CD55-Fw TGCTCTCCAATCATGGTGAA
CD55-Rev CAGCACCACCACAAATTGAC

клеток CD55 наиболее высоко экспрессируется 
в CD14+ моноцитах. Поэтому мы решили изу-
чить влияние альтернативных аллелей rs2564978 
на активность промотора CD55 в клеточной ли-
нии U937 (модель моноцитов человека).

Мы выбрали область промотора CD55 
(chr1:207320724-207321763; GRCh38/hg38), 
включающую полиморфизм rs2564978, опи-
раясь на эпигенетические маркеры активного 
хроматина в CD14+ моноцитах (высокие уровни 
модификации гистонов H3K4me3 и H3K27ac, 
сайты гиперчувствительности к ДНКазе I и кла-
стеры сайтов связывания ТФ), а также на ранее 
опубликованные данные [21] (рис. 1). Геномный 
фрагмент, выбранный в качестве промотора для 
дальнейшего анализа, имеет общую длину около 
1 т. п. н. и кодирует всю 5’-НТО CD55. 

Затем мы клонировали в вектор pGL3-ba-
sic выбранную последовательность промотора 
CD55 с альтернативными вариантами полимор-
физма rs2564978 (рис. 2а) и трансфицировали 
полученными репортерными конструкциями 
неактивированные (после добавления PBS) 
и стимулированные PMA или PMA+ЛПС клет-
ки U937. Известно, что активация PMA сти-
мулирует дифференцировку моноцитов U937 
в макрофагоподобные клетки с М0-подоб-
ным фенотипом, тогда как стимуляция клеток 
PMA совместно с ЛПС поляризует их в M1-
подобный фенотип [34, 35]. Экспрессия репор-
терного гена под контролем промотора CD55 
существенно возрастала в клетках U937 после 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Активность промотора гена CD55 снижает-

ся в присутствии минорного аллеля rs2564978(Т) 
в клеточной модели макрофагов человека по срав-
нению с промотором, содержащим С-аллель

Известно, что моноциты/макрофаги челове-
ка играют важную роль в противовирусном им-
мунном ответе [33], а уровень мРНК CD55 в мо-
ноцитах пациентов с генотипом rs2564978(TT), 
инфицированных вирусом, значительно снижен 
по сравнению с носителями C-аллеля [21]. Кроме 
того, согласно данным FANTOM5 (hg38, https://
fantom.gsc.riken.jp/zenbu/), среди иммунных 
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Рис. 1. Схематическое изображение расположения rs2564978 в промоторе гена CD55, визуализированное с помо-
щью UCSC Genome Browser (GRCh38/hg38). Синим обозначена область промотора гена CD55. Красной вертикаль-
ной линией обозначено местонахождение однонуклеотидного полиморфизма rs2564978. Гистограммы показывают 
расположение модификаций гистонов, ассоциированных с активными регуляторными участками генома (моно/
триметилирование H3K4, ацетилирование H3K27; Roadmap), в CD14+ моноцитах. Прямоугольниками отмечены 
кластеры гиперчувствительности к ДНКазе I в CD14+ моноцитах и сайты связывания транскрипционных факто-
ров (ChIP-seq ENCODE). ChromHMM характеризует активность хроматина в нескольких субпопуляциях CD14+ 
моноцитов (по данным Roadmap): красным и оранжевым обозначены промотороподобные, желтым – энхансеро-
подобные области. 
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их активации (рис. 2б), наблюдалась также тен-
денция к повышению экспрессии эндогенной 
мРНК CD55 (рис. 2в). В нестимулированных 
моноцитах отсутствовала статистически значи-
мая разница в активности промоторов, содер-
жащих альтернативные аллели полиморфизма 
rs2564978, тогда как после стимуляции промо-
тор, несущий минорный rs2564978(T) аллель, 
оказался менее активным по сравнению с про-
мотором, содержащим мажорный С-аллель 
(рис. 2б). 

Транскрипционный фактор PU.1 (SPI1) 
участвует в аллель-зависимом влиянии 

полиморфизма rs2564978 на активность 
промотора CD55 в клеточной модели макрофагов

Разница в активности регуляторных эле-
ментов, содержащих альтернативные вариан-
ты SNP, может быть связана с аллель-зависи-
мым связыванием конкретного ТФ в области 
SNP [36, 37]. Для поиска потенциального ТФ, 
аллель-специфически связывающегося с обла-
стью вокруг rs2564978, мы использовали биоин-
форматический ресурс ADASTRA, основанный 
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Рис. 2. Активность промотора гена CD55 снижается в присутствии минорного rs2564978(Т) аллеля в клеточной 
модели макрофагов. а – Схема люциферазной репортерной конструкции pGL3-basic, содержащей промотор гена 
CD55 с альтернативными аллелями rs2564978. б – Стимуляция моноцитов U937 с помощью PMA или PMA+ЛПС 
увеличивает аллель-зависимую разницу в активности промотора CD55. Экспрессия репортерной люциферазы была 
нормализована по экспрессии люциферазы внутреннего контроля (Renilla). в – Относительный уровень экспрес-
сии мРНК CD55 в неактивированных U937 (PBS) и после стимуляции PMA или PMA+ЛПС. На графиках пред-
ставлены результаты трех экспериментов в виде средних значений ± SEM. *P < 0.05 – различие между вариантами 
rs2564978(С) и rs2564978(Т), ###P < 0.0001 – различие между нестимулированными (PBS) и активированными 
клетками (непарный t-критерий Стьюдента). 

на метаанализе данных ChIP-Seq [30]. Согласно 
ADASTRA, для CD14+ моноцитов предсказано 
более эффективное связывание ТФ PU.1 с обла-
стью промотора CD55, содержащей мажорный 
rs2564978(С) аллель, но не минорный T-вариант 
(рис. 3а). PU.1 кодируется геном SPI1 и явля-
ется основным регулятором дифференцировки 
клеток миелоидного ряда [38]. Мы проанализи-
ровали изменение уровня транскрипции SPI1 
в зависимости от активации моноцитов U937. 
Наибольший уровень экспрессии эндогенной 
мРНК SPI1 наблюдается при “поляризации” 
моноцитов U937 в макрофагоподобные клетки 
(рис. 3б), что согласуется с результатами репор-
терного анализа (рис. 2б). 

Для подтверждения участия PU.1 в ал-
лель-зависимой регуляции активности промо-
тора CD55 проведен siРНК-опосредованный 
генетический нокдаун SPI1 в активированных 
клетках U937 – эффективность подавления 
транскрипции SPI1 превышала 90% (рис. 3в). 
Интересно, что при подавлении экспрессии 
PU.1 в активированных моноцитах нивелиро-
валась разница в активности промоторов CD55, 
содержащих альтернативные аллели rs2564978 
(рис. 3г), однако не наблюдалось статистиче-
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ски значимого снижения экспрессии эндоген-
ной мРНК CD55 (рис. 3д). Полученные дан-
ные свидетельствуют о потенциальном участии 
ТФ PU.1 в аллель-специфическом влиянии 
rs2564978 на активность промотора CD55, обу-
словленным менее эффективным связыванием 
PU.1 с областью вокруг rs2564978(Т). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В настоящее время благодаря полногеном-

ным исследованиям (Genome-Wide Association 
Studies, GWAS) охарактеризовано множество 
ассоциаций SNP с различными заболеваниями, 
при этом примерно 95% клинически значимых 
SNP локализованы в некодирующих регуля-
торных областях генома [39]. Такое распреде-
ление может быть связано с изменением харак-

теристик регуляторных областей, окружающих 
SNP, с последующим влиянием на экспрессию 
генов, т. е. SNP играют роль eQTL (Expression 
Quantitative Trait Loci, локус количественного 
признака экспрессии) патогенетически важных 
генов [40]. В представленной работе использо-
ваны генетические конструкции, содержащие 
промотор CD55 с инсерцией rs28371582(ins) 
размером 21 п. н., расположенной на 68 п. н. 
проксимальнее rs2564978. По данным LDpair 
Tool [41] в глобальной популяции rs2564978 
и rs28371582 (также известные как rs3841376 
или rs150046210) находятся в неравновесном 
сцеплении (linkage disequilibrium, LD), при-
чем генотип rs2564978(С) преимущественно 
встречается вместе с rs28371582(ins), а генотип 
rs2564978(Т) – с делецией rs28371582(del); ис-
ключением является африканская популяция. 
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Рис. 3. Генетический нокдаун PU.1 (SPI1) в активированных моноцитах U937 снижает активность промотора 
CD55, содержащего мажорный rs2564978(C) аллель. а – Logo-диаграмма сайта связывания PU.1 (SPI1) из базы 
данных HOCOMOCO v11 и наложенные на нее последовательности промотора CD55, содержащие разные аллели 
rs2564978 (выделены цветом). Над последовательностями обозначены значения P-value мотивов, которые характе-
ризуют предсказанную специфичность связывания PU.1 для альтернативных аллелей. б – Относительный уровень 
экспрессии мРНК SPI1 в неактивированных U937 (PBS), в стимулированных PMA или PMA+ЛПС моноцитах 
U937. *P < 0.05 – различие между уровнем экспрессии мРНК SPI1 в PMA+ЛПС стимулированных моноцитах 
U937 и в неактивированных U937 (непарный t-критерий Стьюдента). в – Относительный уровень экспрессии 
мРНК SPI1 в клетках U937 при нокдауне SPI1. *P < 0.05 (непарный t-критерий Стьюдента). г – Относительный 
уровень активности репортерной люциферазы под промотором CD55 с разными вариантами rs2564978 при нок-
дауне SPI1 в активированных клетках линии U937. Нормирование по активности люциферазы внутреннего кон-
троля. Контролем служили немодифицированные клетки (контроль) и трансфицированные неспецифической 
siРНК (siRNA-scr). *P < 0.05 – различие между rs2564978(С) и rs2564978(Т) вариантами (непарный t-критерий 
Стьюдента). #P < 0.05 – различие между вариантом rs2564978(С) при нокдауне SPI1, контролем и siRNA-scr. д – 
Относительный уровень экспрессии мРНК CD55 при нокдауне SPI1. Представлены средние значения ± SEM, 
вычисленные по результатам трех экспериментов.
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Кроме того, в азиатской популяции распростра-
нены сочетания rs2564978(С)/rs28371582(ins) 
и rs2564978(Т)/rs28371582(del). Показано, 
что генотип rs2564978(Т)/rs28371582(del) свя-
зан с более низкой активностью промотора 
CD55 по сравнению с генотипом rs2564978(C)/
rs28371582(ins) в клетках бронхиального эпи-
телия (BEAS-2B) [21]. Результаты определения 
непосредственного влияния полиморфизма 
rs2564978 на активность промотора гена CD55 
в активированных моноцитах свидетельствуют 
в пользу того, что снижение активности промо-
тора CD55 в присутствии минорного rs2564978 
Т-аллеля, ассоциированного с тяжелой формой 
гриппа А(H1N1)pdm09, в клетках данного типа 
может происходить за счет нарушения связыва-
ния PU.1 с областью, содержащей rs2564978.

Вирус гриппа вызывает сезонные респи-
раторные инфекции во многом благодаря бы-
строму распространению воздушно-капель-
ным путем, а также присоединению вторичных 
бактериальных инфекций и суперинфекций 
[19, 43]. При инфицировании вирусом гриппа 

на клетках экспонируются вирусные белки гема-
гглютинин и нейраминидаза – мощная сиалида-
за, расщепляющая сиаловую кислоту в составе 
CD55. В результате нарушается ингибирование 
конвертазы C3 и происходит гиперактивация 
системы комплемента. Более того, присутствие 
гемагглютинина на клеточной мембране и рас-
познавание десиалилированных поверхност-
ных белков с помощью паттернраспознающих 
рецепторов может приводить к усиленной ак-
тивации иммунного ответа и чрезмерному вос-
палению, способствуя повреждению тканей 
и ухудшая исход заболевания [6]. Таким обра-
зом, снижение количества ингибитора системы 
комплемента CD55 на поверхности макрофагов 
является возможным объяснением ассоциации 
rs2564978(Т) с тяжелой формой гриппа А, при-
чем ТФ PU.1 представляется молекулярным ме-
диатором этого процесса (рис. 4). 

Интересно, что мажорный аллель rs2564978(C) 
ассоциирован с повышенной восприимчивостью 
к везикулярному стоматиту, вызываемому эн-
теровирусом, а также с более высоким риском 

• Повреждение клеток эндотелия
• Осложнения при гриппе А (H1N1)pdm09
• Аутоиммунные заболевания
• CHAPLE-синдром
• Пароксизмальная ночная гемоглобинурия
• Осложнения при сахарном диабете 2 типа

Гиперактивация
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Рис. 4. Гипотетическая схема аллель-специфического влияния rs2564978 на развитие патологических осложнений, 
связанных с гиперактивацией системы комплемента (изображение сделано с помощью BioRender.com). 
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возникновения немелкоклеточного рака легкого 
и рака пищевода [25, 26]. По данным репортер-
ного анализа в клеточных моделях рака легкого 
(A549, NCI-H2030, и NCI-H23) активность про-
мотора CD55, содержащего rs2564978(T), была 
выше, чем у промотора, несущего rs2564978(C) 
[24], тогда как в клетках здорового эпителия лег-
кого (BEAS-2B) отсутствовали достоверные раз-
личия в активности промотора CD55, содержаще-
го альтернативные аллели rs2564978 [21]. Исходя 
из этого, можно предположить, что механизмы 
влияния rs2564978 на экспрессию CD55 являются 
тканеспецифичными. Согласно нашим данным, 
в миелоидных клетках основным регулятором 
может выступать PU.1, но в эпителиальных клет-
ках с противоположным эффектом полиморфиз-
ма за аллель-зависимое влияние rs2564978 на ак-
тивность промотора может отвечать другой ТФ. 
Например, по данным ADASTRA, в эпителии 
пищевода с областью вокруг rs2564978(T) в про-
моторе CD55 лучше связывается многофункци-
ональный ТФ CTCF, который может опреде-
лять аллель-зависимый эффект в клетках этого 
типа, поскольку PU.1 экспрессируется в эпите-
лиальных клетках на низком уровне (согласно 
FANTOM5 hg38 human promoterome). 

Также стоит отметить, что гиперактивация 
системы комплемента способствует поврежде-
нию клеток эндотелия сосудов, которое считает-
ся причиной более тяжелого течения вирусных 
заболеваний (грипп, COVID-19) [44], а также 
сердечно-сосудистых осложнений при других 
патологиях. Так, низкий уровень экспрессии 
CD55 встречается у пациентов с сахарным диа-
бетом типа 2, нефропатией, ретинопатией [46]. 
Мы предполагаем, что в генетическую предрас-
положенность к избыточной активации системы 
комплемента, являющейся причиной широкого 
спектра микрососудистых осложнений, может 
вносить вклад rs2564978(T)-зависимое снижение 
экспрессии CD55 на моноцитах и макрофагах. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Российского научного фонда (проект 
№ 22-24-00987).

Настоящая работа выполнена без привлече-
ния людей или животных в качестве объектов 
исследований. 
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rs2564978(T) ALLELE ASSOCIATED WITH SEVERE INFLUENZA 
A DISRUPTS BINDING SITE FOR MYELOID DIFFERENTIATION 

FACTOR PU.1 AND REDUCES CD55/DAF GENE PROMOTER ACTIVITY 
IN MACROPHAGES

A. N. Uvarova1,*, E. A. Tkachenko2,3, E. M. Stasevich1, E. A. Bogomolova2,4, 
E. A. Zheremyan2,3, D. V. Kuprash1,3,4, K. V. Korneev1,5

1Center for Precision Genome Editing and Genetic Technologies for Biomedicine, Engelhardt Institute  
of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

2Engelhardt Institute of Molecular Biology Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
3Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia

4Moscow Institute of Physics and Technology, Department of Molecular and Biological Physics, Moscow, 141701 Russia
5National Research Center for Hematology, Moscow, 125167 Russia

*e-mail: uvarowww@gmail.com
An inhibitor of the complement system CD55/DAF is expressed on many cell types. Dysregulation of CD55 
expression is associated with increased disease severity during influenza A infection, as well as with vascular 
complications in pathologies involving excessive activation of the complement system. Using a luciferase 
reporter system, we performed functional analysis of the single nucleotide polymorphism rs2564978 located 
in the promoter of the CD55 gene in human pro-monocytic cell line U937. We have shown a decreased 
activity in activated U937 cells of the CD55 gene promoter carrying minor rs2564978(T) allele associated 
with the severe course of influenza A(H1N1)pdm09. Using bioinformatic resources, we determined that 
transcription factor PU.1 can potentially bind to the CD55 promoter region containing rs2564978 in an al-
lele-specific manner. The involvement of PU.1 in modulating CD55 promoter activity was determined by ge-
netic knockdown of PU.1 using small interfering RNAs under specific monocyte activation conditions. 

Keywords: CD55/DAF, complement system, SNP, PU.1/SPI1
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Вирус клещевого энцефалита (ВКЭ) штамм С11-13 (GenBank Acc. No. OQ565596) сибирского ге-
нотипа ранее был изолирован из мозга умершего пациента. Варианты ВКЭ С11-13, полученные 
на 3 и 8 пассажах на клетках SPEV, использовали для проведения серии пассажей через мозг белых 
мышей. На всех этапах, используя технологию высокопроизводительного секвенирования, анали-
зировали полногеномные последовательности вируса. В результате анализа выявлена 41 точечная 
нуклеотидная замена и 12 аминокислотных замен, которые преимущественно были локализованы 
в генах неструктурных белков NS3 и NS5 ВКЭ (GenBank Acc. No. MF043953, OP902894, OP902895). 
После трех пассажей через мозг мышей идентифицированы реверсивные нуклеотидные и амино-
кислотные замены, характерные для изолята вируса С11-13, выделенного от человека, но заме-
щенные при последующих 8 пассажах на линии клеток SPEV. Также произошло увеличение длины 
3′-нетранслируемой области (3′-НТО) вирусного генома на 306 нуклеотидов. В последовательности 
3′-НТО, содержащей элементы Y3 и Y2, обнаружены несовершенные L- и R-повторы, которые мо-
гут участвовать в ингибировании активности клеточной РНКазы XRN1 и тем самым в формирова-
нии субгеномных флавивирусных РНК (sfRNA). Для полученных вариантов ВКЭ зарегистрирован 
высокий уровень репродукции как на культуре клеток, так и в мозге белых мышей. Изменения 
генома ВКЭ, выявленные в ходе последовательных пассажей, скорее всего, обусловлены значитель-
ной генетической изменчивостью вируса, что обеспечивает его эффективную репродукцию в раз-
личных видах хозяев и широкое распространение в разных климатических зонах.

Ключевые слова: вирус клещевого энцефалита, вирусный геном, 3′-нетранслируемая область, ну-
клеотидные замены, адаптационные замены, реверсивные мутации, культура клеток, мыши
DOI: 10.31857/S0026898424020093, EDN: NILAFS

Сокращения: 3′-НТО – 3′-нетранслируемая область; 
ВКЭ – вирус клещевого энцефалита; ОТР – открытая 
рамка считывания. 

Вирус клещевого энцефалита (ВКЭ) ‒ воз-
будитель одноименного заболевания, которое 
часто приводит к тяжелым поражениям цен-
тральной нервной системы, включая летальные 
исходы [1, 2]. ВКЭ эндемичен во многих реги-
онах Северной Евразии, а в последнее время 
наблюдается его появление в новых географи-
ческих регионах, что связано, по всей вероятно-
сти, с изменением ареалов иксодовых клещей ‒ 
переносчиков ВКЭ [3‒5].

Вирус клещевого энцефалита (Orthoflavivirus 
encephalitidis) относится к семейству Flaviviridae, 
род Orthoflavivirus (https://ictv.global/taxonomy) 

[2]. Этот род включает относительно просто 
устроенные РНК-содержащие сферические 
оболочечные вирусы размером 40–60 нм. Геном 
ВКЭ представлен одноцепочечной (+)РНК дли-
ной 9 200‒ 11 500 нуклеотидов. Геномная РНК 
кодирует один полипротеин, который подвер-
гается процессингу вирусными и клеточными 
протеазами с образованием трех структурных 
и семи неструктурных вирусных белков. Геном-
ная флавивирусная РНК фланкирована 5′- и 3′- 
нетранслируемыми областями (НТО), прин-
ципиально важными для инициации вирусной 
репликации и формирования репликативного 
комплекса с участием вирусной РНК-зависи-
мой РНК-полимеразы [6, 7]. Принято считать, 
что 5′- и 3′-НТО определяют скорость реплика-
ции вируса, полярность РНК, инкапсидацию 
генома и устойчивость к РНКазам [8–11].
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ИЗМЕНЕНИЯ В ГЕНОМЕ ВИРУСА КЛЕЩЕВОГО ЭНЦЕФАЛИТА
Лабораторные животные. В работе исполь-

зовали 2–3-дневных сосунков беспородных 
мышей обоего пола массой 2‒3  г, полученных 
из питомника ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор». Все 
процедуры с животными проводили в соответ-
ствии с действующими документами: «Прави-
ла проведения работ с использованием экспе-
риментальных животных» (https://docs.cntd.ru/
document/456016716) и «Руководство по содер-
жанию и использованию лабораторных живот-
ных» [22].

Проведение серийных пассажей ВКЭ. Аут-
бредным мышам интрацеребрально вводили 
10 мкл вирусной суспензии, полученной после 
3 и 8 пассажей ВКЭ С11-13 на культуре клеток 
SPEV [21]. Для последующих пассажей исполь-
зовали 10%-ную мозговую суспензию, получен-
ную от мышей на 3–4 сутки после заражения, 
в 50 мM боратном буфере (рН 9.0), содержащем 
150 мМ хлористого натрия. Исследованные 
в работе варианты ВКЭ представлены в табл. 1. 

Выделение и титрование ВКЭ. Вируссодержа-
щий образец наносили на монослой культуры 
клеток SPEV и оставляли на 1 ч при комнатной 
температуре, после чего вносили среду DМЕМ, 
содержащую 2% FBS и 80 мкг/мл сульфата ген-
тамицина. Затем инкубировали при 37 °C в те-
чение 7 сут. Образцы, содержащие ВКЭ, титро-
вали на клеточной культуре SPEV, используя 
96-луночные культуральные микропланшеты. 
Концентрацию вируса оценивали по тканево-
му цитопатическому действию (ТЦПД50/мл) 
на клетках SPEV и методом иммунофермент-
ного анализа. Вирус хранили аликвотами при 
–40 °C. Биологический титр вируса рассчиты-
вали по Керберу [23]. 

Иммуноферментный анализ. ВКЭ в культу-
ральной среде определяли методом иммунофер-
ментного анализа на 96-луночных планшетах 
(“Nunk”, Дания), сенсибилизированных мыши-
ными моноклональными анти-ВКЭ-антителами 
10H10 (“Вектор”, Россия), как описано ранее 
[24]. Связавшийся с планшетом вирус детекти-
ровали с использованием меченных биотином 
мышиных моноклональных анти-ВКЭ-антител 

ВКЭ подразделяется на три основных ге-
нотипа: европейский, дальневосточный и си-
бирский [12]. Недавно высказано предложение 
о выделении гималайского и байкальских гено-
типов ВКЭ [4, 13–15]. Уровень гомологии для 
различных генотипов ВКЭ составляет 82–85% 
для полногеномных нуклеотидных последова-
тельностей и 92‒96% для аминокислотных [16, 
17]. Генетические различия изолятов ВКЭ суще-
ственны даже в рамках одного генотипа вируса. 
Так, высокопатогенный для человека штамм 
Глубинное/2004 дальневосточного генотипа 
отличается от прототипных штаммов 205 и Со-
фьин 53–57 аминокислотными заменами [16]. 

Высокая генетическая изменчивость ВКЭ 
позволяет высказать гипотезу о том, что гене-
тический потенциал ВКЭ позволяет ему суще-
ственно изменяться и адаптироваться к новым 
типам клеток и видам хозяев. Это обеспечива-
ет ВКЭ возможность легко интродуцироваться 
в новые биотопы. Так, ВКЭ обнаружен более 
чем у 40 видов диких птиц в Томске и его при-
городах [18–20]. 

Нами исследована генетическая вариабель-
ность (изменчивость) высокопатогенного для 
человека штамма С11-13 сибирского генотипа 
ВКЭ в процессе его адаптации к культивирова-
нию в лабораторных условиях.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Вирусный препарат. Штамм С11-13 ВКЭ 

сибирского генотипа, выделенный в 2013 году 
из мозговой суспензии человека, умершего 
от клещевого энцефалита в Мошковском райо-
не Новосибирской области, описан ранее [21]. 
Все эксперименты с вирусным материалом про-
водили с соблюдением правил биобезопасности, 
регламентированных в СанПиН 3.3686-21. 

Клеточная линия. Культура клеток SPEV была 
получена из банка клеточных культур ФБУН 
ГНЦ ВБ «Вектор» и поддерживалась на среде 
DMEM, содержащей 10% эмбриональной сыво-
ротки крупного рогатого скота (FBS; “Gibco”, 
США) и 80 мкг/мл сульфата гентамицина.

Таблица 1. Исследованные варианты ВКЭ С11-13

Название штамма ВКЭ История Источник GenBank Acc. No.

C11-13_1p 1 пассаж на клетках SPEV Эта работа OQ565596

C11-13_3p 3 пассажа на клетках SPEV Описано ранее [21] KP644245

C11-13_8p 8 пассажей на клетках SPEV Эта работа MF043953

С11-13_3/3m C11-13_3 → 3 пассажа на мышах Эта работа OP902894

С11-13_8/3m C11-13_8 → 3 пассажа на мышах Эта работа OP902895
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EB1 (“Вектор“) и стрептавидин-пероксидазного 
конъюгата (“ICN”, США).

Выделение РНК и ПЦР с обратной транс-
крипцией. Суммарную нуклеиновую кислоту 
выделяли из вируссодержащего материала с ис-
пользованием набора реагентов ExtractRNA 
(“Евроген”, Россия); для построения первой 
цепи ДНК использовали набор MMLV RT kit 
(“Евроген”) по инструкциям производителя. 
Для проведения ПЦР использовали набор Био-
Мастер LR HS-ПЦР (“BioLabMix”, Россия) 
и олигонуклеотидные праймеры, специфич-
ные к РНК ВКЭ, описанные ранее [6, 16, 24]. 
ПЦР проводили на амплификаторе T100 (“Bio-
Rad Laboratories”, США) в следующем режи-
ме: 5 мин при 94 оС, 40 циклов [10 с при 94 оС, 
20 с при 58 оС, 30 с при 72 оC], 7 мин при 72 оС.

Определение нуклеотидных последовательно-
стей по Сэнгеру и с использованием технологии 
высокопроизводительного секвенирования (NGS). 
Секвенирование ДНК-фрагментов выполняли 
по методу Сэнгера на автоматическом секве-
наторе ABI 3130×l (“Hitachi“, Япония). Пол-
ногеномную нуклеотидную последовательность 
определяли с использованием технологии NGS. 
Для синтеза первой цепи кДНК использовали 
модуль NEBNext® Ultra Directional, для синтеза 
второй цепи ‒ NEBNext Ultra Directional RNA 
Second Strand Synthesis Module (“NEB”, США). 
Подготовленные ДНК-библиотеки анализиро-
вали на приборе MiSeq (“Illumina”, Великобри-
тания). Для удаления адаптеров и повторного 
чтения использовали SAMtools (версия 0.1.18; 
https://www.htslib.org/download). Протяженные 
последовательности были собраны de novo с по-
мощью ассемблера MIRA (версия 4.9.6; https://
linux-packages.com/ubuntu-impish-indri/package/
mira-assembler). Обработку результатов прово-
дили с использованием специализированных 
программных пакетов MEGA 7/10 (“PSU”, 
США) и Lasergen 7 (“Invitrogen”, США). 

Для поиска несовершенных повторов в ви-
русных геномах использовали диагональ матри-
цы локального сходства нуклеотидной последо-
вательности Unipro UGENE:v45.1 (https://ugene.
net/ru/download-all.html).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Генетический анализ вариантов штамма  
С11-13 ВКЭ после пассажей in vitro – in vivo

Ранее был получен набор вариантов ВКЭ 
после нескольких последовательных пассажей 
штамма С11-13 ВКЭ на культурах перевиваемых 
клеток SPEV, HEK293, Neuro-2а [21]. Первые 
аминокислотные замены были обнаружены в не-

структурных вирусных белках после трех пасса-
жей. После восьми пассажей количество амино-
кислотных замен уже не изменялось. Варианты 
ВКЭ при пассажах на клетках SPEV накопили 
9 аминокислотных замен, на культуре клеток 
HEK293 – 14; наименьшее число было обнару-
жено на клетках Neuro-2а ‒ всего 4 замены. 

В проведенном нами исследовании штамм 
С11-13 ВКЭ после 3 и 8 пассажей на клетках 
SPEV трижды пассировали через мозг аутбред-
ных белых мышей с последующим полногеном-
ным секвенированием полученных изолятов: 
С11-13_3/3m и C11-13_8/3m соответственно 
(табл. 2). В последовательности вирусного гено-
ма идентифицирована 41 нуклеотидная замена, 
ассоциированная с адаптацией ВКЭ к клеткам 
SPEV c последующими пассажами через мозг 
мыши. Большинство нуклеотидных замен было 
в генах, кодирующих неструктурные белки ви-
руса. Только 9 были картированы в генах белков 
капсида (С) и оболочки (Е). Наибольшее число 
замен (14) обнаружено в гене неструктурного 
белка NS5 при значении 0.12 для соотноше-
ния несинонимичных/синонимичных нуклео-
тидных замен (dN/dS). В генах неструктурных 
белков обнаружено 32 нуклеотидные замены, 
из которых 9 приводили к изменению кодиру-
емой аминокислоты. Максимальное число ами-
нокислотных замен идентифицировано в бел-
ках NS3 и NS5: 4 и 2 соответственно. Высокое 
значение dN/dS, равное 2.0, обнаружено в белке 
NS1, а минимальное (0.12) ‒ в NS5. Cоотноше-
ние dN/dS имело тенденцию к снижению при 
пассажах ВКЭ через мозг белых мышей в срав-
нении с культурами клеток.

Интересно отметить, что после трех пас-
сажей вируса через мозг мышей у вариантов 
С11-13_3/3m и С11-13_8/3m обнаружено 7 ре-
версивных аминокислотных замен. Эти за-
мены характерны для изолята вируса С11-13, 
выделенного от человека, но были замещены 
при последующих пассажах вируса (8 пасса-
жей) на клетках SPEV. При адаптации от клеток 
SPEV к новому хозяину – мышам произошли 
замещения в белках: Е (Q367R), NS1 (N1067D), 
NS2b (R1488Q), NS3 (D1511N и F1906S) и NS5 
(M2561K и S2925F).

Следует заметить, что в гене белка NS5 об-
наружены реверсивные нуклеотидные замены: 
два блока по три синонимичных и две несино-
нимичные, – а также 5 новых. Кроме того, об-
наружены мутации в белках Е (D347N и H699Q) 
и NS3 (T1890S). 

Репликативная активность всех полученных 
вариантов ВКЭ (C11-13_3p, C11-13_8p, С11-
13_3/3m и С11-13_8/3m) по сравнению с исход-
ным изолятом (C11-13_1p) существенно увели-
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Таблица 2. Нуклеотидные и аминокислотные замены в геноме штамма С11-13, адаптированного к клеткам 
SPEV, выявленные после дополнительных пассажей через мозг аутбредных белых мышей 

Ген 
ВКЭ

Нуклеотидные/ 
аминокислотные замены  

(Nt/AA)a
C11-13_1p C11-13_8p С11-13_3/3m С11-13_8/3m dN/dSb

c Nt240-AA80/K A A G G 0/1
e Nt1039-AA347/D→N G G G A 3/5 (0.6)

Nt1100-AA367/Q→R A G A A
Nt1704-AA568/V A A G G
Nt1740-AA580/K A G A A
Nt1743-AA581/G C T C C
Nt1932-AA644/I T T C T
Nt2097-AA699/H→Q C C C G
Nt2379-AA793/E A A G G

ns1 Nt3199-AA1067/N→D A G A A 2/1 (2)
Nt3498-AA1166/G T A A A
Nt3502-AA1168/L→V C G G G

ns2a Nt3810-AA1270/F C T T T 0/3
Nt4044-AA1348/F C T C C
Nt4090-AA1364/L C T T T

ns2b Nt4350-AA1450/E G G G A 1/1 (1)
Nt4463-AA1488/R→Q G A G G

ns3 Nt4863-AA1621/D G A G G 4/6 (0.67)
Nt4531-AA1511/D→N G A G G
Nt4629-AA1543/H T T C T
Nt4635-AA1545/T A A G G
Nt5235-AA1745/H→Q T A A A
Nt5634-AA1878/I T T C C
Nt5658-AA1886/E G G G A
Nt5668-AA1890/T→S A A A T
Nt5697-AA1899/F C T C C
Nt5717-AA1906/F→S T T C C

ns5 Nt7685-AA2562/M→K T A T T 2/12 (0.12)
Nt8562-AA2854/A C T C C
Nt8586-AA2862/G A G A A
Nt8628-AA2876/Q G A G G
Nt8774-AA2925/S→F C T C C
Nt9003-AA3001/L C C T T
Nt9060-AA3020/E A A G G
Nt9126-AA3042/F C C C T
Nt9456-AA3152/L G A A A
Nt9514-AA3172/V G G A A
Nt9540-AA3180/R A A A G
Nt9744-AA3248/G G A G G
Nt9750-AA3250/A C T C C
Nt10170-AA3390/K A G A A
Число реверсий к исходному 
изоляту

18 20

aТемно-серым фоном выделены несинонимичные нуклеотидные замены и соответствующие им варианты ВКЭ с ами-
нокислотными заменами; светло-серым фоном выделены синонимичные нуклеотидные замены.

bОтношение несинонимичных/синонимичных нуклеотидных замен, в скобках ‒ частное от деления.
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чивалась после серийных пассажей на культуре 
клеток и через мозг животных. Так, после треть-
его пассажа штамма C11-13 на клетках SPEV 
(C11-13_3p) с появлением первых аминокис-
лотных замен в NS3 (H1745Q) и NS5 (S2925F), 
титр вируса увеличился на 2 порядка: с 106 
до 108 ТЦПД50/мл [21]. После восьмого пассажа 
вируса на клетках SPEV (C11-13_8p) и для всех 
вариантов вируса в 10%-ном гомогенате мозга 
мышей после третьего пассажа на 7 сутки после 
заражения (С11-13_3/3m и С11-13_8/3m) титр 
вируса составил 108 ТЦПД50/мл. 

Размер генома и 3′-НТО в исследованных 
вариантах ВКЭ

При адаптации ВКЭ С11-13 к культивирова-
нию в лабораторных условиях обнаружено уве-
личение длины 3′-НТО (табл. 3). Ранее показа-
но [7], что длина вариабельного участка 3′-НТО 
генома штамма С11-13, выделенного из мозга 
человека (C11-13_1p), составляет 107 н. Нами 
показано, что после 8 пассажей на клетках SPEV 
(С11-13_8) этот район увеличился на 37 н., 
а при пассажах на мышах ‒ на 306 н. относи-
тельно клинического изолята. Важно заметить, 
что консервативный участок 3′-НТО имел про-
тяженность 320 н. во всех полученных вариантах 
вируса.

Вариабельность длины 3′-НТО ВКЭ описана 
для ряда лабораторных штаммов, относящих-
ся к разным генотипам ВКЭ, и она достигала 
максимального размера в 767 нуклеотидов для 
европейского генотипа (штамм Neudoerfl) [25]. 
На рис. 1 приведено выравнивание 3′-НТО ге-
нома ВКЭ относительно штамма Neudoerfl. Уве-
личение размеров 3′-НТО произошло за счет 
встраивания идентичных фрагментов в последо-
вательности LRS4 и LRS3 ‒ в область энхансера 
вариабельного участка. В геноме флавивирусов 
энхансер располагается между стоп-кодоном 
и промотором и охватывает как консервативный, 
так и вариабельный участки 3′-НТО. По всей 

Таблица 3. Размер геномной РНК и 3′-НТО в исследованных вариантах штамма С11-13 ВКЭ

Штамм ВКЭ Размер генома, н.
Длина 3′-НТО, н.

вариабельный участок консервативный участок весь регион

C11-13_1p 10 801 107 320 427

C11-13_3pа 10 838 144 320 464

С11-13_8 10 838 144 320 464

С11-13_3/3m 11 107 413 320 733

С11-13_8/3m 11 107 413 320 733

аОписано ранее [21].

вероятности, наблюдаемая инсерция приводит 
к восстановлению шпилек SL10‒SL14, что повы -
шает структурированность этой области. Схожая 
организации этого региона 3′-НТО также обнару-
жена у ВКЭ штамма PT-122 сибирского генотипа 
ВКЭ, изолированного из печени садовой камы-
шовки (Acrocephalus dumetorum) и секвенирован-
ного нами ранее (GenBank Acc. No. KM019545).

И хотя функция энхансера может быть не-
критичной для жизнеспособности вируса в экс-
периментальных условиях, она может играть 
важную роль в естественной среде и в процессе 
адаптации вируса к новым хозяевам. 

Обнаружение и картирование несовершенных 
повторов в 3′-НТО

В 3′-НТО геномной РНК ВКЭ, в районе эн-
хансера, идентифицированы две нуклеотидные 
последовательности длиной 60 н. с гомологи-
ей 57 % (рис. 2). Эти несовершенные повторы 
обнаружены с помощью программы диагонали 
матрицы локального сходства нуклеотидной по-
следовательности (Unipro UGENE:v45.1) В ре-
зультате были найдены несовершенные повторы 
длиной 60 нуклеотидов с гомологией 57 %. Ана-
логические повторы с гомологией 52–57 % были 
найдены и для других вирусов (рис. 3). По осям 
X и Y расположена нуклеотидная последова-
тельность, для которой проводили поиск несо-
вершенных повторов. В частности, на рис. 2 ис-
пользована прототипная последовательность 
штамма Glubinnoe/2004.

Важно заметить, что наличие аналогичных 
несовершенных повторов в 3′-НТО геномной 
РНК обнаружено нами для флавивирусов По-
вассан, Западного Нила, Кунджин, Денге серо-
типов 1 и 2, желтой лихорадки и омской гемор-
рагической лихорадки, а также для вируса леса 
Семлики, относящегося к альфавирусам. Вы-
ровненные последовательности указанной обла-
сти геномов этих вирусов приведены на рис. 3. 
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Рис. 1. Схема организации 3′-НТО ВКЭ. В качестве прототипов сравнения взяты: европейский генотип ВКЭ (1, 2), 
сибирский генотип (3–6) и дальневосточный генотип (7, 8, 15, 16). Под номерами 11 и 12 обозначены варианты 
штамма ВКЭ С11-13, полученные на нормальных клетках эмбриональных почек человека (HEK293) и нейронов 
мыши (Neuro-2а) соответственно (GenBank Acc. No. MF043954, MF043955 соответственно). Пунктиром обозна-
чены делеции в 3′-НТО; L и R – несовершенные повторы геномной РНК ВКЭ (длина 60 н., идентичность 57 % 
относительно штамма Glubinnoe/2004 (DQ862460)); SL1‒SL15  – структуры stem-loop (“петля-на-стебле”) в НТО; 
LRS1‒LRS6  – длинные повторяющиеся последовательности (long repeat sequences); rLRS – район протяженных 
повторяющихся последовательностей (region of long repeat sequences); Y1‒Y3  – Y-образные структуры НТО; 3′LSH 
–3′-концевая длинная стабильная шпилька (long stable hairpin). Цветовая схема – общепринятая в программе 
MEGA 7/10 (“PSU”, США) для нуклеотидов аденин (A), тимин (T), цитозин (C) и гуанин (G): зеленый, красный, 
голубой и фиолетовый соответственно. 
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Факт наличия таких повторов в районе эн-
хансера 3′-НТО, по-видимому, не случаен. 
Именно на этом участке нами зарегистрирова-
но изменение длины геномной РНК и 3′-НТО 
для различных вариантов штамма С11-13 ВКЭ 
после последовательных пассажей на культуре 
клеток и через мозг белых мышей. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Некоторые РНК-содержащие вирусы эф-

фективно преодолевают видовой барьер, что 
обусловлено более высокой изменчивостью 
РНК-генома в сравнении с геномами ДНК-со-
держащих вирусов [26, 27]. Высокая частота 
возникновения мутаций у РНК-содержащих 
вирусов считается “отправной точкой”, ко-
торая облегчает репродукцию вируса в новом 
типе клеток или новом виде хозяина, то есть это 
структурная основа для их высокой трансмис-
сивности и широкого диапазона хозяев [28–30]. 
Многие флавивирусы, в том числе ВКЭ, распро-
странены на обширных территориях и размно-
жаются в различных видах беспозвоночных (ко-
мары и клещи) и позвоночных организмов [31]. 
Природные и климатические условия в при-
родных очагах вирусных инфекций также могут 
существенно отличаться. Флавивирусы активно 
циркулируют в различных климатических зо-
нах ‒ от приполярных до экваториальных. Это 
значит, что они реплицируются в широком тем-
пературном интервале [18, 19]. Генетическая 
гетерогенность между генотипами ВКЭ состав-
ляет не менее 18%. В пересчете на полный ге-
ном ВКЭ это 2 000–2 200 нуклеотидов. Принято 
считать, что именно высокая генетическая из-
менчивость ВКЭ обеспечивает его циркуляцию 
в различных природных биотопах Северной 
Евразии и адаптацию к новым видам беспозво-

ночных и теплокровных хозяев при сохранении 
патогенного потенциала для человека [1].

В проведенном исследовании мы оценили 
генетическую вариабельность сибирского ге-
нотипа ВКЭ на примере высокопатогенного 
изолята С11-13 в процессе пассажей изолята 
из мозга погибшего человека на культуре кле-
ток и через мозг аутбредных белых мышей. Для 
определения первичной структуры вирусного 
генома использовали технологию высокопроиз-
водительного полногеномного секвенирования, 
что позволило проследить появление адаптаци-
онных мутаций в динамике.

Нуклеотидные замены появились в генах 
структурных и неструктурных белков ВКЭ уже 
через 3–8 пассажей вируса в культуре клеток 
SPEV и через 3 пассажа в мозге белых мышей. 
Это значит, что полевой (клинический) изолят 
ВКЭ быстро и эффективно адаптируется к но-
вому хозяину; при этом большинство замен про-
изошло в генах неструктурных белков и в коди-
руемых ими белках. Из идентифицированной 
нами 41 адаптационной мутации в геноме ВКЭ 
к генам структурных белков относилось толь-
ко девять. Максимальное число нуклеотидных 
замен обнаружено в генах ns3 и ns5. Аналогич-
ная картина наблюдалась по мутациям в ами-
нокислотных последовательностях: три замены 
в структурном белке Е и девять в неструктурных 
белках.

Ранее показано, что структурные белки фла-
вивирусов ‒ важные факторы вирулентности 
[31–33]. Cчитали, что белок Е играет ключе-
вую роль в вирулентности ВКЭ [34]. Так, в ряде 
работ сообщалось, что изменения в структу-
ре этого белка влияют на нейровирулентность 
и нейроинвазивность переносимых клещами 
флавивирусов [31, 35–37]. Некоторые из этих 
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Рис. 2. Картирование несовершенных повторов в вариабельном участке 3′-НТО геномной РНК ВКЭ (прототипный 
штамм Glubinnoe/2004 (GenBank Acc. No. DQ862460)). Выполнено с помощью программы Unipro UGENE:v45.1 при 
длине сравниваемых последовательностей 60 нуклеотидов.
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Рис. 3. Несовершенные повторы, выявленные для флави- и альфавирусов на вариабельном участке 3′-НТО геном-
ной РНК. X и Y – координаты нуклеотидной последовательности, приведенной на диагонали матрицы в програм-
ме Unipro UGENE:v45.1 Уровень гомологии по данным Unipro UGENE:v45.1 несовершенных повторов составлял 
52–57 %. 

исследований были выполнены с использова-
нием фрагментарного секвенирования генома. 
Немного позднее, в экспериментах с использо-
ванием обратной генетики и полногеномных по-
следовательностей А. Румянцев (A. Rumyantsev) 
и соавт. [38] обнаружили, что вирулентность 
штаммов Sofjin-HO и Oshima 5-10 ВКЭ не ас-
социирована со структурными белками, а тесно 
связана с генами неструктурных белков и их 3′-
НТО. Полученные нами результаты с исполь-
зованием высокопроизводительного полноге-
номного секвенирования вполне согласуются 
с этими данными и гипотезой о важной роли 
неструктурных белков в адаптации ВКЭ к ново-
му типу клеток и новым хозяевам.

Интересно, что после трех пассажей через 
мозг мышей в вариантах С11-13_3/3m и С11-
13_8/3m выявлено 7 реверсивных аминокис-
лотных замен, то есть “возвращающих” адапти-
рованные к клеткам SPEV варианты (С11-13_3 
и С11-13_8) к исходному изоляту из мозга чело-
века. В прошедших пассажи через мозг мышей 
вариантах ВКЭ в гене ns5 обнаружено 6 сино-
нимичных и 2 несинонимичных нуклеотидных 
замен реверсного характера и 5 новых мутаций.

Нами выявлено значительное удлинение ва-
риабельного участка 3′-НТО ВКЭ при пассажах 
через мозг белых мышей варианта, предвари-
тельно адаптированного к клеткам SPEV. Уве-



290 ТЕРНОВОЙ и др.

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 2 2024

личение длины составило 306 н. для вариантов 
С11-13_3/3m и С11-13_8/3m. Ранее, в процес-
се серийных пассажей ВКЭ на клетках SPEV, 
Neuro-2A, НЕК293, тоже были обнаружены ко-
роткие вставки в вариабельном районе 3′-НТО, 
хотя их длина была в интервале 22‒37  н. [7, 21]. 
Известно, что 3′-НТО флавивирусов высоко-
структурирована и содержит такие структуры, 
как петля-на-стебле, шпильки, гантелеобразные 
и Y-образные элементы [25, 30]. Как известно, 
5’- и 3′-НТО обеспечивают взаимодействие 
геномной вирусной РНК с РНК-зависимой 
РНК-полимеразой, тем самым инициируя син-
тез новой вирусной РНК. Консервативный рай-
он 3′-НТО может быть ответственен за опреде-
ление хозяйской специфичности флавивирусов. 
Недавно показано, что 3′-НТО является источ-
ником по меньшей мере двух видов некодиру-
ющих РНК, которые влияют на репликацию  
и/или патогенез флавивирусов: субгеномная 
флавивирусная РНК (sfRNA) и микроРНК 
(KUN-miR-1), ‒ в формировании которых 
участвует экзорибонуклеаза-1 (XRN1) [39–46]. 
XRN1 узнает уникальную трехспиральную 

кольцеобразную структуру, которая складыва-
ется из Y-структур 5′-НТО и “псевдоузла” на 
3′-НТО, и образует из нее sfRNA. sfRNA проти-
водействует реакциям врожденного иммунитета 
(ингибируя индукцию интерферонов), снижа-
ет активность XRN1 и Dicer и взаимодействует 
непосредственно с вирусным репликативным 
комплексом, регулируя его активность [47–50]. 
Структурные элементы 3′-НТО также могут бло-
кировать активность XRN1. Предполагается, 
что sfRNA останавливает деградацию вирусной 
геномной РНК на расстоянии примерно 525 ну-
клеотидов от конца 3′-НТО. Это предотвращает 
полную деградацию вирусной геномной РНК 
и приводит к накоплению sfRNAs в инфици-
рованных клетках [43, 51]. Элементы Y3 и Y2 
3′-НТО расположены соответственно в конце 
вариабельного и начале консервативного участ-
ка. Они, по всей вероятности, обеспечивают 
формирование sfRNA1 и sfRNA2 соответствен-
но. 

Обнаруженные нами в области энхансера 
геномной РНК ВКЭ несовершенные нукле-
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Рис. 4. Механизм расщепления вирусной РНК экзорибонуклеазой XRN1 с формированием sfRNA ВКЭ. На ри-
сунке подчеркиванием отмечены несовершенные L- и R-повторы, которые имеют гомологию 52–57 % и образуют 
правую часть петель Y3 и Y2 соответственно. SP, NSP – структурные и неструктурные белки флавивирусов соот-
ветственно.
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отидные повторы L и R, вероятно, участвуют 
в регулировании активности клеточной XRN1 
через элементы Y2 и Y3 (рис. 4). Увеличение 
длины 3′-НТО может быть критически важно 
для репликации вирусного генома при адапта-
ции ВКЭ к лабораторным условиям культиви-
рования, что в конечном счете обеспечивает 
возможность эффективной репродукции ВКЭ 
в различных типах клеток и при пассажах через 
мозг мыши.

Таким образом, обнаруженные нами из-
менения в геноме ВКЭ, прошедшем пассажи 
в клеточной культуре и через мозг мышей, отно-
сятся к точечным заменам нуклеотидов, локали-
зованным преимущественно в генах неструктур-
ных белков и иногда приводящим к мутациям 
в аминокислотном составе кодируемых ими 
полипротеинов. При пассажах через мозг мыши 
наблюдалась реверсия основной части замен 
к исходному штамму ВКЭ, выделенному из моз-
га человека. Кроме того, выявлено значительное 
увеличение длины вариабельной части 3′-НТО 
и высказано предположение, что это связа-
но с ингибированием активности клеточной 
XRN1, участвующей в формировании sfRNA1 
и sfRNA2. По всей вероятности, обнаруженные 
адаптационные мутации обеспечивают высокий 
уровень репродукции инфекционного ВКЭ как 
на культуре клеток, так и в мозге белых мышей. 

Подобные множественные геномные изме-
нения ВКЭ могут играть важную роль в обеспе-
чении выживания ВКЭ в постоянно меняющих-
ся природных условиях и при адаптации вируса 
к новым видам хозяев. 
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Changes in the Genome of Tick-Borne Encephalitis Virus during Cultivation
V. A. Ternovoi1, E. P. Ponomareva1, *, E. V. Protopopova1,  

N. L. Tupota1, T. P. Mikryukova1, †, V. B. Loktev1

1Department of Molecular Virology for Flaviviruses and Viral Hepatitis, State Research Center for Virology and 
Biotechnology “Vector”, Koltsovo, Novosibirsk Region, 630559 Russia

*e-mail: ponomareva_ep@vector.nsc.ru, ponomareva-eugenia2014@yandex.ru

The tick-borne encephalitis virus (TBEV) of the Siberian genotype was previously isolated from the brain 
of a deceased person. TBEV variants obtained at passages 3 and 8 on SPEV cells were inoculated into the 
brains of white mice for subsequent passages. Full-genome sequences of all virus variants were analyzed 
by high-throughput sequencing. The analysis showed the presence of 41 point nucleotide substitutions, 
which were mainly localized in the genes of non-structural proteins NS3 and NS5 of TBEV. In the 
deduced virus protein sequences, 12 amino acid substitutions were identified. After three passages through 
mouse brains, reverse nucleotide and amino acid substitutions were detected. Most of them were mapped 
in the NS5 protein gene, where 5 new nucleotide substitutions also appeared. At the same time, there was 
an increase in the length of the 3′-untranslated region (3′-UTR) of the viral genome by 306 nucleotides. The 
Y3 and Y2 3’-UTR elements were found to contain imperfect L and R repeats, which probably associated 
with inhibition of the activity of cellular XRN1 RNase and thus involved in the formation of sfRNA1 and 
sfRNA2. For all TBEV variants, high levels of infectious virus were detected both in cell culture and in the 
brain of white mice. The revealed changes in the genome that occur during successive passages of TBEV 
are most likely due to the significant genetic variability of the virus, which ensures its efficient reproduction 
in different hosts and active circulation in nature.

Keywords: tick-borne encephalitis virus, viral genome, 3′-UTR, nucleotide substitutions, adaptation, reverse 
mutation, cell culture, mouse 
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Внешние воздействия влияют на характер экспрессии генов с помощью разных, еще недостаточно 
изученных, механизмов. Мы использовали метод РНК-сек для изучения изменений в экспрессии 
генов в клетках меланомы, способных формировать васкулярные каналы, имитирующие кровоснаб-
жение эмбриона (васкулогенная мимикрия), которые подвергаются обратному развитию вскоре 
после воздействия ингибитора васкулогенной мимикрии. С помощью анализа дифференциальной 
экспрессии генов обнаружено, что под воздействием ингибитора значительно усиливается экспрес-
сия 50 генов, которые контролируют клеточный цикл и формирование цитоскелета. Одновременно 
50 генов, регулирующих разные клеточные процессы, подвергаются значительной репрессии. Ока-
залось, что гены, экспрессия которых усиливается, регулируются одновременно в разной комбина-
ции большим набором факторов транскрипции. В то же время репрессируемые гены одновременно 
регулируются другим набором факторов транскрипции. Таким образом, препарат вызывает изме-
нения экспрессии больших групп генов, обусловленные одновременным воздействием множества 
факторов транскрипции. Полученные нами результаты указывают на то, что репрессия васкулоген-
ной мимикрии в клетках меланомы сопровождается сайленсингом или активацией больших групп 
генов, вызванными действием множества факторов транскрипции. 

Ключевые слова: координированная экспрессия генов, меланома, Матригель, ингибитор LCS1269, 
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Сокращения: РНК-сек – глубокое секвенирование 
РНК; LCS1269 – ингибитор васкулогенной мимикрии; 
MM – эксперименты с клетками меланомы, растущи-
ми на Матригеле; MMI – эксперименты с клетками 
меланомы, растущими на Матригеле в присутствии ин-
гибитора; ФТ – фактор транскрипции; FC – кратные 
изменения экспрессии (Fold Changes); GO.ID – иден-
тификатор Онтологии Генов. 

Механизмы регуляции экспрессии генов 
изучают не одно десятилетие, однако многое 
остается непонятным, особенно это относится 
к механизмам, которые обеспечивают коорди-
нированную экспрессию генов. Предполагается, 
что совместная регуляция таких генов обуслов-
лена тем, что они располагаются рядом, в одних 
и тех же хромосомных доменах [1, 2]. С другой 

стороны, обеспечить одновременный сайлен-
синг многих генов, расположенных в разных 
хромосомах, можно с помощью молекул ми-
кроРНК (miРНК) или малых интерферирующих 
РНК (siРНК) [3–5]. Наряду с кровеносными 
сосудами, выстланными эндотелием, в опухо-
лях представлены и высокоструктурированные 
васкулярные каналы, образованные опухолевы-
ми клетками. В данной работе мы попытались 
выяснить, экспрессия каких генов изменяется 
в клетках высокоагрессивной меланомы, кото-
рые теряют способность к васкулогенной мими-
крии под воздействием ингибитора LCS1269 [6, 
7], и как эти гены регулируются. Васкулогенная 
мимикрия – это способность некоторых опу-
холевых клеток формировать ложные сосуды, 
не содержащие эндотелиальных клеток. По-
средством васкулогенной мимикрии в опухоли 
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образуется сеть лакун, которые обеспечивают 
кровоснабжение опухолевых клеток и способ-
ствуют тем самым их выживанию [8]. 

Оказалось, что в присутствии ингибитора 
LCS1269 одновременно усиливается экспрессия 
102 генов, тогда как 122 гена повергаются ре-
прессии. При этом экспрессия 50 генов каждой 
группы резко изменяется. Проведен анализ этих 
групп генов в базах онтологии генов, а также 
данных об их регуляции разными факторами 
транскрипции (ФТ). Наши данные свидетель-
ствуют о том, что под воздействием ингибитора 
васкулогенной мимикрии в клетках меланомы 
происходит активация ФТ и изменяется экс-
прессия определенных групп генов. При этом 
до 10 разных ФТ могут регулировать экспрес-
сию конкретного гена, а изменения экспрессии 
происходят в течение короткого промежутка 
времени.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культивирование клеток меланомы. Клетки 

меланомы MelZ [6, 9] получены в Националь-
ном медицинском исследовательском цен-
тре онкологии им. Н.Н. Блохина Минздрава 
России. Клетки исходно растили на пластике 
в среде RPMI-1640, содержащей 10% эмбри-
ональной сыворотки крупного рогатого ско-
та (“HyClone”, США), 2 мM глутамина, 0.1% 
гентамицина, в CO2-инкубаторе (37 °C, влаж-
ность 95 и 5% CO2) до 70–75% слияния (10 млн 
клеток). Затем клетки переносили на чашки 
с Матригелем (“BD Bioscience”, США) в той 
же среде, содержащей ингибитор васкулоген-
ной мимикрии в нетоксической концентра-
ции (LCS1269, 10-6 M), в которой он не влияет 
на пролиферацию клеток, или без ингибитора. 
Цитотоксичность ингибитора изучали с помо-
щью MMT-теста, как описано ранее [6]. Рост 
клеток продолжался в течение 20 ч, затем из них 
выделяли препараты тотальной РНК.

Эксперименты РНК-сек. Проводили по два 
независимых эксперимента – с клетками, ра-
стущими без ингибитора или с ингибитором. 
Препараты РНК получали после лизиса кле-
ток с помощью реагента Trisol (“Invitrogen”, 
США). Качество препаратов контролировали 
с помощью биоанализатора Agilent. Библиотеки 
кДНК готовили с помощью наборов реактивов 
TruSeq Stranded RNA. Глубокое секвенирование 
двух биологических реплик проводили на при-
боре HiSeq1500 (“Illumina”, США). Экспрес-
сию генов анализировали с помощью пакета 
Deseq2 R. Консистентность реплик оценивали 
с помощью пакета deep Tools [10]. Коэффици-
енты Пирсона и Спирмана для наборов дан-

ных MM (r = 0.99, ρ = 0.69) и MMI (r = 0.99, 
ρ = 0.67) свидетельствуют о высокой воспро-
изводимости независимо полученных данных. 
Результаты РНК-сек помещены в базы данных 
(номера доступа для MM – GSE221872; для 
MMI – GSE221873).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Большие группы генов резко изменили уровень 
экспрессии в клетках меланомы в ответ 

на добавление ингибитора

Оказалось, что инкубация клеток в течение 
20 ч с ингибитором приводит к повышению экс-
прессии 102 и снижению экспрессии 122 генов 
(при log2FG > 1.5, т. е. более чем в 2.83 раза). 
На рис. 1 приведено по 50 генов каждой груп-
пы с максимально изменившейся активностью. 
Цветная шкала приведена в широком диапазоне 
log2FC – от +5.5 до –5.0. Ген TMPO-AS1, экс-
прессия которого максимально усилилась, ко-
дирует длинную некодирующую РНК, он вов-
лечен в пролиферацию клеток опухолей разного 
типа и является онкогеном [11]. Экспрессия 
генов ACER2 и TCAF2 снизилась примерно 
в 32 раза (log2FC около 5). Ген TCAF2 вовлечен 
в позитивную регуляцию миграции клеток [12]. 
Эти данные позволяют предположить, что под 
действием ингибитора активируется пролифе-
рация клеток и подавляется их миграция. Чтобы 
выяснить, в какие биологические процессы вов-
лечены гены, экспрессия которых изменилась, 
провели поиск в базах данных онтологии генов 
и выбрали по 50 генов с максимально изменив-
шейся экспрессией.

Анализ генов с измененной экспрессией в базах 
данных онтологии генов

Биологические процессы, с которыми свя-
заны гены меланомы, экспрессия которых из-
менилась в присутствии ингибитора LCS1269, 
мы анализировали с использованием ресур-
са Profiler (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost). 
В табл. 1 приведены результаты для 10 терми-
нов онтологии генов, наиболее высоко ассоци-
ированных с данными генами. Видно, что гены, 
экспрессия которых усилилась, ассоциирова-
ны с клеточным циклом и организацией цито-
скелета. Гены KIF18A, DLGAP5, KIF20A, PLK1, 
NAV3, FGF13 вовлечены в связывание с ми-
кротрубочками, а гены KIF18A, NAV3, FGF13, 
NCKAP5 – в деполимеризацию микротрубочек. 
Гены BUB1B, KIF18A, DLGAP5, STAG1, CCNE2, 
KIF20A, RBL1, XRCC2, TICRR, PLK1, DTL, E2F2, 
CDC25A, MYB контролируют клеточный цикл. 
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Таблица 1. Молекулярные функции и биологические процессы, в которые вовлечены 50 генов, значительно 
усиливших экспрессию под действием ингибитора* 

GO.ID Функция/Процесс Padj Ген 
Молекулярная функция

GO:0008017 Microtubule binding 0.006829558415930034 KIF18A, DLGAP5, KIF20A, PLK1, NAV3, FGF13
GO:0015631 Tubulin binding 0.04453959825226614 KIF18A, DLGAP5, KIF20A, PLK1, NAV3, FGF13

Биологический процесс

GO:0000278 Mitotic cell cycle 0.000002927752876054714 BUB1B, KIF18A, DLGAP5, STAG1, CCNE2, KIF20A, RBL1, 
XRCC2, TICRR, PLK1, DTL, E2F2, CDC25A, MYB

GO:1903047 Mitotic cell cycle 
process 0.00004046701434758872 BUB1B, KIF18A, DLGAP5, STAG1, CCNE2, KIF20A, RBL1, 

TICRR, PLK1, DTL, E2F2, CDC25A

GO:0022402 Cell cycle process 0.00018900471515918558 BUB1B, KIF18A, DLGAP5, STAG1, CCNE2, KIF20A, RBL1, 
XRCC2, TICRR, PLK1, DTL, E2F2, CDC25A, WDR76

GO:0044770 Cell cycle phase 
transition 0.00022746298342911283 BUB1B, DLGAP5, CCNE2, RBL1, TICRR, PLK1, DTL, E2F2, 

CDC25A, WDR76

GO:0007049 Cell cycle 0.00035945882615939285
BUB1B, KIF18A, DLGAP5, STAG1, CCNE2, KIF20A, RBL1, 
XRCC2, TICRR, PLK1, DTL, E2F2, CDC25A, MYB, WDR76, 
UHRF1

GO:0044772 Mitotic cell cycle 
phase transition 0.00045847139273843743 BUB1B, DLGAP5, CCNE2, RBL1, TICRR, PLK1, DTL, E2F2, 

CDC25A

GO:0006270 DNA replication 
initiation 0.001981323810320336 CCNE2, MCM10, TICRR, PRIM1

GO:0006260 DNA replication 0.0027829515300584542 CCNE2, MCM10, TICRR, DTL, PRIM1, POLE2, FAM111B

GO:1901987 Regulation of cell 
cycle phase transition 0.004055801393608912 BUB1B, DLGAP5, RBL1, TICRR, PLK1, DTL, CDC25A, 

WDR76

GO:0007019 Microtubule 
depolymerization 0.005597736302291347 KIF18A, NAV3, FGF13, NCKAP5

Таблица 2. Биологические процессы, в которые вовлечены 50 генов, экспрессия которых значительно 
снизилась под действием ингибитора* 

GO.ID Биологический процесс Padj Ген

GO:0043549 Regulation of kinase activity 0.0009631712673035452 MRNIP, EPHB3, RGS2, SOCS1, EPHA2, SERTAD1, 
GADD45A, CCNG2, SESN2, CDKN1A

GO:0048523 Negative regulation 
of cellular process 0.001747679364398328

MRNIP, PTGER4, TRIM22, RGS2, SOCS1, ENC1, 
CAMSAP3, KANK3, EPHA2, BBC3, SERTAD1, 
GADD45A, SESN1, VASN, ARC, PRDM1, SESN2, 
TENT5C, TP53INP1, BTG2, CDKN1A, ACER2, TCAF2

GO:0065009 Regulation of molecular 
function 0.001885574647728961

MRNIP, TRIM22, EPHB3, RGS2, SOCS1, EPHA2, 
BBC3, XIRP1, SERTAD1, GADD45A, CCNG2, EDA2R, 
ARC, SESN2, CDKN1A, ACER2, TCAF2

GO:0051338 Regulation of transferase 
activity 0.004627641665897807 MRNIP, EPHB3, RGS2, SOCS1, EPHA2, SERTAD1, 

GADD45A, CCNG2, SESN2, CDKN1A

GO:0048518 Positive regulation 
of biological process 0.02112371270600905

KDM3A, MRNIP, PTGER4, TRIM22, EPHB3, RGS2, 
SOCS1, ENC1, EPHA2, TNFSF9, BBC3, SERTAD1, 
GADD45A, SESN1, EDA2R, ARC, PRDM1, SESN2, 
ACTA2, TENT5C, TP53INP1, BTG2, CDKN1A, ACER2, 
TCAF2

GO:0009893 Positive regulation 
of metabolic process 0.024747078153625094

KDM3A, MRNIP, PTGER4, TRIM22, EPHB3, SOCS1, 
EPHA2, BBC3, SERTAD1, GADD45A, SESN1, PRDM1, 
SESN2, ACTA2, TENT5C, TP53INP1, BTG2, CDKN1A, 
ACER2

GO:0045859 Regulation of protein kinase 
activity 0.02510375699053 MRNIP, RGS2, SOCS1, SERTAD1, GADD45A, CCNG2, 

SESN2, CDKN1A

GO:0072331 Signal transduction by p53 
class mediator 0.03283706367174577 BBC3, EDA2R, SESN2, CDKN1A, ACER2

GO:0042770 Signal transduction 
in response to DNA damage 0.04725086282309963 MRNIP, GADD45A, SESN2, CDKN1A, ACER2

GO:0033554 Cellular response to stress 0.04960437746562762
MRNIP, PTGER4, EPHA2, BBC3, GADD45A, SESN1, 
VASN, EDA2R, SESN2, TP53INP1, BTG2, CDKN1A, 
ACER2

*Приведены только 10 процессов, максимально ассоциированных с 50 генами.

*Показаны только 10 процессов, максимально ассоциированных с 50 генами.
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Рис. 1. Тепловая карта изменений экспрессии генов 
в клетках меланомы под действием ингибитора ва-
скулогенной мимикрии. Отобрано по 50 генов, экс-
прессия которых максимально изменилась (повы-
силась либо снизилась) под действием ингибитора. 
Приведена цветная шкала изменений экспрессии 

в log2FC. 50 генам, экспрессия которых усилилась, 
соответствует критерий logFC > 1.71 (т. е., их экс-
прессия повысилась более чем в 3.27 раза). 50 ге-
нам, экспрессия которых снизилась, соответствует 
критерий log2FC < 1.89 (т. е. экспрессия снизилась 
более чем в 3.7 раза).

Представленные на рис. 1 гены, активность 
которых снизилась под действием ингибитора, 
связаны с положительной или отрицательной 
регуляцией ряда клеточных процессов (табл. 2). 
Приведенные в табл. 2 гены связаны с пере-
дачей клеточных сигналов медиаторами P53 
(BBC3, EDA2R, SESN2, CDKN1A, ACER2), пере-
дачей сигналов о повреждениях ДНК (MRNIP, 
GADD45A, SESN2, CDKN1A, ACER2) и с кле-
точным ответом на стресс (MRNIP, PTGER4, 
EPHA2, BBC3, GADD45A, SESN1, VASN, EDA2R, 
SESN2, TP53INP1, BTG2, CDKN1A, ACER2). 

В результате аналогичного анализа всех ге-
нов, экспрессия которых усилилась (102 гена) 
или снизилась (122 гена), сделан вывод, что под 
действием ингибитора усиливается моторная 
активность микротрубочек и миграция клеток 
меланомы. В то же время в этих клетках пода-
вляется активность генов, которые регулируют 
пролиферацию и передают сигналы о клеточ-
ных стрессах. 

Мы предположили, что одновременная ак-
тивация или репрессия этих двух групп генов 
может быть связана с их корегуляцией, т. е. одна 
группа ФТ может одновременно усиливать экс-
прессию больших групп генов. Аналогично дру-
гая группа ФТ может одновременно ослаблять 
экспрессию больших групп генов.

Совместная регуляция генов многочисленными 
факторами транскрипции

Регулируются ли гены, активность которых 
резко изменилась в присутствии ингибитора, 
одновременно разными ФТ? Чтобы проверить 
такую возможность, мы провели поиск 50 ге-
нов, транскрипция которых усилилась, в базе 
данных Enrichr (https://maayanlab.cloud/Enrichr/
enrich) для поиска ФТ, одновременно регули-
рующих эти гены (Enrichr Submissions TF-Gene 
Coocurrence). На рис. 2а приведены результа-
ты этого поиска. Оказалось, что действительно 
многие гены, транскрипция которых значитель-
но усилилась в ответ на добавление ингибито-
ра, регулируются одновременно 10 и более ФТ. 
В табл. 3 приведены только 10 ФТ и регулируе-
мые ими гены. Видно, что в базе данных пред-
ставлены всего 299 генов, которые регулируются 
таким образом. Среди рассмотренных 50 генов 
около 40 регулируются одновременно каждым 
из этих 10 ФТ.
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Рис. 2. Гены, экспрессия которых изменилась под воздействием ингибитора (Input Genes), регулируются одно-
временно многими ФТ (Enriched Terms). а – Гены, экспрессия которых усилилась. б – Гены, экспрессия которых 
снизилась. Результаты получены с помощью базы данных Enrichr (https://maayanlab.cloud/Enrichr/enrich) для по-
иска ФТ, одновременно регулирующих гены (Enrichr Submissions TF-Gene Coocurrence).

Ангиогенезу в меланомах способству-
ет экспрессия гена DEPDC1B, кодирующе-
го ФТ (табл. 3), нокдаун этого гена подавляет 
пролиферацию клеток меланомы и вызывает 
их апоптоз [13, 14], а также ФТ MYBL2 – важ-
ный регулятор пролиферации клеток [15]. Кро-
ме того, в табл. 3 указаны гены ФТ E2F7 и E2F8, 
которые действуют синергично и важны для 
супрессии рака кожи [16]. Интересно, что экс-
прессия генов некоторых ФТ (ZNF367, E2F1 
и DEPDC1) возрастает под воздействием ин-
гибитора васкулогенной мимикрии. Эти гены 
приведены не только в колонке ФТ, но и среди 
групп генов, активируемых под воздействием 
ингибитора васкулогенной мимикрии.

Анализ регуляции 50 генов со сниженной 
экспрессией показал, что примерно 20–30 из них 
в разных комбинациях регулируются 10 другими 
ФТ (табл. 4). Таким образом, ингибитор, по-
давляя образование ложных сосудов клетками 
меланомы, существенно изменяет характер экс-
прессии этих 50 генов с помощью множества ФТ. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Полученные данные убедительно свидетель-

ствуют о том, что ингибитор васкулогенной ми-
микрии вызывает изменения в экспрессии более 
чем 200 генов в клетках меланомы. Экспрессия 
100 из них довольно значительно усиливается 

или снижается (рис. 1). Предполагалось, что ин-
гибитор LCS1269 вызывает повреждения ДНК 
и арест G2/M перехода клеточного цикла, тем 
самым восстанавливая чувствительность клеток 
меланомы к ДНК-повреждающим агентам [6, 7, 
9]. 

В настоящее время мы не можем выявить 
ключевые гены, ответственные за эффект инги-
битора, однако нами идентифицированы 100 ге-
нов, экспрессия которых резко изменяется под 
действием ингибитора. Эти гены играют важную 
роль в клеточном цикле, пролиферации клеток, 
формировании цитоскелета, миграции клеток, 
а также выполняют другие функции в клетках. 
Обнаружено, что кодируемый геном DEPDC1B 
ФТ, вовлеченный в миграцию клеток и запуск 
Wnt-сигнального пути, регулирует 42 гена, зна-
чительно усиливших экспрессию под действием 
ингибитора (табл. 3). 

Как показано ранее, васкулогенная мими-
крия связана с ремоделированием цитоскеле-
та и требует целостности сети микротрубочек 
[17]. Значительное усиление активности генов 
KIF18A, NAV3, FGF13, NCKAP5 (табл. 1), кото-
рые вовлечены в деполимеризацию микротрубо-
чек, свидетельствует о нарушениях цитоскелета, 
вызываемых ингибитором. Кроме того, инги-
битор вызывает резкое подавление экспрессии 
генов TCAF2 и ACER2, связанных с позитивной 



300 ЧУРИКОВ и др.

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 2 2024

Таблица 3. Факторы транскрипции (ФТ), одновременно регулирующие группы генов, активируемых после 
добавления ингибитора 

Фактор 
транскрип-

ции
Доля Padj Ген

DEPDC1B 42/299 3.580485614936991E-47

UHRF1;PRIM1;CDCA7;KIF14;BUB1B;MCM10;LMNB1;AURKA;CDC20;M
YB;PCLAF;E2F1;E2F2;CLSPN;ZNF367;DLGAP5;PLK4;GINS1;GINS2;ATA
D5;XRCC2;ARHGEF39;PLK1;KIF23;CDC6;WDR76;CDC25A;TICRR;FAM1
11B;CCNA2;MMS22L;ASPM;NEIL3;KIF18A;WEE1;RBL1;CCNE2;POLE2;
DEPDC1;KIF20A;MCM6;DTL

E2F7 41/299 3.821023448908531E-46

UHRF1;PRIM1;CDCA7;KIF14;BUB1B;MCM10;LMNB1;AURKA;CDC20;M
YB;PCLAF;E2F1;E2F2;CLSPN;ZNF367;DLGAP5;PLK4;GINS1;GINS2;ATA
D5;XRCC2;PLK1;KIF23;CDC6;WDR76;CDC25A;TICRR;FAM111B;CCNA2
;MMS22L;ASPM;NEIL3;KIF18A;WEE1;RBL1;CCNE2;POLE2;DEPDC1;K
IF20A;MCM6;DTL

E2F8 41/299 3.821023448908531E-46

UHRF1;PRIM1;CDCA7;KIF14;BUB1B;MCM10;LMNB1;AURKA;CDC20;M
YB;PCLAF;E2F1;E2F2;CLSPN;ZNF367;DLGAP5;PLK4;GINS1;GINS2;ATA
D5;XRCC2;PLK1;KIF23;CDC6;WDR76;CDC25A;TICRR;FAM111B;CCNA2
;MMS22L;ASPM;NEIL3;KIF18A;WEE1;RBL1;CCNE2;POLE2;DEPDC1;K
IF20A;MCM6;DTL

MYBL2 41/299 3.821023448908531E-46

UHRF1;PRIM1;CDCA7;KIF14;BUB1B;MCM10;LMNB1;AURKA;CDC20;M
YB;PCLAF;E2F1;E2F2;CLSPN;ZNF367;DLGAP5;PLK4;GINS1;GINS2;ATA
D5;XRCC2;PLK1;KIF23;CDC6;WDR76;CDC25A;TICRR;FAM111B;CCNA2
;MMS22L;ASPM;NEIL3;KIF18A;WEE1;RBL1;CCNE2;POLE2;DEPDC1;K
IF20A;MCM6;DTL

RAD51 41/299 3.821023448908531E-46

UHRF1;PRIM1;CDCA7;KIF14;BUB1B;MCM10;LMNB1;AURKA;CDC20;M
YB;PCLAF;E2F1;E2F2;CLSPN;ZNF367;DLGAP5;PLK4;GINS1;GINS2;ATA
D5;XRCC2;PLK1;KIF23;CDC6;WDR76;CDC25A;TICRR;FAM111B;CCNA2
;MMS22L;ASPM;NEIL3;KIF18A;WEE1;RBL1;CCNE2;POLE2;DEPDC1;K
IF20A;MCM6;DTL

DEPDC1 40/299 9.750383314399901E-45

UHRF1;PRIM1;CDCA7;KIF14;BUB1B;MCM10;LMNB1;AURKA;CDC20;P
CLAF;E2F1;E2F2;CLSPN;ZNF367;DLGAP5;PLK4;GINS1;GINS2;ATAD5;X
RCC2;ARHGEF39;PLK1;KIF23;CDC6;WDR76;CDC25A;TICRR;FAM111B;
CCNA2;MMS22L;ASPM;NEIL3;KIF18A;WEE1;RBL1;CCNE2;POLE2;KIF
20A;MCM6;DTL

E2F1 40/299 9.750383314399901E-45

UHRF1;PRIM1;CDCA7;KIF14;BUB1B;MCM10;LMNB1;AURKA;CDC20;M
YB;PCLAF;E2F2;CLSPN;ZNF367;DLGAP5;PLK4;GINS1;GINS2;ATAD5;X
RCC2;PLK1;KIF23;CDC6;WDR76;CDC25A;TICRR;FAM111B;CCNA2;MM
S22L;ASPM;NEIL3;KIF18A;WEE1;RBL1;CCNE2;POLE2;DEPDC1;KIF20
A;MCM6;DTL

WDHD1 40/299 9.750383314399901E-45

UHRF1;PRIM1;CDCA7;KIF14;BUB1B;MCM10;LMNB1;AURKA;CDC20;P
CLAF;E2F1;E2F2;CLSPN;ZNF367;DLGAP5;PLK4;GINS1;GINS2;ATAD5;
XRCC2;PLK1;KIF23;CDC6;WDR76;CDC25A;TICRR;FAM111B;CCNA2;M
MS22L;ASPM;NEIL3;KIF18A;WEE1;RBL1;CCNE2;POLE2;DEPDC1;KIF
20A;MCM6;DTL

ZNF367 40/299 9.750383314399901E-45

UHRF1;PRIM1;CDCA7;KIF14;BUB1B;MCM10;LMNB1;AURKA;CDC20;M
YB;PCLAF;E2F1;E2F2;CLSPN;DLGAP5;PLK4;GINS1;GINS2;ATAD5;XRC
C2;PLK1;KIF23;CDC6;WDR76;CDC25A;TICRR;FAM111B;CCNA2;MMS2
2L;ASPM;NEIL3;KIF18A;WEE1;RBL1;CCNE2;POLE2;DEPDC1;KIF20A;
MCM6;DTL

ZNF519 40/299 9.750383314399901E-45

UHRF1;PRIM1;CDCA7;KIF14;BUB1B;MCM10;LMNB1;AURKA;CDC20;M
YB;PCLAF;E2F1;E2F2;CLSPN;ZNF367;DLGAP5;PLK4;GINS1;GINS2;AT
AD5;XRCC2;PLK1;KIF23;CDC6;WDR76;CDC25A;TICRR;FAM111B;CCN
A2;MMS22L;ASPM;NEIL3;KIF18A;WEE1;CCNE2;POLE2;DEPDC1;KIF2
0A;MCM6;DTL

Примечание. Представлены 10 ФТ. Доля – число генов, ассоциированных с данным ФТ, в выборке из 299 генов. 
Результаты анализа базы данных Enrichr (https://maayanlab.cloud/Enrichr/enrich) для поиска ФТ, одновременно регулиру-
ющих гены (Enrichr Submissions TF-Gene Coocurrence).
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Таблица 4. Факторы транскрипции (ФТ), одновременно регулирующие группы генов, экспрессия которых 
снизилась после добавления ингибитора

Фактор 
транскрипции Доля Padj Ген

ZNF79 31/299 2.3420335820357761E-26

PTGER4;CSRNP1;BTG2;CDKN1A;NOTCH1;PRDM1;PPM1D;B
BC3;RGS2;SERTAD1;SESN1;SESN2;ENC1;TP53INP1;FDXR;I
ER5;TRIM22;POLH;GADD45A;GDF15;SLC30A1;KLF4;PGF;PN
RC1;ACER2;ACTA2;MDM2;PLXNB2;TNFSF9;EPHA2;HBEGF

ZNF821 26/299 6.532976510709839E-20

CSRNP1;BTG2;CDKN1A;SLC2A3;PRDM1;IFIT2;BBC3;FAM11
7A;RGS2;SESN1;SESN2;ENC1;TP53INP1;BMF;GADD45A;SM
OX;GDF15;ARRDC3;KLF4;PGF;SBK1;BCL6;CCNG2;FSCN1;P
LXNB2;HBEGF

ZNF425 24/299 1.5281770047316118E-17
BTG2;CDKN1A;GADD45A;GDF15;ARRDC3;SLC2A3;PRDM1;K
LF4;PGF;PNRC1;IFIT2;RND1;BBC3;IQCN;RGS2;BCL6;SERT
AD1;SESN1;CCNG2;SESN2;ENC1;TP53INP1;BMF;HBEGF

NR4A3 23/299 1.9800969612121248E-16
PTGER4;CSRNP1;BTG2;CDKN1A;GADD45A;GDF15;ARRDC3;
SLC2A3;PRDM1;KLF4;CLU;IFIT2;ACTA2;RGS2;ARC;SOCS1;B
CL6;CRISPLD2;ENC1;FSCN1;IER5;EPHA2;HBEGF

MAFF 22/299 2.156404175382678E-15
PTGER4;CSRNP1;BTG2;CDKN1A;GADD45A;GDF15;ARRDC3;
SLC2A3;PRDM1;KLF4;CLU;PGF;PNRC1;IFIT2;RGS2;ARC;BC
L6;SERTAD1;ENC1;IER5;EPHA2;HBEGF

SNAI1 22/299 2.156404175382678E-15
CSRNP1;BTG2;CDKN1A;NOTCH1;GADD45A;GDF15;SLC2A3;
PRDM1;KLF4;PGF;RND1;ACTA2;RGS2;SOCS1;BCL6;SERTAD
1;CRISPLD2;ENC1;FSCN1;IER5;EPHA2;HBEGF

ATF3 21/299 1.4250083219969755E-14
PTGER4;CSRNP1;BTG2;CDKN1A;GADD45A;GDF15;ARRDC3;
SLC2A3;PRDM1;KLF4;CLU;IFIT2;ACTA2;RGS2;ARC;BCL6;SE
RTAD1;SESN2;IER5;EPHA2;HBEGF

FOSB 21/299 1.4250083219969755E-14
PTGER4;CSRNP1;BTG2;CDKN1A;GADD45A;GDF15;ARRDC3;
SLC2A3;KLF4;CLU;IFIT2;ACTA2;RGS2;ARC;BCL6;SERTAD1;
CRISPLD2;ENC1;IER5;EPHA2;HBEGF

JDP2 21/299 1.4250083219969755E-14
PTGER4;CSRNP1;BTG2;CDKN1A;NOTCH1;GADD45A;GDF15;
SLC2A3;PRDM1;KLF4;CLU;IFIT2;RGS2;BCL6;CRISPLD2;SES
N2;ENC1;FSCN1;IER5;EPHA2;HBEGF

MXD1 21/299 1.4250083219969755E-14
CSRNP1;BTG2;CDKN1A;GADD45A;SMOX;GDF15;ARRDC3;SL
C2A3;PRDM1;KLF4;PNRC1;IFIT2;HELZ2;RGS2;SOCS1;BCL6
;SERTAD1;CCNG2;SESN2;IER5;HBEGF

Примечание. Представлены 10 ФТ. Указано число генов, ассоциированных с данным ФТ, в выборке из 299 генов, 
депонированных в базе данных (Доля). Результаты получены с помощью базы данных Enrichr (https://maayanlab.cloud/
Enrichr/enrich) для поиска ФТ, одновременно регулирующих гены (Enrichr Submissions TF-Gene Coocurrence).

регуляцией миграции клеток и пролиферации 
(рис. 1). Известно, что миграция клеток связа-
на с малигнизацией и метастазированием [18]. 
Следовательно, активация генов KIF18A, NAV3, 
FGF13, NCKAP5, нарушающих целостность ци-
тоскелета, и одновременная репрессия генов 
TCAF2 и ACER2, которые теперь не могут уси-
ливать миграцию и пролиферацию, способны 

потенцировать эффект подавления васкулоген-
ной мимикрии ингибитором (рис. 3). В настоя-
щее время мы планируем использовать искус-
ственное выключение активности генов TCAF2 
и ACER2, чтобы ослабить малигнизацию клеток 
меланомы за счет подавления миграции и мета-
стазирования. Указанные гены могут быть ми-
шенями для онкотерапии. 
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˜°˛˝˙ˆˇ ль ˜°˛˝˙ˆˇ ль + ингибитор

downregulated genes

TCAF2...

upregulated genes

...TMPO-ASI

a ˜

Рис. 3. Схема, показывающая, как добавление ингибитора нарушает баланс генной экспрессии и как это сказы-
вается на фенотипе клеток меланомы. а – Баланс экспрессии генов до добавления ингибитора. Клетки веретено-
видной формы на Матригеле формируют сосудоподобные структуры. б – Нарушение баланса экспрессии генов 
вызывает изменение поведения клеток (нарушается образование сосудоподобных структур) и их формы (клетки 
более округлые). 

Ранее обнаружили, что ингибитор LCS1269 
повреждает ДНК [6, 7, 9]. Нами показано, что 
ингибитор подавляет активность генов, кото-
рые связаны с передачей сигналов медиаторами 
P53 и сигналов о повреждениях ДНК (табл. 2), 
делая клетки меланомы более чувствительными 
к ДНК-повреждающим агентам. Таким обра-
зом, наши данные согласуются с ранее опреде-
ленными свойствами ингибитора.

Другой важный аспект данной работы состо-
ит в обнаружении механизма координированной 
экспрессии генов с помощью одновременной 
регуляции десятков генов наборами из десят-
ков ФТ. Интересно, что при этом одни наборы 
ФТ вызывают активацию одних групп генов, тог-
да как другие в это же время вызывают репрес-
сию других групп генов (табл. 3, табл. 4, рис. 3). 
Такая биполярная регуляция способна вызывать 
резкие изменения в экспрессии генов. Недавно 
мы обнаружили, что наборы таких генов-мише-
ней ФТ далеко не случайно перекрываются с ге-
нами, которые образуют контакты с ядрышками 
(данные будут опубликованы отдельно). 

Одновременная экспрессия больших пере-
крывающихся наборов генов (коэкспрессия) – 
это недавно обнаруженный механизм регуляции 
генной активности. Во всех изученных клетках 
человека (ткани или культуры клеток) найде-

ны гены, которые коэкспрессируются в разных 
комбинациях [19]. В клетках линии K562, на-
пример, в разных комбинациях коэкспрессиру-
ются 177 наборов генов [20]. Удобной клеточной 
моделью для анализа механизмов регуляции 
экспрессии генов, включая роль трехмерных 
структур хромосом в изменениях экспрессии 
генов, является также меланома.

Исследование выполнено при поддержке 
Российского научного фонда (грант № 21-14-
00035) и Министерства науки и высшего обра-
зования Российской Федерации (грант № 075-
15-2021-1060). 

В данной работе отсутствуют исследования 
человека или животных.
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Big groups of Human Genes are Simultaneously Regulated by Multiple Transcription 
Factors

N. A. Tchurikov1, *, A. A. Vartanian2, E. S. Klushevskaya1, I. R. Alembekov1,  
A. N. Kretova1, V. R. Сhechetkin1, G. I. Kravatskaya1, V. S. Kosorukov2, Yu. V. Kravatsky1

1Engelhardt Institute of Molecular Biology Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Department of Experimental Diagnosis and Therapy of Tumors, N. N. Blokhin National Medical Research Center 

of Oncology, Ministry of Health of Russia, Moscow, 115478 Russia 
*e-mail: tchurikov@eimb.ru

Multiple exogenous or endogenous factors alter gene expression patterns by different mechanisms that yet are 
poorly understood. We used RNA-Seq analysis in order to study changes in gene expression in melanoma 
cells capable to vasculogenic mimicry upon action of inhibitor of vasculogenic mimicry. Here, we describe 
that the drug induces a strong upregulation of 50 genes controlling cell cycle and microtubule cytoskele-
ton coupled with a strong downregulation of 50 genes controlling different cellular metabolic processes. 
We found that both groups of genes are simultaneously regulated by multiple sets of transcription factors. 
We conclude, that one way for coordinated regulation of big groups of genes is the regulation simultaneously 
by multiple transcription factors. 

Keywords: coordinated expression, melanoma, Matrigel, LCS1269 inhibitor, RNA-Seq, transcription fac-
tors, ACER2, TCAF2, KIF18A, NAV3, FGF13, NCKAP5 



305

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2024, том 58, № 2, с. 305–313

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ

УДК 577.12

МЕТОД ИНДУЦИРУЕМОГО НОКДАУНА СУЩЕСТВЕННЫХ  
ДЛЯ РАЗВИТИЯ ГЕНОВ В КУЛЬТУРЕ КЛЕТОК  

OSC Drosophila melanogaster
© 2024 г. С. В. Марфинаa, b, Е. А. Михалеваa, Н. В. Акуленкоa, *, С. С. Рязанскийa, **

а Национальный исследовательский центр “Курчатовский институт”, Москва, 123182 Россия
b Российский химико-технологический университет им Д.И. Менделеева, Москва 125047 Россия

*e-mail: n.akulenko11@gmail.com
**e-mail: s.ryazansky@gmail.com

Поступила в редакцию 10.11.2023 г.
После доработки 10.11.2023 г.

Принята к публикации 21.11.2023 г.

Предложен основанный на РНК-интерференции метод индуцируемого нокдауна генов, существен-
ных для поддержания гомеостаза, в культуре клеток. В подходе используется встроенная в геном 
с помощью CRISPR-Cas9-мутагенеза конструкция, в которой экспрессия предшественника siРНК 
находится под контролем индуцируемого ионами меди металлотионеинового промотора. Эндоген-
ный источник siРНК позволяет осуществить нокдаун в культурах клеток, которые имеют низкую 
эффективность трансфекции экзогенными siРНК. Эффективность подхода продемонстрирована 
на культуре соматических клеток яичников дрозофилы на двух генах, которые необходимы для оо-
генеза: Cul3, кодирующего компонент убиквитин-лигазного комплекса со множественными функ-
циями в протеостазе, и cut, кодирующего фактор транскрипции, участвующий в регуляции диффе-
ренцировки фолликулярных клеток яичников. 

Ключевые слова: нокдаун, siРНК, CRISPR-Cas9, дрозофила, OSC
DOI: 10.31857/S0026898424020137, EDN: NDBKYZ

Сокращения: shРНК ‒ короткие шпилечные РНК; 
siРНК ‒  короткие интерферирующие РНК; OSC ‒ 
соматические клетки яичников дрозофилы; CRL ‒ 
мультибелковый убиквитин-лигазный комплекс (Cul-
lin-RING-ligase).

ВВЕДЕНИЕ
Генетические технологии подавления экс-

прессии генов разделяют на методы нокаута, 
при которых в рамку считывания или регуля-
торные области вносятся мутации, и нокдауна, 
снижающие количество образуемой мРНК при 
сохранении последовательности гена. Среди 
методов нокаута CRISPR-Cas9 выделяется срав-
нительной простотой и эффективностью, заслу-
женно позволивших ему стать универсальным 
инструментом редактирования генома [1, 2]. 
В этом методе нуклеаза Cas9 в комплексе с “на-
правляющей” РНК (single guide RNA, sgРНК) 
связывается с участком генома, комплементар-
ным sgРНК, и вносит в него двухцепочечный 
разрыв. При его восстановлении клеточной 

системой негомологичного соединения кон-
цов в месте разрыва образуются микроделеции 
или инсерции. В ходе репарации по механизму 
гомологичной рекомбинации при наличии эк-
зогенной донорной матрицы ДНК с плечами, 
гомологичными последовательностям вокруг 
места разрыва, эта матрица может встроиться 
в место разрыва. Оба способа позволяют отре-
дактировать последовательности гена, полно-
стью останавливая его экспрессию.

Основным подходом при нокдауне является 
использование классической РНК-интерферен-
ции (РНКи) [3]. При РНКи мРНК расщепляет-
ся нуклеазой Argonaute (Ago), которая распозна-
ет мРНК-мишень благодаря ассоциированной 
с Ago короткой интерферирующей РНК (small 
interfering RNA, siРНК), комплементарной 
мРНК. В культуре клеток РНКи осуществляется 
трансфекцией siРНК или длинного двухцепочеч-
ного РНК-предшественника (дцРНК), который 
клеточным аппаратом процессинга нарезает-
ся до siРНК. Используется также трансфекция 
плазмид, кодирующих дву- или одноцепочеч-
ные, имеющие шпилечную вторичную структу-
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ру (short hairpin RNA, shРНК), предшественни-
ки siРНК. Использование последовательности 
определенных пре-миРНК в качестве шаблона 
для дизайна вторичной структуры shРНК по-
зволяет значительно ускорить их процессинг 
до siРНК [4]. В другом подходе нокдауна приме-
няется лишенный нуклеазной активности dCas9 
(dead Cas9), но сохраняющий способность свя-
зывать sgРНК и комплементарный ей участок 
генома. Белки dCas9, слитые с ингибирующими 
доменами факторов транскрипции, в комплек-
се с sgРНК, комплементарной промоторной об-
ласти, позволяют ингибировать транскрипцию 
генов [5]. Разрабатываются встраиваемые в ге-
ном кассеты с геном dCas9 под индуцируемым 
промотором [6]. Все чаще применяют и другие 
методы нокдауна с использованием, например, 
белка Cas13a [7].

Методы нокаута с помощью CRISPR-Cas9 
и нокдауна с помощью РНКи не лишены не-
достатков. Так, CRISPR-Cas9-мутагенез в об-
щем случае мало применим для редактирования 
полиплоидных геномов, часто встречающихся 
в клеточных культурах [8, 9]. Кроме того, в ре-
зультате адаптивной эволюции в редактирован-
ном геноме со временем могут накапливаться 
компенсаторные мутации, затрудняющие ана-
лиз фенотипа [10]. В ряде случаев стоит задача 
подавить активность гена на небольшой срок, 
что невозможно осуществить необратимым 
нокаутом. Наконец, нокаут существенных для 
жизнеспособности генов, представляющих осо-
бый интерес, приводит к возникновению ге-
терозиготных по мутации клеточных культур 
и лишь к незначительному снижению экспрес-
сии изучаемого гена [10]. Основная проблема 
использования РНКи связана с неэффектив-
ной трансфекцией дцРНК, которая может быть 
очень низкой для ряда клеточных культур [11], 
включая и культуру ОSC соматических клеток 
яичников дрозофилы.

С целью преодоления неэффективности 
трансфекции мы разработали метод индуци-
рованного нокдауна генов в культуре клеток 
OSC дрозофилы на основе кассеты, в которой 
экспрессия РНК-предшественника siРНК, спо-
собной сворачиваться в пре-миРНК-подобную 
шпилечную структуру, находится под контролем 
индуцируемого промотора гена металлотионеи-
на. Кассета интегрируется в определенное место 
генома с помощью CRISPR-Cas9-мутагенеза. 
Экспрессия shРНК и подавление целевого гена 
запускаются добавлением в среду ионов меди. 
Предлагаемый подход позволяет осуществлять 
нокдаун критически необходимых для жизне-
деятельности генов в культурах клеток, которые 
имеют низкую эффективность трансфекции. 

Эффективность предлагаемого метода показа-
на на гене Cul3, кодирующем компонент убик-
витин-лигазного мультибелкового комплекса 
CRL (cullin-RING-ligase complex). Комплексы 
CRL регулируют множество молекулярных про-
цессов, включая клеточное деление, передачу 
сигналов, транскрипцию, метаболизм, проте-
остаз, дифференцировку и развитие [12]. Эф-
фективность метода продемонстрирована так-
же на примере гена сut, кодирующего фактор 
транскрипции, необходимый на разных стади-
ях дифференцировки соматических фоллику-
лярных клеток в оогенезе дрозофилы [13, 14]. 
Предложенный метод является альтернативой 
индуцируемому нокдауну с помощью dCas9 или 
Cas13. Значимость данной работы определяет-
ся непрекращающейся актуальностью иссле-
дований общебиологических закономерностей 
развития на модельном объекте – дрозофиле, 
а также возможностью использовать предлагае-
мый подход на культурах клеток других видов, 
включая человека.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культура клеток. Линия соматических кле-

ток яичников дрозофилы OSC[Cas9+] с ге-
номной встройкой плазмиды pAc-sgRNA-Cas9 
(Addgene, #49330) [15] была получена нами ра-
нее на основе культуры клеток OSC (любезно 
предоставлена М. Сиоми, Университет Токио, 
Япония) [16]. Линию OSC[Cas9+] поддержива-
ли при 25 °С в среде Shields and Sang M3 (“Sig-
ma-Aldrich”, США, #S3652) с 10% феталь-
ной бычьей сыворотки (FBS, “Gibco”, США, 
#10270106), 10%-ным экстрактом мух, 10 мкг/
мл инсулина (“Sigma-Aldrich”, США, #I9278), 
0.6 мг/мл L-глутатиона (“Sigma-Aldrich”, США, 
#G6013), 50 ед/мл пенициллина, 50 г/мл стреп-
томицина и 1 мкг/мл пуромицина. Экстракт мух 
получали гомогенизированием 1 г 3‒7-дневных 
мух в 7 мл среды М3. Гомогенат центрифугиро-
вали 15 мин при 1500 g; надосадочную жидкость 
нагревали (10 мин при 60 °С) и очищали цен-
трифугированием при 1500 g в течение 1.5 ч при 
4 °С; супернатант еще раз центрифугировали 
при 4000 g в течение 15 мин при 4 °С. Транс-
фекцию плазмид проводили с помощью Fu-
GENE-HD (“Promega”, США, #E2311) соглас-
но инструкции производителя. Отбор клеток 
с интегрированной в геном кассетой с геном 
устойчивости к гигромицину или бластициди-
ну проводили на среде в присутствии 200 мкг/
мл гигромицина (“Calbiochem”, CША, #400050) 
или 10 мкг/мл бластицидина (“Applichem”, Гер-
мания, #A3784). Экспрессию MT-shRNA-bsd 
индуцировали, добавляя в среду раствор CuSO4 
до конечной концентрации 0.5‒2  мМ; уровень 
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экспрессии измеряли через 3 дня после индук-
ции.

Нокаут генов Cul3 и EloB в культуре клеток OSC. 
Выбор последовательностей sgРНК для внесе-
ния двухцепочечного разрыва в гены Cul3 и EloB 
проводили с помощью программы “TargetFinder” 
[17]. Синтезированные олигонуклеотиды (sgR-
NACul3: 5ꞌ-CTTCGATAAAACACAGCGTTGATAT 
и 5ꞌ-AAACATATCAACGCTGTGTTTTATC; sgR-
NAEloB: 5ꞌ-CTTCGTCAGGACAACGATGTCAT 
GG и 5ꞌ-AAACCCATGACATCGTTGTCCTGAC) 
отжигали, фосфорилировали по 5ꞌ-концу и кло-
нировали в вектор pU6-BbsI-chiRNA (“Ad-
dgene”, США, #45946) [17], предварительно ли-
неаризованному по сайтам BbsI. Нокаут генов 
с помощью Cas9 в линии OSC[Cas9+] прово-
дили согласно [18]. В качестве донорной ДНК 
использовали ПЦР-фрагмент с последователь-
ностью гена hyg под собственным промотором, 
полученный с плазмиды pMH4 (“Addgene”, 
США, #52529) [19] с помощью праймеров: hyg_
Cul3: 5ꞌ-CTTCTTTTTTAAGCAACTACTGTATTT
ATGCCTTCCCCTTCGAATAGGAACCGCCTAT
ATGGATCTTCCGGATGGCTCGAG и 5ꞌ-GAG
CTGGGTGCATCTTTATCCTTTTCACTTTCAA
CTGCCTTGCGGCCATAAAACACAGCGGAAG
TTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTCC
ATAT; hyg_EloB: 5ꞌ-ATCGCAGGCATACTAAAG
GTGCAGCCCGTGGACCAGCGGTTATACAAT-
CAGGACAACGATGGATCTTCCGGATGGCTC-
GAG и 5ꞌ-CTGCGCCTTGGCCGTGGACACCG
TCACGCCGTAGTCCTGCAACGTGCTGTCGT
CCTCCATGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTA
TAGGAACTTCCATAT. На 5ꞌ-конце праймеров 
находится участок, комплементарный 60 ну-
клеотидам последовательностей гена ниже или 
выше места внесения двухцепочечного разры-
ва, а 3ꞌ-конец (подчеркнуто) комплементарен 
последовательности вектора pMH4. Смесью 
ПЦР-фрагмента и плазмиды pU6/sgРНК транс-
фицировали клетки OSC[Cas9+], как описано 
выше. 

Конструирование вектора рAc-МТ-shRNA-
bsd. Донорная плазмида для гомологичной репа-
рации вносимых Cas9 двухцепочечных разрывов 
сконструирована на основе различных векторов. 
Сначала на основе pWalium20 получили кассету 
MT-shRNA-bsd, содержащую последовательно-
сти shРНК под промотором MT и ген устойчи-
вости к антибиотику бластицидину bsd. Для это-
го олигонуклеотиды, кодирующие shРНК (Cul3: 
5ꞌ-ctagcagtTACGATCATGGATGAGTTTAAtagttata
ttcaagcataTTAAACTCATCCATGATCGTAgcg и 5ꞌ-
aattcgcTACGATCATGGATGAGTTTAAtatgcttgaa
tataactaTTAAACTCATCCATGATCGTAactg; cut: 
5ꞌ-ctagcagtAAGGAAGTGAACACACTCAAAtagtt
atattcaagcataTTTGAGTGTGTTCACTTCCTTgcg 

и 5ꞌ-aattcgcAAGGAAGTGAACACACTCAAAtatg
cttgaatataactaTTTGAGTGTGTTCACTTCCTTac
tg; участки, из которых вырезается siРНК, по-
казаны прописными буквами) отжигали и кло-
нировали в вектор pWalium20 (“DGRC”, США, 
#1472) [4, 20], линеаризованный по сайтам Eco-
RI и NheI, в результате чего получали плазмиду 
pWalium20-shRNA. В качестве источника после-
довательностей шпилечных структур использо-
вали базу данных FlyRNAi проекта “The Trans-
genic RNAi Project at Harvard Medical School” 
[20]. Замена гена mini-white на ген bsd произво-
дилась клонированием по Гибсону (NEBuilder 
HiFi kit, NEB, США) двух фрагментов ДНК: 
pWalium20-shRNA, линеаризованной по сайтам 
HindIII для вырезания mini-white; ПЦР-фраг-
мента с геном bsd, полученного синтезом с ис-
пользованием праймеров 5ꞌ-CTCGAGATCGATG
ATATCAAAATAAACATATGCTGTTGG и 5ꞌ-CG
AATTGGGTACAAGCTCCATATGTTAGAAACA
AATTTAT и плазмиды pMH4 (“Addgene”, США, 
#52529) [19] в качестве матрицы. Полученная 
плазмида называлась pWalium20-shRNA-bsd. 
Последовательность большей части промотора 
10×UAS-hsp70 заменили на промотор MT кло-
нированием по Гибсону двух фрагментов: pWa-
lium20-shRNA-bsd, линеаризованной по сайтам 
BglII и BamHI для вырезания 5×UAS-hsp70; 
ПЦР-фрагмента с последовательностью MT, 
полученного с праймеров 5ꞌ-GGATGTTTTCTA
GAACACCTTTAGTTGCACTGAGATGAT и 5ꞌ-
ATACGAAGTTATGGATCCGTTGCAGGACAG-
GATGT, и плазмиды pMT-OsTIR1-P2A-H2B-
AID-EYFP (любезно предоставлена К. Ленером, 
Университет Цюриха, Швейцария) в качестве 
матрицы. В процессе конструирования итоговой 
донорной плазмиды pAc-MT-shRNA-bsd из век-
тора pAc-sgRNA-Cas9 предварительно по сайтам 
SacI был вырезан фрагмент с частью гена Cas9, 
а потом в него клонированием по Гибсону вста-
вили кассету MT-shRNA-bsd. Для этого исполь-
зовали pAc-sgRNA-Cas9-SacI, линеаризованную 
по сайту SmaI, и ПЦР-фрагмент с кассетой, по-
лученный с праймерами 5ꞌ-CGACGTCCCCCG
GGAATTAACCCTCACTAAAGG и 5ꞌ-CGAGG
GTGCGTACGGCATATGTTAGAAACAAATTT
ATTT, и плазмиды pWalium20-MT-shRNA-bsd 
в качестве матрицы. Полученную плазмиду pAc-
MT-shRNA-bsd можно использовать в качестве 
вектора для клонирования других последова-
тельностей shРНК по сайтам EcoRI и XbaI. С це-
лью конструирования плазмиды для экспрессии 
sgРНКpuro к puro синтезированные олигонуклео-
тиды (5ꞌ-CTTCGGCGAGGGTGCGTACGGCCC 
и 5ꞌ-AAACGGGCCGTACGCACCCTCGCC) от-
жигали, фосфорилировали по 5ꞌ-концу и клони-
ровали в вектор pU6-BbsI-chiRNA (“Addgene”, 
США, #45946), предварительно линеаризован-
ный по сайтам BbsI. Все полученные плазмиды 
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проверяли секвенированием по Сэнгеру. Сме-
сью плазмид pU6/sgРНКpuro и pAc-MT-shRNA-
bsd трансфицировали клетки OSC[Cas9+], как 
описано выше. 

Измерение уровня экспрессии генов с помощью 
qRT-ПЦР. Около 1.5 мкг тотальной РНК, выде-
ленной из 106 клеток с помощью реактива Extract 
RNA (“Евроген”, Россия), подвергали обработке 
ДНКазой I (“Ambion”, CША). кДНК получена 
с использованием обратной транскриптазы Mint 
(“Евроген”, Россия) и смеси случайных гекса-
меров в качестве праймеров. Количественный 
ПЦР-анализ в реальном времени полученной 
кДНК проводили на ПЦР-амплификаторе DT-
96 (“ДНК-технология”, Россия) с праймерами 
к Cul3 (5ꞌ-CTTCGATAAAACACAGCGTTGATAT 
и 5ꞌ-GCGTGAAGCCTTTGACATTTTC), EloB: 
(5 ꞌ-AAACCCATGACATCGTTGTCCTGAC 
и 5 ꞌ-GAGCTGAAGCGAATGATTGAG), cut 
(5 ꞌ-CTTCGTTGTTCGGCGAGTCCGTGCT 
и 5 ꞌ-CCAGGAACATCTTCATGCGAATG) 
и rp49 (5 ꞌ-ATGACCATCCGCCCAGCATAC 
и 5ꞌ-GCTTAGCATATCGATCCGACTGG). Изме-
нение уровня относительной экспрессии генов 
Cul3, EloB и cut к rp49 рассчитывали как 2-ΔΔCt 

по сравнению с их относительной экспрессией 
в исходных клетках OSC[Cas9+].

Определение встройки трансгена в геноме 
с помощью ПЦР. Геномную ДНК из 106 кле-
ток OSC[Cul3-KO] или OSC[EloB-KO] выде-
ляли фенол-хлороформным методом и ис-
пользовали для ПЦР c HotTaq-полимеразой 
(“Евроген”, Россия) со следующими праймерами: 
5ꞌ-GCGTGAAGCCTTTGACATTTTC (праймер 

“1” на рис. 1), 5ꞌ-ATATGTGCTTGCGTGTGGTG 
(“2”),  5 ꞌ-GAAAGGAGGTACCGGTATGA
AAAAGCCTGAACTCACC (“3”), 5 ꞌ-AAA
TTTATTTTTAAAGTTTTATTTTTAATAAT
TTCTATTCCTTTGCCCTCGGAC (“4”) , 
5 ꞌ-GAGCTGAAGCGAATGATTGAG (“5”) 
и 5ꞌ-CGCCTTGTCCGCTAGATAAC (“6”).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Неэффективность нокаута Cul3 в культуре 
клеток OSC

В рамках работы, направленной на изучение 
функций генов Cul3 и EloB, которые кодируют 
компоненты мультибелкового убиквитин-лигаз-
ного комплекса CRL, участвующего в регуля-
ции многочисленных клеточных процессов [12], 
мы провели нокаут этих генов в культуре сома-
тических клеток яичников OSC[Cas9+] с кон-
ститутивной экспрессией Cas9. При проведении 
нокаута кассету с геном устойчивости к гигро-
мицину hyg внедрили в кодирующую часть ге-
нов Cul3 и EloB в OSC (рис. 1а). Отбор клеток 
со вставленной в геном кассетой проводили 
на среде с гигромицином. Анализ количества 
транскриптов в полученных культурах методом 
qRT-ПЦР показал, что нокаут генов приводит 
к падению уровня их экспрессии, но в случае 
Cul3-KO количество транскриптов снижается 
только в 2 раза, тогда как в EloB-KO – в 10 раз 
(рис. 1б). Можно предположить, что линия Cul3-
KO, в отличие от линии EloB-KO, гетерозиготна 
по мутантному гену. Однако ПЦР-анализ гено-
мов показал, что интактные аллели дикого типа 
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Рис. 1. Результаты нокаута генов Cul3 и EloB в OSC. Изменение уровня экспрессии генов Cul3 и EloB в нокаутных 
клетках относительно исходной линии OSC[Cas9+] (а). Уровень экспрессии, измеренный методом qRT-ПЦР, нор-
мировали на экспрессию rp49. Показаны средние значения измерений по двум биологическим повторностям с тре-
мя техническими повторностями в каждом; погрешности измерения показаны стандартной ошибкой среднего. 
Статистическую значимость различий оценивали по методу Уилкоксона. ПЦР-анализ генома клеток Cul3-KO (б) 
и EloB-KO (в) показал наличие в обеих линиях как аллелей дикого типа, так и мутантного аллеля со вставкой гена 
hyg. Показана схема расположения использованных праймеров к последовательности генов, размер ампликонов 
и результат ПЦР (электрофорез в агарозном геле).
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сохранились в обеих линиях (рис. 1б,в). Поэтому 
вероятно, что более высокая степень подавления 
экспрессии EloB по сравнению с Cul3 при но-
кауте объясняется либо тем, что в линии EloB-
KO гетерозиготна лишь небольшая доля клеток, 
либо EloB-KO является доминантной мутацией.

Культура OSC в основном представлена 
диплоидными клетками, но встречаются и по-
липлоидные клетки [21]. Чтобы осуществить 
нокаут всех копий генов в диплоидном геноме, 
можно использовать вместо одной две кассеты, 
содержащие гены устойчивости к разным анти-
биотикам [22]; при этом в каждую хромосому 
попадает только одна из кассет. Последующая 
селекция на устойчивость к двум антибиоти-
кам позволяет отобрать клетки, геном которых 
содержит обе кассеты с разными генами устой-
чивости на разных хромосомах. Для полипло-
идных клеточных культур разработан подход 
с использованием интегрированной в геном 
кассеты с закодированной одной или несколь-
кими sgРНК к интересующему гену [23]. В этом 
случае, Cas9, загруженная постоянно экспресси-
рующейся sgРНК, будет вносить двухцепочеч-
ные разрывы в одну из копий генома до тех пор, 
пока там присутствует исходная копия гена.

Гетерозиготность линии Cul3-KO, вероятно, 
объясняется важностью Cul3 для обеспечения 
жизнедеятельности клетки, что делает невоз-
можным селекцию гомозиготных клеток. Даже 
использование двух кассет с разными антибио-
тиками, интегрируемых в разные аллели [22], 
или кассет с постоянной экспрессией sgРНК 
[23] не позволит достичь полного нокаута жиз-
ненно важных генов, или такая линия будет 
нестабильной. В этих случаях для инактивации 
генов лучше применять нокдаун с использова-
нием dCas9 или РНКи. Однако с такими культу-
рами, как OSC дрозофилы, не удается добиться 
ощутимого подавления экспрессии с помощью 
классического способа РНКи путем трансфек-
ции дцРНК. В связи с этим нами разработан 
метод нокдауна, запускаемый со встроенной 
в геном shРНК, находящейся под контролем 
индуцибельного промотора. Встройка кассеты 
с закодированной shRNA в геном осуществля-
ется методом CRISPR-Cas9.

Конструирование вектора для индуцированного 
нокдауна генов

Мы сконструировали кассету, кодирующую 
заданную shРНК под контролем индуцируемо-
го металлотионеинового промотора, на основе 
вектора pWalium20, которая была разработана 
для внедрения в геном и экспрессии shРНК 
в определенных тканях дрозофилы [20]. Зако-
дированная в векторе shРНК создана на основе 

последовательности пре-miR-1, предшествен-
ника микроРНК дрозофилы miR-1 со шпиль-
коподобной вторичной структурой. Экспрессия 
этой РНК находится под контролем минималь-
ного промотора hsp70 и регуляторного элемен-
та UAS. Последовательность UAS-hsp70-shРНК 
в векторе pWalium20 фланкирована инсулятора-
ми, что позволяет проводить эффективную экс-
прессию shРНК с трансгена в разных участках 
генома независимо от локального уровня гете-
рохроматинизации.

Схема получения кассеты представлена 
на рис. 2а. В векторе pWalium20 ген mini-white, 
первоначально необходимый для исследований 
in vivo и отбора трансгенных особей по цвету глаз, 
был заменен на ген устойчивости к антибиоти-
ку бластицидину (bsd) для отбора клеток с нуж-
ной вставкой на селективной среде. Промотор 
UAS-hsp70 заменен на металлотионеиновый про-
мотор MT, индуцируемый ионами Cu2+. Для инте-
грации полученной кассеты MT-shRNA-bsd в ге-
ном с использованием CRISPR-Cas9-мутагенеза 
необходимо выбрать место встройки, а также 
сконструировать донорную плазмиду, в кото-
рой кассета окружена плечами, гомологичными 
участкам вблизи сайта ее встройки по механиз-
му гомологичной репарации двухцепочечного 
разрыва ДНК. В качестве места встройки был 
выбран ген устойчивости к антибиотику пуро-
мицину puro, который находится в составе ранее 
встроенной плазмиды pAc-sgRNA-Cas9 c кон-
ститутивно экспрессирующимся Cas9 в OSC 
(линия клеток OSC[Cas9+]). Таким образом, 
pAc-sgRNA-Cas9, встроенная в геном OSC, слу-
жит одновременно источником Cas9, а также 
платформой для встройки кассеты с shРНК. До-
норная плазмида рAc-МТ-shRNA-bsd получена 
с использованием pAc-sgRNA-Cas9, в ген puro 
которой клонирована фланкированная инсуля-
торами кассета MT-shРНК-bsd. Конструкция 
МТ-shRNA-bsd в донорной плазмиде окружена 
плечами, необходимыми для гомологичной ре-
комбинации с геном puro в геноме. Последова-
тельность sgРНК к гену puro (sgРНКpuro) была 
клонирована в вектор pU6-BbsI-chiRNA.

В нашем методе индуцируемого нокдау-
на нуклеаза Cas9, заряженная sgРНКpuro к гену 
puro, вносит в него двухцепочечный разрыв, 
который далее репарируется по механизму го-
мологичной рекомбинации с использованием 
донорной плазмиды рAc-МТ-shRNA-bsd в каче-
стве матрицы (рис. 2б). Это приводит к интегра-
ции в puro кассеты МТ-shRNA-bsd. Экспрессия 
shRNA и, следовательно, нокдаун целевого гена 
запускается добавлением ионов Cu2+ в среду. 
В плазмиде рAc-МТ-shRNA-bsd одну шпилеч-
ную последовательность можно заменить на лю-
бую другую, т. е. использовать ее как вектор.
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Рис. 2. Схема конструирования донорной плазмиды pAc-MT-shRNA-bsd, содержащей кассету MT-shRNA-bsd 
с индуцируемой shРНК (а). Подробное описание представлено в тексте и разделе Экспериментальная часть. puro_R
и puro_L ‒  фрагменты гена puro в pAc-MT-shRNA-bsd, которые будут служить плечами для гомологичной рекомби-
нации. Кассета MT-shRNA-bsd из донорной плазмиды внедряется в предварительно встроенный в геном трансген 
pAc-sgRNA-Cas9 (показана его часть с генами puro и Cas9) с помощью Cas9 и активируется добавлением ионов 
меди (б). Экспрессирующиеся shРНК процессируются до siРНК, которые в комплексе с белком Ago2 дрозофилы 
связываются с комплементарной мРНК и вызывают ее расщепление по механизму РНКи.

Индуцируемый нокдаун генов Cul3 и сut

Эффективность метода индуцированного 
нокдауна проверена на гене Cul3. Мы клониро-
вали последовательность, кодирующую shРНК 

к транскрипту Cul3, в вектор рAc-МТ-shRNA-
bsd. Эту плазмиду, а также плазмиду с после-
довательностью sgРНКpuro с помощью транс-
фекции вводили в клетки линии OSC[Cas9+]. 
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Рис. 3. Изменение уровня экспрессии генов Cul3 (а) и cut (б) при добавлении ионов меди в концентрации 0.5, 
1 и 2 мМ к линиям клеток, в геном которых внедрены кассеты с соответствующими shРНК, по сравнению с экс-
прессией в OSC[Cas9+]. Уровень экспрессии, измеренный методом qRT-ПЦР, нормировали на экспрессию rp49. 
Показаны средние значения измерений по двум-трем биологическим повторностям с тремя техническими повтор-
ностями в каждом; погрешности измерения показаны стандартной ошибкой среднего. Статистическую значимость 
различий оценивали по методу Уилкоксона; ns ‒ различия средних статистически недостоверны.

Последующий отбор клонов на селективной 
среде с бластицидином позволил получить по-
ликлональную, устойчивую к бластицидину 
культуру клеток, содержащую в геноме встрой-
ку кассеты МТ-shCul3-bsd. Измерение методом 
qRT-ПЦР уровня экспрессии Cul3 в клетках 
со вставкой MT-shCul3-bsd показало, что даже 
без добавления в среду Cu2+ он достоверно 
ниже по сравнению с исходными клетками OS-
C[Cas9+] (рис. 3а). По-видимому, это обуслов-
лено присутствием в самой среде ионов Cu2+ 
в количестве, достаточном для запуска экс-
прессии shCul3. Активацию экспрессии shCul3 
и подавление экспрессии Cul3 индуцировали 
добавлением ионов Cu2+. С целью определения 
максимального уровня подавления концентра-
цию Cu2+ варьировали от 0.5 до 2 мМ (2 мМ это 
концентрация, при которой клетки OSC еще 
сохраняют жизнеспособность). Уже в присут-
ствии 0.5 мМ Cu2+ наблюдалось снижение уров-
ня экспрессии Cul3 в 3‒4  раза относительно 
клеток без индукции и в 5‒6  раз относительно 
экспрессии в OSC[Cas9+] (рис. 3a). Увеличе-
ние концентрации Cu2+ до 2 мМ не приводило 
к дальнейшему более значительному снижению 
экспрессии Cul3. Аналогичный эксперимент 
по индуцированному нокдауну, проведенный 
с геном транскрипционного фактора сut, так-
же показал снижение количества его транс-
криптов. Таким образом, метод индуцирован-
ного нокдауна позволяет подавить экспрессию 
генов; в случае Cul3 эффективность была выше 
(в 5‒6  раз), чем при частичном нокауте Cul3-
KO (в 2‒3  раза).

Отметим, что преимущество предлагаемо-
го метода индуцированного нокдауна состоит 
в потенциальной возможности проведения об-
ратимого, временного подавления генов. Для 
восстановления экспрессии достаточно сме-
нить среду с избытком ионов меди на обыч-
ную, а также определить промежуток времени, 
достаточный для снижения количества нарабо-
танной shРНК. Предложенную систему с эндо-
генным источником siРНК можно использовать 
в широком диапазоне культур клеток с низкой 
восприимчивостью к трансфекции экзоген-
ными дцРНК. В перспективе культуру клеток 
со встроенной кассетой можно поддерживать 
в лаборатории и использовать для проведения 
экспериментов продолжительное время. Нако-
нец, важная особенность нашего подхода со-
стоит в использовании одного и того же участка 
генома для встройки кассеты с закодированны-
ми шпильками ‒ в нашем случае это ген puro 
в составе предварительно встроенного трансге-
на. Это позволяет корректно сравнивать эф-
фективность подавления одного и того же гена 
разными последовательностями shРНК, а также 
эффективность подавления разных генов.

Работа проведена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (грант № 22-24-
00519).
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МЕТОД ИНДУЦИРУЕМОГО НОКДАУНА

METHOD OF INDUCIBLE KNOCKDOWN OF ESSENTIAL GENES IN OSC 
CELL CULTURE OF Drosophila melanogaster

S. V. Marfina1,2, E. A. Mikhaleva1, N. V. Akulenko1,*, S. S. Ryazansky1,**
1 National Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, 123182 Russia

2 Mendeleev University of Chemical Technology, Moscow, 125047 Russia
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In the paper, we propose an RNA interference-based method of inducible knockdown of genes essential 
for cell viability. The method arranges a genetic cassette in which an inducible metallothionein promoter 
controls the expression of siRNA precursor. The cassette is inserted into the genomic pre-integrated trans-
gene by CRIPSR-Cas9. The expression of siRNA precursor and following silencing of the gene of interest 
is activated by the supplementation of the medium with copper ions. This technique with the production 
of endogenous siRNAs allows the gene knockdown in cell cultures that are refractory to conventional trans-
fection strategies of exogenous siRNA. The efficiency of the developed method was demonstrated in the 
cell culture of Drosophila ovarian somatic cells for two genes that are essential for oogenesis: Cul3, encoding 
a component of the multiprotein ubiquitin-ligase complex with versatile functions in proteostasis, and cut, 
encoding a transcription factor regulating the differentiation of the ovarian somatic cells.
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Титин – мультидоменный белок поперечно-полосатых и гладких мышц позвоночных, состоит 
из повторяющихся иммуноглобулин-подобных (Ig) и фибронектин-подобных (FnIII) доменов, 
представляющих собой β-сэндвичи с преобладающей β-структурой, а также содержит неупоря-
доченные участки. Методами атомно-силовой микроскопии (АСМ), рентгеновской дифракции 
и инфракрасной спектроскопии с преобразованием Фурье (ИК-Фурье) нами изучена морфоло-
гия и структура агрегатов титина скелетных мышц кролика, полученных в двух разных растворах: 
0.15 М глицин-КОН рН 7.0 и 200 мМ KCl, 10 мM имидазол pH, 7.0. По данным АСМ скелет-
номышечный титин формировал в этих двух растворах аморфные агрегаты разной морфологии. 
Аморфные агрегаты титина, сформированные в растворе, содержащем глицин, состояли из гораздо 
более крупных частиц, чем агрегаты, сформированные в растворе, содержащем KCl. Последние, 
по данным АСМ, имели вид структуры, напоминающей “губку”, тогда как аморфные “глицин-а-
грегаты” титина формировали “ветвящиеся” структуры. Методом спектрофлуориметрии выявлена 
способность “глицин-агрегатов” титина связываться с красителем тиофлавином Т, а методом рент-
геновской дифракции в них обнаружен один из элементов амилоидной кросс-β-структуры – реф-
лекс ~4.6 Å. Эти данные показывают, что “глицин-агрегаты” титина являются амилоидными или 
амилоидоподобными. Аналогичные структурные особенности у “KCl-агрегатов” титина не выяв-
лены; эти агрегаты не обладали способностью связываться с тиофлавином Т, что свидетельствует 
об их неамилоидной природе. Методом ИК-Фурье-спектроскопии обнаружены различия во вто-
ричной структуре двух типов агрегатов титина. Полученные данные выявляют особенности струк-
турных изменений при формировании межмолекулярных связей между молекулами гигантского 
белка титина в процессе его агрегации и расширяют представления о процессе амилоидной агре-
гации белков. 

Ключевые слова: мышечные белки, титин, агрегация, амилоиды, атомно-силовая микроскопия, ин-
фракрасная спектроскопия 
DOI: 10.31857/S0026898424020143, EDN: MYWWYU

Сокращения: TT – тиофлавин T; АСМ – атомно-си-
ловая микроскопия; ИК-Фурье – Инфракрасная спек-
троскопия с преобразованием Фурье. 

ВВЕДЕНИЕ
Известно, что формирование пространствен-

ной структуры играет важную роль в выполне-

нии белками своих функций и, следовательно, 
в жизни клетки [1, 2]. Однако по некоторым 
причинам, еще не до конца выясненным, на-
тивная структура белков или пептидов начина-
ет изменяться, что приводит к неправильному 
их сворачиванию и дальнейшей агрегации. На-
копление агрегированных форм белков в ор-
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СТРУКТУРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ АГРЕГАТОВ
ганах и тканях человека и животных приводит 
к нарушению функционирования клеток с по-
следующей их гибелью и развитием патологи-
ческих изменений в организме. Заболевания, 
при которых в тканях накапливаются агрегиро-
ванные формы белков – амилоидные агрегаты, 
называются амилоидозами [3, 4]. К наиболее из-
вестным амилоидозам относятся болезни Альц-
геймера и Паркинсона, сахарный диабет типа 2, 
прионные заболевания, системные амилоидозы 
и др. [5–7]. Для амилоидных агрегатов характер-
но формирование четвертичной кросс-β-струк-
туры [8, 9], благодаря которой амилоиды имеют 
высокую прочность, приобретают устойчивость 
к воздействию различных химических раство-
рителей и к протеолитическому расщеплению. 
Методов лечения амилоидозов на сегодняшний 
день не существует. Это связано в первую оче-
редь с отсутствием полного понимания процес-
са амилоидной агрегации на уровне структуры 
белковых агрегатов. 

Представления о процессе амилоидной агре-
гации расширяют открытие функциональных 
амилоидов, в число которых входят амилоидные 
агрегаты белков курлина (curli, Escherichia coli), 
тафи (tafi, Salmonella spp.), чаплина (chaplin, 
Streptomyces coelicolor) [10–13]. Амилоиды этих 
белков участвуют в процессах адгезии клеток, 
в формировании биопленок; амилоиды чаплина 
связаны с образованием воздушных гиф и рассе-
иванием спор [13]. Функциональные амилоиды 
обнаружены и у эукариотических организмов. 
С использованием морского моллюска Aplysia 
(seaslug) показано, что прионная форма белка 
CPEB (cytoplasmic polyadenylation element-bind-
ing protein) участвует в процессах хранения 
памяти с помощью механизмов, приводящих 
к долговременным синаптическим изменениям 
[14]. Функциональные амилоиды обнаружены 
и в организме млекопитающих. Показано, что 
белок Mα (компонент Pmel17) человека форми-
рует в меланосомах амилоидные агрегаты, слу-
жащие каркасом для связывания с меланином 
и защищающие клетки от УФ-излучения, по-
вреждающего ДНК [15, 16]. 

Таким образом, амилоидные агрегаты под-
разделяются на патологические и функциональ-
ные, эти два типа агрегатов имеют структурные 
различия. Предполагается, что амилоидные бел-
ки агрегируют по-разному.

Объектом нашего исследования является ги-
гантский мышечный белок титин (тайтин/кон-
нектин), открытый в конце 70-х гг. прошлого 
века [17, 18]. К настоящему времени показано, 
что в результате альтернативного сплайсинга 
мРНК гена титина (ttn) в поперечно-полосатых 
мышцах млекопитающих образуются изоформы 
этого белка, имеющие разную длину и молеку-

лярную массу ~700–3900 кДа [19–21]. В гладких 
мышцах позвоночных обнаружены изоформы 
титина с молекулярной массой 500–2000 кДа 
[20, 22]. Благодаря своей уникальной структуре 
и положению в саркомере титин играет особен-
но важную роль в формировании упругоэла-
стичных свойств миофиламентов, действуя как 
молекулярная пружина, и, наряду с коллагеном, 
является основной детерминантой пассивной 
упругой силы в мышечных клетках [23–26]. 

Исследования, проведенные нами ранее 
на препаратах титина (м. м. 500 и 1500 кДа), 
изолированного из гладких мышц, выявили его 
способность формировать олигомеры и круп-
ные амилоидные агрегаты in vitro [27–29]. Бо-
лее низкомолекулярная изоформа титина 
(500 кДа) обладает способностью формировать 
разные типы агрегатов в растворах: 0.15 М гли-
цин-КОН, pH 7.0 и 200 мM KCl, 10 мM имида-
зол, pH 7.0. Агрегаты гладкомышечного титина, 
сформированные в указанных растворах, имеют 
разную морфологию и способность связывать-
ся с красителем тиофлавином Т (ТТ) [28]. При 
этом методом рентгеновской дифракции у обо-
их типов агрегатов гладкомышечного титина об-
наружены рефлексы ~10 и ~4.8 Å, что указывает 
на наличие четвертичной кросс-β-структуры, 
свойственной амилоидным фибриллам.

В данной работе методами атомно-силовой 
микроскопии (АСМ), рентгеновской дифракции 
и инфракрасной спектроскопии с преобразова-
нием Фурье (ИК-Фурье) изучена морфология 
и структура агрегатов титина скелетных мышц 
кролика, полученных в двух разных растворах. 
Молекулярная масса скелетномышечного тити-
на составила ~2000 кДа. Данная работа является 
логическим продолжением наших сравнитель-
ных исследований агрегационных свойств как 
более низкомолекулярных, так и более высоко-
молекулярных изоформ титина. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Выделение титина из скелетных мышц кроли-

ка. Титин выделяли из скелетных мышц задних 
конечностей кролика согласно [30] и очищали 
методом гель-фильтрации на колонке с носи-
телем Sepharose-CL2B. Концентрацию титина 
определяли спектрофотометрически (спектро-
фотометр SPECORD UV VIS), используя зна-
чение коэффициента экстинкции (Е280

1 мг/мл), 
равное 1.37 [31]. 

Гель-электрофорез в денатурирующих услови-
ях и Вестерн-блотинг титина. Гель-электрофорез 
титина в денатурирующих условиях (ДСН-ЭФ) 
проводили согласно [32] и [33] с незначитель-
ной нашей модификацией. В частности, мы ис-
пользовали разделяющий гель, содержащий 
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6.5–7% полиакриламида, приготовленный 
по методике, описанной в [33]. Гели окраши-
вали Coomassie Brilliant Blue G-250 и R-250, 
смешанными в соотношении 1:1. Молекуляр-
ную массу титина определяли с использованием 
программного обеспечения TotalLab v1.11. В ка-
честве маркеров молекулярных масс использо-
вали актин (42 кДа), тяжелые цепи миозина (205 
кДа), небулин (770 кДа) и Т2-фрагменты титина 
(~2000 кДа). 

Вестерн-блотинг титина проводили соглас-
но [34] с нашими модификациями. В частности, 
белки переносили из геля на PVDF-мембраны 
в течение 48 ч. Для определения титина с по-
мощью Вестерн-блот-анализа использовали 
моноклональные антитела АB5 к участку моле-
кулы титина, расположенному около М-линии 
саркомера, любезно предоставленные John Tri-
nick, а также 9D10 антитела к PEVK-фрагменту 
молекулы белка (Висконсин, США). В качестве 
вторичных антител, конъюгированных с перок-
сидазой хрена, использовали антитела к IgG 
мыши (“Sigma”, США). 

Условия образования агрегатов титина ске-
летных мышц. Очищенный титин в колоночном 
буфере (0.6 М KCl, 30 мМ KH2PO4, 1 мМ DTT, 
0.1 М NaN3, pH 7.0) использовали для образо-
вания агрегатов. Агрегаты скелетномышечного 
титина (с концентрацией 0.2–0.4 мг/мл) форми-
ровали диализом в течение 24 ч при 4 °С против 
растворов, содержащих 0.15 М глицин-КОН, 
рН 7.0 и 200 мМ KCl, 10 мM имидазол, pH 7.0. 

Атомно-силовая микроскопия (АСМ). Все об-
разцы выдерживали на слюде в течение 5 мин, 
затем промывали водой (2 раза по 30 с), сушили 
и анализировали структуру полученных ком-
плексов методом АСМ Integra-Vita (“NT-MDT“, 
Россия) с использованием кантилеверов NSG03 
с радиусом скругления кончика 10 нм и резо-
нансной частотой 47–150 кГц. Измерения про-
водили в полуконтактном (постукивающем) ре-
жиме. Полученные изображения анализировали 
с помощью программного обеспечения Nova 
(“NT-MDT”).

Флуориметрический анализ с использованием 
красителя тиофлавина Т. Амилоидную природу 
агрегатов скелетномышечного титина оцени-
вали по интенсивности флуоресценции TT при 
весовом соотношении (w/w) TT/титин, рав-
ном 1 : 5. Флуоресценцию измеряли при λex = 
440 нм и λem = 488 нм на спектрофлуориметре 
CaryEclipse (“Varian”, США). 

Инфракрасная спектроскопия с преобразова-
нием Фурье. Измерения проводили на ИК-Фу-
рье-спектрометре Nicolet 6700 производства 
компании “ThermoScientific” (США), оснащен-

ном приставкой Smart Proteus с Пельтье-кон-
тролируемым кюветодержателем в режиме про-
пускания в кювете из кристаллического фторида 
кальция с оптическим путем 10 мкм, используя 
детектор DTGS (сканирование в диапазоне вол-
новых чисел от 650 до 4000 см-1 с разрешением 
1 см-1, усреднение по 256 спектрам). Прибор 
откалиброван в соответствии с инструкциями 
компании-производителя. 

ИК-спектры растворов препаратов титина 
в соответствующем буфере и спектры самого бу-
фера измеряли при 23 °C. Концентрация белка 
составила 36–42 мг/мл. Белок был сконцентри-
рован путем разведения лиофилизированного 
образца в наименьшем количестве буферного 
раствора. После агрегации образцы центрифу-
гировали и использовали осадок, разведенный 
в 30–50 мкл. Для каждого измерения рассчи-
тывали оптический путь кюветы из CaF2, исхо-
дя из величины оптической плотности образца 
на 3404 см-1, используя величину поглощения 
воды при оптическом пути 1 мкм, равную 0.533 
AU, с поправкой на концентрацию белка в про-
бе [35]. Оптический путь кюветы составлял 
(10 ± 0.1) мкм. ИК-спектр препарата белка из-
меряли не менее 8 раз, чередуя с измерением 
спектра буфера. Из каждого спектра белка вы-
читали спектр буфера, учитывая разницу вели-
чины оптического пути в измерениях. Каждый 
разностный спектр анализировали в диапазо-
не волновых чисел 1725–1481 см-1 на предмет 
содержания элементов вторичной структуры 
в белке, следуя принципам, описанным в работе 
[36]. Результаты определения содержания эле-
ментов вторичной структуры в белке усредняли. 
Приведены стандартные отклонения величин 
содержания элементов вторичной структуры 
в белке. Во время измерений добивались стан-
дартизированного снижения содержания паров 
воды и CO2 в спектрометре путем его продувки, 
используя FT-IR Purge Gas Generator 74−5041 
(“Parker Hannifin Corp.”, США). 

Рентгеновская дифракция. Агрегаты титина 
для рентгеноструктурного анализа, полученные 
после 24-часовой инкубации при 4 °C в соответ-
ствующих растворах, подвергали лиофилизации. 
Лиофилизированные агрегаты титина растворя-
ли в минимальном объеме деионизированной 
воды (Milli-Q) до концентрации > 10 мг/мл. 
Капли препаратов белка помещали между кон-
цами покрытых воском стеклянных капилляров 
(диаметром около 1 мм), разделенных пример-
но на 1.5 мм, для дальнейшего высушивания 
на воздухе. Это необходимо для выравнивания 
фибрилл в том случае, если они присутству-
ют в образце. Буферные растворы (контроль) 
помещали в специальные стеклянные капил-
ляры “для рентгеновской дифракции”. Диф-
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ракционные изображения получены c исполь-
зованием генератора Microstar X-ray с оптикой 
HELIOX, оснащенного CCD-детектором Plati-
num135 (X8 Proteumsystem, “Bruker AXS”, Гер-
мания). Использовали Cu Kα-излучение с λ = 
1.54 Å (1 Å = 0.1 нм). Образцы располагали под 
прямым углом к рентгеновскому лучу с исполь-
зованием четырехосного каппа-гониометра. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

ДСН-электрофорез и Вестерн-блотинг титина 
скелетных мышц кролика 

На рис. 1а представлены результаты ДСН-
ЭФ в 7%-ном полиакриламидном геле, приго-
товленном по методу [33], препаратов очищен-
ного скелетномышечного титина (две правые 

дорожки), а также экстракта белков m. soleus 
в качестве контроля (левая дорожка). Препа-
раты титина содержали около 10% низкомоле-
кулярной примеси, т. е. чистота выделенного 
белка составила ~90%. На рис. 1б представлена 
картина Вестерн-блотинга титина после ДСН-
ЭФ в 2.2%-ном укрепленном агарозой полиа-
криламидном геле, согласно [32]. Видно, что 
препараты скелетномышечного титина соответ-
ствуют по молекулярной массе Т2-фрагменту 
этого белка. Методом Вестерн-блотинга с ис-
пользованием моноклональных антител АВ5 
к участку молекулы титина, расположенному 
около М-линии саркомера (рис. 1б), и 9D10 
к PEVK-фрагменту титина, расположенному 
в I-зоне саркомера (рис. 1в, правая дорожка), 
подтверждено, что выделенный белок является 
титином. 

m. soleus ˜ °˛°˝
˜ °

˜1
˜2 ˜2 (˜2)˜ °˛°˝

˙ˆˇ˘ лин

ТЦМ

Актин

˛
m. soleus      ˜°˛°˝

˜ °˛°˝

Рис. 1. ДСН-гель-электрофорез и Вестерн-блотинг титина скелетных мышц кролика. а – ДСН-ЭФ препарата очи-
щенного титина (две правые дорожки). Левая дорожка – m. soleus кролика (контроль). Электрофорез проведен 
в 7%-ном полиакриламидном геле. Указаны полосы актина, тяжелых цепей миозина (ТЦМ), небулина и титина. 
б – Вестерн-блотинг титина с использованием моноклональных антител АВ5. Электрофорез проведен в 2.2%-ном 
полиакриламидном геле, укрепленном агарозой. Левая дорожка – m. soleus кролика (контроль). Две правые дорож-
ки – очищенные препараты титина. в – ДСН-ЭФ в 7%-ном полиакриламидном геле препарата очищенного титина 
(дорожка слева) и Вестерн-блотинг титина с использованием моноклональных антител 9D10 (дорожка справа). 
Т1 – полноразмерные молекулы титина, расположенные в саркомере от M-линии до Z-диска. Т2 – фрагменты 
титина-1, расположенные в А-диске саркомера вдоль миозиновых нитей. 

АСМ агрегатов скелетномышечного титина

Как показано ранее методом АСМ, глад-
комышечный титин способен формировать 
аморф ные агрегаты [28]. С помощью АСМ нами 
обнаружено, что в растворе, содержащем 200 
мМ KCl, 10 мM имидазол, pH 7.0, титин ске-
летных мышц кролика формирует структуры, 

напоминающие губку. Нити этих агрегатов име-
ли в основном высоту 4–5 нм (рис. 2б). По дан-
ным АСМ в растворе, содержащем 0.15 М гли-
цин-KOH, рН 7.0, агрегаты скелетномышечного 
титина выглядели как ветвящиеся цепочки, со-
стоящие из сферических агрегатов диаметром 
около 100–200 нм и высотой 20–60 нм (рис. 2а). 
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Рис. 2. Атомно-силовая микроскопия агрегатов титина. а – Атомно-силовая микроскопия агрегатов титина в рас-
творе 0.15 М глицин-КОН, рН 7.0; квадраты 50 и 10 мкм2. б – Атомно-силовая микроскопия агрегатов титина 
в растворе 200 мМ KCl, 10 мM имидазол, pH 7.0; квадраты 10 и 4.5 мкм2. Время формирования агрегатов при 
4 °С – 24 ч. 

Исследование связывания агрегатов 
скелетномышечного титина с красителем 

тиофлавином Т

В ходе эксперимента мы измеряли интен-
сивность флуоресценции ТТ в присутствии 
агрегатов титина, сформированных после 
24 ч агрегации в растворах, содержащих KCl 
или глицин (рис. 3а). Интенсивность флуо-
ресценции ТТ в присутствии агрегатов титина, 
сформированных в растворе, содержащем KCl, 
не возрастала и была даже ниже по сравнению 
с интенсивностью в присутствии молекулярной 
формы титина (рис. 3а). Интенсивность флуо-
ресценции ТТ в присутствии агрегатов титина, 
сформированных в растворе, содержащем гли-
цин, была значительно выше, чем в присутствии 
молекулярной формы титина (рис. 3а). Связы-

вание ТТ с “глицин-агрегатами” титина под-
тверждает их амилоидную природу. 

ИК-Фурье-спектроскопия агрегатов 
скелетномышечного титина

Вторичную структуру двух типов агрегатов 
скелетномышечного титина мы изучали с помо-
щью ИК-Фурье-спектроскопии. На рис. 3б пред-
ставлены данные ИК-спектроскопии с пре-
образованием Фурье, полученные при 20 °C. 
Экспериментальные данные анализировали, 
следуя принципам, описанным в работе [36]. 

Из полученных данных видно, что образцы 
титина содержат большой процент неупорядо-
ченной структуры, и в процессе агрегации ко-
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личество неупорядоченности растет (табл. 1). 
Отдельно стоит указать, что в агрегатах титина, 
сформированных в растворе, содержащем KCl, 

отсутствуют α-спиральные участки и увеличен 
процент β-складок по сравнению с неагрегиро-
ванной формой белка (табл. 1).
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Рис. 3. а – Интенсивность флуоресценции ТТ в присутствии титина и агрегатов этого белка, сформированных в те-
чение 24 ч в растворах, содержащих 0.15 М глицин-КОН, рН 7.0 (4, фиолетовый цвет) и 200 мМ KCl, 10 мM ими-
дазол, pH 7.0 (2, зеленый цвет). Красный цвет (3) – интенсивность флуоресценции ТТ в присутствии молекуляр-
ной формы титина; б – ИК-Фурье-спектры титина и его агрегатов при 20 °C. Концентрация белка 36–42 мг/мл. 
Неагрегированный скелетномышечный титин (1, черный цвет). Агрегаты скелетномышечного титина, сформиро-
ванные в растворе 200 мМ KCl, 10 мM имидазол, pH 7.0 (2, красный цвет). Агрегаты скелетномышечного титина, 
сформированные в растворе 0.15 М глицин-КОН, рН 7.0 (3, зеленый цвет). 

Таблица 1. Содержание вторичных структур в образцах титина и его агрегатах* 

Образец α-Спираль, % β-Участок, % Неупорядоченная структура, %

Титин 32 ± 2.0 14 ± 1.0 54 ± 2.0

Агрегаты титина (0.15 М глицин-КОН) 14 ± 1.0 6 ± 1.0 80 ± 3.0

Агрегаты титина (200 мМ KCl) 0 32 ± 1.5 68 ± 2.0

*Представлены результаты двух экспериментов. ИК-спектр препаратов белка измеряли не менее 8 раз, чередуя 
с измерением спектра буфера. 

Молекулярный титин имеет спектр погло-
щения с широкой полосой амида I’ с макси-
мумом при ~1637 см-1 (рис. 3б, кривая черно-
го цвета). Агрегаты титина, сформированные 
в KCl-содержащем растворе, имеют спектр 
полосы амида I‘ с двумя пиками одинаковой 
интенсивности (одинаковыми по амплитуде) 
с максимумами при ~1619 и ~1670 см-1 соот-
ветственно (рис. 3б, кривая красного цвета). 
Агрегаты титина, сформированные в глицин-
содержащем растворе, напротив, имеют спектр 
с более узкой полосой амида I’ с максимумом 
при 1663 см-1 (рис. 3б, кривая зеленого цвета) 
и дополнительный низкоинтенсивный пик (сла-
бый по амплитуде пик) при 1627 см-1. 

Исследование агрегатов скелетномышечного 
титина методом рентгеновской дифракции 

С помощью метода дифракции рентгенов-
ских лучей в агрегатах титина, сформированных 
в растворе, содержащем глицин, выявили сле-
дующие значения рефлексов: 5.9; 4.6; 4.3; 3.8; 
3.6; 3.1; 3.04; 2.97; 2.8; 2.6; 2.53; 2.43 Å (рис. 4а); 
в агрегатах белка, сформированных в растворе, 
содержащем KCl, выявлены следующие значения 
рефлексов: 18.5; 12.5; 4.1; 3.7; 2.9; 2.48 Å (рис. 4б). 
Ярко выраженный рефлекс 4.6 Å у агрегатов ти-
тина, сформированных в глицинсодержащем 
растворе, характеризует расстояние между поли-
пептидными цепями в кросс-β-структуре амило-
идных белков [37–40]. 
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Рис. 4. Рентгеновская дифракция агрегатов титина скелетных мышц кролика после 24 ч агрегации. а – Карти-
на рентгеновской дифракции аморфных агрегатов титина, сформированных в растворе, содержащем 0.15 М гли-
цин-КОН, рН 7.0. Обнаружены следующие рефлексы: 5.9; 4.6; 4.3; 3.8; 3.6; 3.1; 3.04; 2.97; 2.8; 2.6; 2.53; 2.43 Å. Реф-
лекс ~4.6 Å относится к элементу кросс-β-структуры и характеризует расстояние между полипептидными цепями; 
б – Картина рентгеновской дифракции аморфных агрегатов титина, сформированных в растворе, содержащем 200 
мМ KCl, 10 мM имидазол, pH 7.0. Обнаружены следующие рефлексы: 18.5; 12.5; 4.1; 3.7; 2.9; 2.48 Å. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Молекулярная масса очищенного скелет-

номышечного титина составила ~2000 кДа, что 
соответствует так называемому Т2-фрагменту 
титина – основной части молекулы, взаимо-
действующей в А-зоне саркомера с миозино-
выми нитями. При этом молекулярная масса 
части молекул титина, по всей вероятности, 
была больше, поскольку молекулы содержат 
PEVK-участок титина (рис. 1в, окраска антите-
лами 9D10), расположенный в I-зоне саркомера. 
Таким образом, на данный момент это самый 
большой белок, обладающий способностью 
формировать амилоидоподобные агрегаты. 

При подборе условий агрегации скелет-
номышечного титина мы руководствовались 
более ранними данными, полученными нами 
для гладкомышечного титина [28]. В частно-
сти, обнаружено, что в растворах 0.15 M гли-
цин-KOH, pH 7.0 и 200 мМ KCl, 10 мМ ими-
дазол, pH 7.0 две изоформы гладкомышечного 
титина (500 и ~1500 кДа) формируют аморфные 
агрегаты разной морфологии. Агрегаты подоб-
ной морфологии формирует в этих растворах 
и титин скелетных мышц кролика (рис. 2). 

Обсуждая полученные результаты, следу-
ет обратить внимание на то, что ветвящиеся 
структуры, подобные “глицин-агрегатам” ске-
летномышечного, а также гладкомышечного 
титина, найдены у белка Pmel17, который фор-
мирует функциональные амилоиды [41]. Изу-
чая полиморфизм домена RPT белка Pmel17, 
обнаружили возможность двух разных путей 

агрегации данного домена, которые демон-
стрируют полиморфизм при кислых значениях 
pH. В диапазоне значений рН 4.5–6 агрегация 
RPT-домена протекает по типичному механиз-
му, зависящему от зародышеобразования, что 
приводит к образованию высокоупорядоченных 
богатых β-складчатостью изогнутых нитевид-
ных фибрилл. При этом при рН < 4.5 агрегация 
происходит посредством быстрого процесса по-
лимеризации, независимого от зародышеобра-
зования, который дает дендритные агрегаты, 
имеющие более низкую степень внутренней 
упаковки. Эти дендритные наноструктуры мо-
гут быть преобразованы в более стабильные 
фибриллы путем изменения pH. Поразитель-
ное морфологическое сходство агрегатов RPT-
домена функционального амилоидного белка 
Pmel17 и титина указывает на возможные сход-
ные механизмы укладки их молекул. 

Однако титин, в отличие от Pmel17, форми-
рует различные агрегаты не в зависимости от из-
менения рН среды, а в зависимости от ионной 
силы раствора. При этом главные особенно-
сти двух типов агрегатов скелетномышечного 
и гладкомышечного титина, сформированных 
в разных растворах, заключаются в наличии или 
отсутствии у них амилоидных свойств. Так, из-
учение связывания агрегатов и гладкомышечно-
го [28], и скелетномышечного (рис. 3а) титина 
с красителем ТТ показало, что с ТТ связывают-
ся только агрегаты, сформированные при более 
низкой ионной силе в растворе, содержащем 
глицин, но не “KCl-агрегаты”. Из этого следует, 
что агрегаты титина, сформированные в раство-
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ре с глицином, являются амилоидными, в отли-
чие от агрегатов второго типа. Этот вывод под-
тверждается результатами проведенного нами 
изучения структуры двух типов агрегатов титина 
методом рентгеновской дифракции. Известно, 
что амилоидные белки имеют специфическую 
кросс-β-структуру, дифракционная картина 
которой, полученная методом рентгеновской 
дифракции, характеризуется наличием двух 
рефлексов: ~10–12 и ~4.6–4.8 Å [37, 40]. Реф-
лекс ~10 Å указывает на расстояние между β-ли-
стами, а рефлекс ~4.6 Å – на расстояние между 
полипептидными цепями в кросс-β-структу-
ре. Ярко выраженный “амилоидный” рефлекс 
4.6 Å наблюдается у агрегатов скелетномышеч-
ного титина, сформированных в растворе, со-
держащем глицин, а не KCl (рис. 4). Второй 
“амилоидный” рефлекс отсутствует. Подобные 
результаты получены ранее для амилоидных 
фибрилл некоторых форм α-синуклеина, у ко-
торых методом рентгеновской дифракции также 
обнаружен только один рефлекс (4.6 Å) [42]. Та-
ким образом, учитывая данные по связыванию 
“глицин-агрегатов” скелетномышечного тити-
на с TТ, а также данные рентгеновской дифрак-
ции, можно заключить, что эти агрегаты титина 
являются амилоидными или амилоидоподобны-
ми. Отсутствие у этих агрегатов рефлекса 10 Å, 
характеризующего расстояние между β-листа-
ми, может указывать на большое содержание 
неструктурированных участков, что и обнару-
жено в наших экспериментах методом ИК-Фу-
рье-спектроскопии (табл. 1). 

У агрегатов титина, сформированных в рас-
творе, содержащем KCl, присутствовали реф-
лексы 12.5 и 18.5 Å (рис. 4б). Природа этих 
рефлексов не ясна. Отсутствуют публикации, 
подтверждающие, что подобные рефлексы ука-
зывают на амилоидную природу фибрилл/агре-
гатов белка. Этот факт и то, что “KCl-агрегаты” 
титина не связывают ТТ, указывают на их неа-
милоидную природу. 

Для обоих агрегатов скелетномышечного 
титина получены и другие рефлексы, поми-
мо описанных. В частности, 2.4; 2.9; 3.1; 3.7; 
3.8; 4.3; 4.6 Å (рис. 4а), обнаруженные ранее 
у агрегатов гладкомышечного титина, сформи-
рованных в растворе, содержащем глицин [28], 
и рефлексы 3.7; 2.5 Å (рис. 4б) у агрегатов ти-
тина, сформированных в растворе, содержа-
щем KCl [28]. Часть рефлексов, не относящихся 
к кросс-β-структуре, мы постарались идентифи-
цировать и описали ранее [43]. 

Необходимо отдельно обсудить данные, по-
лученные с помощью ИК-Фурье-спектроско-
пии. Амилоидные фибриллы и нативные бел-

ки с конформацией β-листа имеют максимумы 
в пределах двух характерных, хотя и частично 
перекрывающихся, спектральных областей [44]. 
Диапазон спектра, характерный непосредствен-
но для амилоидных фибрилл, находится в пре-
делах от 1611 до 1630 см-1, тогда как нативные 
белки со структурой β-листа имеют пики ами-
да I’ в пределах между 1630 и 1643 см-1. Кро-
ме того, существуют также различия в форме 
полосы амида I’, поскольку нативные белки 
со структурой β-листа имеют более широкие 
максимумы [44]. В нашем случае скелетномы-
шечный титин в неагрегированной форме имеет 
спектр поглощения с широкой полосой амида I’ 
и с максимумом при ~1637 см-1, что характери-
зует его как нативный белок со структурой β-ли-
ста (рис. 3б, черная кривая). Фибриллы титина, 
сформированные в растворе, содержащем KCl, 
дают спектр полосы амида I’ с двумя пиками 
одинаковой интенсивности: 1619 и 1670 см-1 

(рис. 3б, красная кривая). Пик с максимумом 
~1619 см-1 относится к “амилоидным”, однако 
по форме он очень широкий. Учитывая данные 
рентгеновской дифракции, не выявившие “ами-
лоидные” рефлексы у “KCl-агрегатов” титина, 
а также отсутствие связывания этих агрегатов 
с ТТ, можно предположить, что наличие мак-
симума ~1619 см-1 может указывать на межмо-
лекулярную водородную связь при отсутствии 
амилоидной структуры. Подобные структурные 
изменения могут быть следствием мисфолдинга, 
известного для отдельных доменов титина [45].

Фибриллы титина, сформированные в рас-
творе, содержащем глицин, помимо основно-
го пика с максимумом 1663 см-1, имеют явно 
выраженный низкоинтенсивный пик (слабый 
по амплитуде) на 1627 см-1 (рис. 3б, зеленая кри-
вая). Этот пик соответствует характеристикам 
амилоидных агрегатов, при этом он не являет-
ся основным, поэтому можно предположить, 
что амилоидную структуру в “глицин-агрега-
тах” титина имеют лишь отдельные участки его 
молекул при формировании соответствующих 
межмолекулярных связей. И количество таких 
участков незначительно. 

Таким образом, совокупность полученных 
нами разными методами данных может указы-
вать на то, что амилоидные агрегаты титина, 
сформированные в растворе, содержащем гли-
цин, относятся к амилоидоподобным. Полу-
ченные данные об агрегации скелетного титина 
расширяют наши знания о процессе амилоид-
ной агрегации белков. 

Работа выполнена при финансовой под-
держке гранта Российского научного фонда 
(№ 22-24-00805). 
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Structural Features of Skeletal Muscle Titin Aggregates 
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Titin is a multidomain protein of striated and smooth muscles of vertebrates. The protein consists of repeat-
ing immunoglobulin-like (Ig) and fibronectin-like (FnIII) domains, which are β-sandwiches with a pre-
dominant β-structure, and also contains disordered regions. In this work, the methods of atomic force 
microscopy (AFM), X-ray diffraction and Fourier transform infrared spectroscopy were used to study the 
morphology and structure of aggregates of rabbit skeletal muscle titin obtained in two different solutions: 
0.15 M glycine-KOH, pH 7.0 and 200 mM KCl, 10 mM imidazole, pH 7.0. According to AFM data, skeletal 
muscle titin formed amorphous aggregates of different morphology in the above two solutions. Amorphous 
aggregates of titin formed in a solution containing glycine consisted of much larger particles than aggregates 
of this protein formed in a solution containing KCl. The “KCl-aggregates” according to AFM data had 
the form of a “sponge”-like structure, while amorphous “glycine-aggregates” of titin formed “branching” 
structures. Spectrofluorometry revealed the ability of titin “glycine aggregates” to bind to the dye thioflavin 
T (TT), and X-ray diffraction revealed the presence of one of the elements of the amyloid cross β-structure, 
a reflection of ~4.6 Å, in these aggregates. These data indicate that the “glycine-aggregates” of titin are 
amyloid or amyloid-like. No similar structural features were found in titin “KCl-aggregates”; they also did 
not show the ability to bind to thioflavin T, indicating the non-amyloid nature of these titin aggregates. 
Fourier transform infrared spectroscopy revealed differences in the secondary structure of the two types 
of titin aggregates. The data obtained demonstrate the features of structural changes during the formation 
of intermolecular bonds between molecules of the giant titin protein during its aggregation. The data expand 
the understanding of the process of amyloid protein aggregation.

Keywords: muscle proteins, titin, aggregation, amyloids, atomic force microscopy, infrared spectroscopy
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Производные 5-ариламиноурацила, как показано нами ранее, способны ингибировать ВИЧ-1, гер-
песвирусы, микобактерии и другие патогены. В представленной работе оценена цитотоксическая 
активность 5-ариламиноурацилов и их производных в отношении лейкозных клеток, нейробласто-
мы и глиальных опухолей мозга. Проведен скрининг цитотоксичности производных 5-аминоура-
цила, содержащих различные заместители, а также их 5’-норкабоциклических и рибопроизводных 
в отношении двух линий клеток нейробластомы (SH-SY5Y и IMR-32), лимфобластных клеток 
К-562, промиелобластных клеток HL-60 и низкопассажных вариантов высокодифференцирован-
ной мультиформной глиобластомы (GBM5522 и GBM6138). Оценка цитотоксичности полученных 
соединений с помощью стандартного МТТ-теста показала, что большинство соединений не обла-
дают существенной токсичностью в отношении использованных клеток. Однако на линии клеток 
GBM-6138 5-(4-изопропилфениламин)урацил и 5-(4-трет-бутилфениламин)урацил проявляли 
дозозависимый токсический эффект – величина IC50 составила 9 и 2.3 мкМ соответственно. Про-
тивоопухолевая активность соединений этого типа показана впервые и может служить отправной 
точкой для дальнейших исследований.

Ключевые слова: производные урацила, синтез, противоопухолевая активность, лейкозы, глиома, 
нейробластома
DOI: 10.31857/S0026898424020156, EDN: MYDBYJ

ВВЕДЕНИЕ
Смертность от разных видов онкологиче-

ских заболеваний уверенно занимает второе 
место после сердечно-сосудистых заболеваний 
(https://jamanetwork.com/journals/jamaoncolo-
gy/fullarticle/2787350). Несмотря на очевидный 
прогресс в терапии опухолей, до сих пор не най-
дено лекарственных средств, эффективных при 
многих видах рака, включая лейкозы и опухоли 
центральной нервной системы (нейробластомы 
и глиобластомы). Кроме того, часто наблюдает-
ся резистентность к проводимой терапии, что 
определяет неблагоприятный прогноз для па-
циента. 

Лейкозы – группа злокачественных забо-
леваний, возникновение которых обусловле-
но неконтролируемой клональной экспансией 

незрелых лимфоидных или миелоидных кле-
ток-предшественников в костном мозге и пе-
риферической крови. Лейкозы сопровождают-
ся нарушением нормальной дифференцировки 
и пролиферации [1]. В 2019 г. в мире выявлено 
около 644000 новых случаев лейкоза и заре-
гистрировано 335000 случаев смерти от этого 
типа рака (https://jamanetwork.com/journals/ja-
maoncology/fullarticle/2787350). Лечение лейко-
зов остается сравнительно малоэффективным. 
Например, несмотря на недавние достижения 
в лечении острого миелоидного лейкоза, до 70% 
пациентов в возрасте 65 лет и старше умирают 
в течение 1 года после своевременной поста-
новки диагноза. Как стандартная интенсивная 
химиотерапия, так и трансплантация стволовых 
клеток нередко не предотвращают рецидивы за-
болевания.
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Нейробластома – наиболее распространен-
ная солидная экстракраниальная злокачествен-
ная опухоль у детей, на долю которой прихо-
дится 7–10% педиатрических онкозаболеваний 
и 15% всех летальных случаев [2]. Нейробласто-
мы высокого риска, составляющие примерно 
половину всех случаев нейробластом, характе-
ризуются частыми рецидивами и относительно 
низкой пятилетней выживаемостью – 40–50%. 
Глиобластома относится к наиболее распростра-
ненным и агрессивным типам опухолей голов-
ного мозга [3]. Медианная выживаемость паци-
ентов даже при проведении терапии составляет 
всего 14–15 месяцев [4, 5]. 

Несмотря на значительную гетерогенность 
лейкозов и нейробластом, эти заболевания име-
ют много общих особенностей, таких как акти-
вация рецепторных тирозинкиназ, регуляция 
механизмов, связанных с индукцией апоптоза 
и контроля прохождения клеточного цикла. Су-
щественную роль в развитии опухолевого про-
цесса играют эпигенетические процессы, в том 
числе метилирование ДНК и модификация ги-
стонов (в первую очередь их ацетилирование/
деацетилирование). 

В настоящий момент соединения, регули-
рующие эпигенетические процессы, находят-
ся на разных стадиях клинических испытаний, 
а некоторые ингибиторы ДНК-метилтрансфе-
раз и гистондеацетилаз уже получили одобрение 
Управления по контролю за пищевыми продук-
тами и лекарствами США и Европейского агент-
ства по лекарственным средствам. Эти препа-
раты могут использоваться по отдельности или 
в комбинации (например, с венетоклаксом – 
ингибитором антиапоптотического белка BCL-
2) для получения синергических эффектов [6–8]. 

Значительное число генов, в которых обнару-
живают мутации, связанные с злокачественным 

перерождением клеток, кодирует белки и РНК, 
участвующие в регуляции транскрипции. Пре-
жде всего, это эпигенетические регуляторы 
и факторы транскрипции [9–12]. Нарушение 
процессов нормального метилирования генома 
(как гипо-, так и гиперметилирование) приводит 
к изменению баланса экспрессии генов, что мо-
жет инициировать появление трансформирован-
ных клеток. Основным классом препаратов, ис-
пользуемых в качестве ДНК-гипометилирующих 
агентов, являются аналоги пиримидиновых ну-
клеозидов. Включение 5-азацитидина или деци-
табина в нуклеиновую кислоту делящихся кле-
ток (ДНК или РНК соответственно) приводит 
к ее глобальному гипометилированию [13, 14]. 
Показано, что в клетках нейробластомы высоко-
го риска существенно повышена экспрессия ге-
нов, кодирующих ДНК-метилтрансферазы DN-
MT3A и -B. Обработка клеток нейробластомы 
5-азацитидином приводит к индукции их диф-
ференцировки, а также к снижению скорости 
пролиферации и способности образовывать ко-
лонии [15, 16]. На перевиваемых клетках ней-
робластомы показано, что 5-азацитидин может 
усиливать цитотоксическое действие современ-
ных химиотерапевтических препаратов, таких 
как доксорубицин, цисплатин и этопозид [17]. 

В попытке найти новые аналоги пирими-
диновых нуклеозидов, обладающие противо-
опухолевой активностью, проведен скрининг 
цитотоксичности производных 5-аминоураци-
ла с различными заместителями (1а–е), а так-
же их 5’-норкабоциклических и рибопроиз-
водных (2а-е и 3а-е соответственно) (рис. 1) 
в отношении двух линий клеток нейробласто-
мы (SH-SY5Y и IMR-32), лимфобластоидных 
клеток К-562, промиелобластных клеток HL-
60 и низкопассажных вариантов высокодиффе-
ренцированной мультиформной глиобластомы 
(GBM5522 и GBM6138) [18]. 
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Рис. 1. Структура молекул 5-аминоурацилов (1а-е), их 5’-норкабоциклических (2а-е) и рибопроизводных (3а-е).
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ОЦЕНКА ЦИТОТОКСИЧНОСТИ ПРОИЗВОДНЫХ
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Коммерческие реагенты приобретены у ком-
паний “Acros Organics” (Бельгия), “Aldrich” 
(CША) и “Fluka”(Германия). Растворители ис-
пользовали без дополнительной очистки и пере-
гонки. Колоночная хроматография была прове-
дена на силикагеле 60 0.040–0.063 мм (“Merck”, 
Германия). Тонкослойная хроматография 
выполнена на алюминиевой фольге silica gel 
60F254 (“Merck”). ЯМР-спектры регистриро-
вали на спектрометре AMX III-400 (“Bruker”, 
США) с рабочей частотой 400 МГц для 1H-ЯМР 
(растворитель DMSO-d6, Me4Si как внутренний 
стандарт) и 100.6 МГц для 13C-ЯМР. УФ-спек-
тры были записаны на спектрофотометре Ultro-
spec 3100 pro (“Amersham Biosciences”, США) 
в этаноле. Масс-спектры высокого разрешения 
записаны на устройстве Bruker Daltonics MicrO-
TOF-Q II методом ионизационной масс-спек-
трометрии с электрораспылением (ESI-MS). 
Измерения проводили в режиме положительных 
ионов в соответствии с ранее применяемыми ус-
ловиями [19]. 

5-Аминоурацилы 1а-е и соответствующие 
5’-норкарбоциклические аналоги 2а-е получали 
в соответствии с методикой, описанной ранее 
[20].

Метод синтеза 5-аминофенилзамещенных 
производных уридина 3а-е. 5-Модифициро-
ванный урацил (0.86 ммоль) силилировали 
в 1,1,1,3,3,3-гексаметилдисилазане (50 мл) 
в присутствии 1 мг сульфата аммония в течение 
4 ч. Полученный прозрачный раствор упаривали 
досуха в высоком вакууме, соупаривали с толуо-
лом (2 × 50 мл) и 1,2-дихлорэтаном (40 мл) для 
удаления следов 1,1,1,3,3,3-гексаметилдисила-
зана. Полукристаллический остаток растворяли 
в 1,2-дихлорэтане (20 мл), вносили при переме-
шивании в одну порцию β-D-1,2,3,5-тетрааце-
татрибозы (0.688 ммоль), а затем по каплям до-
бавляли триметилсилилтрифторметансульфонат 
(0.825 ммоль). Полученную смесь перемеши-
вали при 50 °С в течение 4 ч. Контроль за хо-
дом реакции осуществляли по ТСХ в системе  
CH2Cl2 : C2H5OH = 20 : 1. После окончания реак-
ции реакционную смесь охлаждали и по каплям 
добавляли к интенсивно перемешиваемой сме-
си насыщенного раствора бикарбоната натрия 
и хлористого метилена (100 мл 1/1 по объему). 
Перемешивали в течение 30 мин. Органический 
слой отделяли, промывали водой (2 × 50 мл), 
сушили безводным сульфатом натрия в тече-
ние 12 ч и упаривали досуха. Остаток очищали 
на колонке с силикагелем. Продукт элюирова-
ли градиентом этанола в хлористом метилене от 
1 : 40 до 1 : 20. Фракции, содержащие целевой 
продукт, объединяли и упаривали досуха. 

Кристаллический остаток растворяли в эта-
ноле (10 мл), добавляли (10 мл) 32% NH4OH 
и оставляли на 10 ч при 20 °С. Затем раство-
рители упаривали досуха. Конечный продукт 
очищали кристаллизацией из горячего этанола 
или колоночной хроматографией на силикагеле 
в градиенте этанола в хлористом метилене в со-
отношении от 1 : 20 до 1 : 9. Фракции, содержа-
щие конечный продукт, объединяли и упарива-
ли досуха. 

1-(β-D-рибофуранозил)-5-(циклогептиламин)
урацил (3а). Из 5-(4-циклогептиламин)-урацила 
(0.18 г, 0.86 ммоль) и β-D-1,2,3,5-тетраацетата 
рибозы (0.22 г, 0.69 ммоль) в присутствии три-
метилсилилового эфира трифторметансульфо-
кислоты (0.18 г, 0.83 ммоль) получили 0.13 г со-
единения 3а. Суммарный выход – 44.6%. Т. пл. 
167 °C; УФ: λmax 318 нм, λmin 282 нм; ESI-MS: 
C15H23N3O6 рассчитано для [M + H]+ 342.3596, 
найдено m/z 342.3597; 1Н-ЯМР (DMSO-d6): 
δ 1.55 (4H, s, 2 × CH2), 1.69 (4H, s, 2 × CH2), 
3.10–2.95 (4H, m, 2 × CH2), 3.66–3.52 (2H, m, 
H-5’a,b), 3.86–3.83 (1H, m, H-4’), 4.01–3.97 
(1H, dt, J = 3.74, 3.66 Гц, H-3’), 4.10–4.04 (1H, 
dd, J = 5.48, 5.59 Гц, H-2’), 5.02–5.01 (1H, d, 
J = 4.88 Гц, 3’-OH), 5.11–5.08 (1H, t, J = 4.64, 
4.69 Гц, 5’-OH), 5.28–5.26 (1H, d, J = 5.85 Гц, 
2’-OH), 5.85–5.83 (1H, d, J = 5.55 Гц, H-1’), 7.19 
(1H, s, H-6), 11.16 (1H, s, NH); 13С-ЯМР: δ 27.24, 
28.82, 51.60, 61.29, 70.76, 73.82, 85.20, 88.14, 
121.81, 128.79, 149.91, 161.26.

1-(β-D-рибофуранозил)-5-(N-фенилпипе-
разин)урацил (3b). Из 5-(N-фенилпиперазин)-
урацила (0.32 г, 1.17 ммоль) и β-D-1,2,3,5-тетра-
ацетата рибозы (0.3 г, 0.94 ммоль) в присутствии 
триметилсилилового эфира трифторметан-
сульфокислоты (0.25 г, 1.13 ммоль) получили 
0.34 г соединения 3b. Суммарный выход – 77.7%. 
Т. пл. 227 °C; УФ: λmax 293 нм, λmin 271 нм; 
ESI-MS: C19H24N4O6 рассчитано для [M + H]+ 

405.4171, найдено m/z 405.4173; 1Н-ЯМР (DM-
SO-d6): δ 3.07–2.91 (4H, m, 2 × CH2), 3.25–3.15 
(4H, m, 2 × CH2), 3.73–3.57 (2H, m, H-5’a, b), 
3.90–3.87 (1H, m, H-4’), 4.05–4.01 (1H, dt, 
J = 3.72, 4.91 Гц, H-3’), 4.12–4.07 (1H, dd, 
J = 5.74, 5.81 Гц, H-2’), 5.05–5.03 (1H, d, J = 5.01, 
3’-OH), 5.22–5.20 (1H, t, J = 4.44, 5’-OH),  
5.33–5.31 (1H, d, J = 5.64 Гц, 2’-OH), 5.85–5.83 
(1H, d, J = 5.0 Гц, H-1’), 7.26–6.78 (5H, m, C6H5), 
7.48 (1H, s, H-6), 11.33 (1H, s, NH); 13С-ЯМР: 
δ 48.70, 50.03, 61.08, 70.48, 74.27, 85.14, 88.59, 
116.01, 119.51, 125.07, 127.45, 129.26, 150.01, 
151.42, 160.89.

1-(β-D-рибофуранозил)-5-(1,2,3,4-тетраги-
дроизохинолин)урацил (3c). Из 5-(1,2,3,4-тетра-
гидроизохинолин)-урацила (0.28 г, 1.15 ммоль) 
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и β-D-1,2,3,5-тетраацетата рибозы (0.30 г, 
0.93 ммоль) в присутствии триметилсилилово-
го эфира трифторметансульфокислоты (0.25 г, 
1.13 ммоль) получили 0.25 г соединения 3c. 
Суммарный выход – 72.6%. Т. пл. 210 °C; УФ: 
λmax 298 нм, λmin 269 нм; ESI-MS: C18H21N3O6 
рассчитано для [M + H]+ 392.4183, найде-
но m/z 392.4185; 1Н-ЯМР: δ 2.86–2.90 (2H, m, 
CH2), 3.08–3.26 (2H, m, CH2), 3.57–3.73 (2H, 
m, H-5’a,b), 3.88–3.92 (1H, m, H-4’), 3.97–4.12 
(3H, m, H-3’, H-2’, CH2), 5.06–5.04 (1H, d, 
J = 5.13 Гц, 3’-OH), 5.26–5.23 (1H, t, J = 4.52, 
4.58, 5’-OH), 5.35–5.33 (1H, d, J = 5.87 Гц,  
2’-OH), 5.84–5.85 (1H, d, J = 5.96 Гц, H-1’), 7.10–
7.16 (4H, m, C6H4), 7.53 (1H, s, H-6), 11.35 (1H, s, 
NH); 13С-ЯМР: δ 29.08, 47.93, 52.48, 61.02, 70.38, 
74.28, 85.07, 88.66, 125.23, 126.04, 126.60, 126.80, 
127.40, 129.04, 134.17, 134.55, 150.01, 161.04.

1-(β-D-рибофуранозил)-5-(4-изопропил-
фениламин)урацил (3d). Из 5-(4-изопропил-
фениламин)урацила (0.22 г, 0.90 ммоль) 
и  β-D-1,2,3,5-тетраацетата рибозы (0.22 г, 
0.69 ммоль) в присутствии триметилсилилово-
го эфира трифторметансульфокислоты (0.17 г, 
0.76 ммоль) получили 0.17 г соединения 3d. 
Суммарный выход – 66.2%. Т. пл. 197.5 °C; 
УФ: λmax 263 нм, λmin 243 нм; ESI-MS: C18H-
23N3O6 рассчитано для [M + H]+ 378.3917, най-
дено m/z 378.3919; 1Н-ЯМР (DMSO-d6): δ 1.14 
(3H, s, CH3), 1.17 (3H, s, CH3), 2.83–2.70 (1H, 
q, J = 6.93, 6.89 Гц, CH3CHCH3), 3.62–3.50 (2H, 
m, H-5’a,b), 3.87–3.84 (1H, m, H-4’), 3.99–3.95 
(1H, dt, J = 3.72, 4.91 Гц, H-3’), 4.11–4.06 (1H, 
dd, J = 5.74, 5.81 Гц, H-2’), 5.08–5.04 (2H, m, 
5’-OH, 3’-OH), 5.37–5.35 (1H, d, J = 5.87 Гц, 
2’-OH), 5.89–5.87 (1H, d, J = 5.97 Гц, H-1’), 
7.03–6.75 (5H, m, NH, C6H4), 7.75 (1H, s, H-6), 
11.55 (1H, s, NH); 13С-ЯМР: δ 24.62, 33.06, 61.57, 
70.86, 73.96, 85.46, 88.02, 115.22, 118.14, 127.07, 
127.98, 138.88, 143.52, 150.13, 161.74.

1-(β-D-рибофуранозил)-5-(4-трет-бу-
тилфениламин)урацил (3e). Из 5-(4-трет-бу-
тилфениламин)-урацила (0.34 г, 1.38 ммоль) 
и β-D-1,2,3,5-тетраацетата рибозы (0.35 г, 
1.11 ммоль) в присутствии триметилсилилово-
го эфира трифторметансульфокислоты (0.26 г, 
1.15 ммоль) получили 0.30 г соединения 3e. 
Суммарный выход – 69.7%. Т. пл. 199 °C; УФ: 
λmax 263 нм, λmin 241 нм; ESI-MS: C19H25N3O6 
рассчитано для [M + H]+ 392.4183, найдено 
m/z 392.4185; 1Н-NMR: δ 1.24 (9H, s, 3 × CH3), 
3.63–3.53 (2H, m, H-5’a,b), 3.86–3.82 (1H, m, 
H-4’), 4.00–3.96 (1H, dt, J = 3.73, 4.92 Гц, H-3’), 
4.12–4.06 (1H, dd, J = 5.75, 5.82 Hz, H-2’), 5.07–
5.04 (2H, m, 5’-OH, 3’-OH), 5.36–5.34 (1H, d, 
J = 5.87 Hz, 2’-OH), 5.89–5.87 (1H, d, J = 5.96 Гц, 

H-1’), 7.18–6.76 (5H, m, NH, C6H4), 7.75 (1H, s, 
H-6), 11.54 (1H, s, NH); 13С NMR: δ 31.85, 34.08, 
61.56, 70.86, 73.94, 85.46, 88.00, 114.85, 118.08, 
125.80, 128.00, 141.12, 143.18, 150.13, 161.75.

Тест на цитотоксичность (МТТ-тест). Клетки 
линии SH-SY5Y (CRL-2266) получены от АТСС. 
Низкопассажные культуры первичной мульти-
формной глиобластомы GBM6138 и GBM5522 
из хирургически удаленных опухолей полу-
чены в НМИЦ нейрохирургии им. Н.Н. Бур-
денко (Москва, Россия) и описаны ранее [18]. 
Клетки культивировали в среде ДМЕМ, со-
держащей 10% фетальной сыворотки крупного 
рогатого скота (FBS) и 2 мМ глутамина, при 
37 °С во влажной атмосфере.

Клетки рассаживали на 96-луночные план-
шеты (“ТРР”, Швейцария) в плотности 1 × 104 
клеток/лунка. Через 24 ч добавляли тестируемые 
вещества в диапазоне концентраций 1.5–100 
мкМ. После 48 ч инкубации культуральную сре-
ду заменяли на свежую с добавлением 0.5 мг/
мл бромида метилтриазолилдифенилтетразолия 
(МТТ). Через 4 ч среду убирали, кристаллы фор-
мазана растворяли в изопропаноле с добавлени-
ем 4 мМ HCl, измеряли отптическую плотность 
раствора на планшетном анализаторe Plate Cha-
meleon (Hidex) при длине волны 595 нм. 

Статистическая обработка данных. Экспери-
менты проводили в трех повторностях. Резуль-
таты обрабатывали в программе GraphPad Prism 
v.9.5 (GraphPad Software). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Пиримидиновые нуклеозиды, замещенные 

в C-5-положении гетероциклического основа-
ния, представляют собой класс биологически 
значимых молекул. В частности, соединения 
такого рода являются компонентами тРНК 
[21, 22]. В 1995 году была синтезирована серия 
ациклических нуклеозидов, содержащих 5-бен-
зилзамещенный урацил с метоксиалкильными 
заместителями в бензильном кольце [22], ока-
завшихся высокоэффективными ингибиторами 
фермента уридинфосфорилазы, отвечающей 
за деградацию химиотерапевтических агентов, 
таких как 5-фтор-2’-дезоксиуридин [23]. 5-Бен-
зилурацилы без N-1-(2-гидроксиэтокси)метиль-
ного остатка проявили на 2–3 порядка меньшую 
активность, вероятно из-за плохой биодоступно-
сти. Похожая проблема, была причиной низкой 
активности 2,4-диамино-5-бензилпиримиди-
нов, исследуемых в качестве антибактериальных 
агентов [24]. Введение в положение N-1 алкиль-
ного остатка или в бензильное кольцо гидро-
фильных групп, таких как гидроксиметильная 
или цианогруппы, приводит к увеличению рас-
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творимости соединений до биологически актив-
ных концентраций [25]. 

Серия соединений на основе 5-бен-
зил-2,4-диаминопиримидинов с заместителями 
в бензильном кольце впервые была синтези-
рована еще в 1999 году. Оказалось, что эти со-
единения являются хорошими ингибиторами 
дигидрофолатредуктазы, используемой в каче-
стве терапевтической мишени при опухолевых 
заболеваниях и малярии [26]. Причем в данном 
случае наибольшую активность in vitro проявили 
соединения с длинными (6–10 атомов углерода) 
алкильными заместителями в бензильном коль-
це. Группой Holy была открыта высокая инги-
биторная активность 6-галогенмодифицирован-
ных урацилов с гидрофобными заместителями 
в позиции C5 в отношении тимидинфосфорила-
зы, играющей ключевую роль в ангиогенезе при 
онкологических и ряде других заболеваний [27].

Ранее мы показали, что производные 5-ари-
ламиноурацила посредством различных ме-
ханизмов могут ингибировать ВИЧ-1, герпе-
свирусы, микобактерии и другие патогены 
[28–30]. В данной работе оценена цитоток-
сическая активность 5-ариламиноурацилов 
и их производных в отношении лейкозов, ней-
робластом и глиальных опухолей мозга. Помимо 
полученных нами ранее 5-ариламиноурацилов 
1а-е и соответствующих 5’-норкарбоцикличе-
ских аналогов нуклеозидов 2а-е, осуществлен 
синтез 5-ариламинопроизводных уридина 3а-е. 

5-фениламинозамещенные производные 
уридина были синтезированы по силильному 
методу Фриделя – Крафтса в присутствии кис-
лоты Льюиса в качестве катализатора [31, 32] 
(схема 1). В качестве предшественника углево-
дного фрагмента использовали β-D-1,2,3,5-те-
траацетат рибозы. Конденсация в ацетонитриле 

в присутствии Me3SiSO3CF3 приводила к ос-
молению реакционной смеси и значительно-
му снижению выхода конечного продукта. Ис-
пользование в качестве катализатора хлорного 
олова (от полуторакратного до трехкратного 
молярного избытка) также не приводило к по-
вышению выхода целевого нуклеозида. Выбор 
неполярного 1,2-дихлорэтана в качестве рас-
творителя позволил получить 5-ариламиноза-
мещенные рибоуридины с хорошими выхода-
ми. В ЯМР-спектрах высокого разрешения (400 
МГц) аномерный протон разрешается в виде 
дублета с малой константой спин-спинового 
взаимодействия J1’,2’, равной примерно 5–6 Гц, 
что соответствует геминальному расположению 
протонов 1H и 2H, и подтверждает β-конфигу-
рацию аномерного центра. Структура всех син-
тезированных соединений подтверждена УФ, 
1Н, 13С ЯМР-спектрами. Удаление ацетильных 
групп в стандартных условиях приводило к об-
разованию целевых соединений 3а-е.

В качестве клеточных моделей нейробласто-
мы использовали линии SH-SY5Y и IMR-32. 
Линия SH-SY5Y представляет собой трижды 
клонированную сублинию клеточной линии 
нейробластомы SK-N-SH (ATCC HTB-11) [33–
35]. Нейробласты IMR-32 исходно получены 
из ткани головного мозга пациента с нейро-
бластомой. В этой культуре присутствуют два 
типа клеток: небольшие нейробластоподобные 
клетки (основной вариант) и крупные гиалино-
вые фибробласты. Модели глиобластомы были 
представлены первичными вариантами кле-
ток опухолей, полученных ранее от пациентов. 
В качестве модели лейкоза использовали из-
вестные линии К562 и HL-60. К-562 ‒ лимфоб-
ластные клетки, выделенные из костного мозга 
53-летнего больного хроническим миелогенным 
лейкозом. Клетки HL-60 представляют собой 
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Схема 1. Условия реакций. i : 5-R-персилилированный урацил, TMCSiTfl, 1,2-дихлорэтан, ii : NH4OH/EtOH.
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промиелобласты, выделенные из перифериче-
ской крови с помощью лейкофереза у 36-летней 
белой женщины с острым промиелоцитарным 
лейкозом [36]. Оценка цитотоксичности полу-
ченных соединений на указанных линиях кле-
ток с помощью стандартного МТТ-теста пока-
зала, что большинство соединений не обладают 
существенной токсичностью. Однако на линии 
клеток GBM-6138 соединения 1d и 1e проявля-
ли дозозависимый токсический эффект, и вели-
чина IC50, рассчитанная в программе GraphPad 
Prism, составила 9 и 2.3 мкМ соответственно. 
Эти значения удовлетворяют критериям Наци-
онального института рака (National Cancer Insti-
tute) для первичного скрининга соединений как 
потенциальных антипролиферативных агентов 
[37]. Таким образом, соединения 1d и 1e можно 
рассматривать как отправную точку для даль-
нейшей работы.

Исследование выполнено при поддержке 
грантов Российского научного фонда (№ 19-74-
10048, https://rscf.ru/project/19-74-10048/: синтез 
5-ариламинопроизводных уридина; № 23-64-
10018, https://rscf.ru/project/23-64-10018/: изуче-
ние цитотоксичности). 

Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с участием людей или животных 
в качестве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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ASSESSMENT OF CYTOTOXICITY OF 5-ARYLAMINOURACIL 
DERIVATIVES

V. A. Kezin1, E. S. Matyugina1, S. A. Surzhikov1, M. S. Novikov2, A. A. Maslova1, 
I. L. Karpenko1, A. V. Ivanov1, S. N. Kochetkov1, A. L. Khandazhinskaya1, *

1Engelhardt Institute of Molecular Biology Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Volgograd State Medical University, Volgograd, 400131 Russia

*e-mail: khandazhinskaya@bk.ru
We have previously shown that 5-arylaminouracil derivatives can inhibit HIV-1, herpesviruses, mycobacteria 
and other pathogens through various mechanisms. The purpose of this study was to evaluate the potential 
of 5-arylaminouracils and their derivatives against leukemia, neuroblastoma and glial brain tumors. The cyto-
toxicity of 5-aminouracils with various substituents, as well as their 5’-norcabocyclic and ribo derivatives, was 
screened against two neuroblastoma cell lines (SH-SY5Y and IMR-32), lymphoblastic cells K-562, promy-
eoloblastic cells HL-60 and low-passage variants of well-differentiated glioblastoma multiforme (GBM5522 
and GBM6138). As a result of assessing the cytotoxicity of the resulting compounds on the above cell lines 
using the standard MTT test, it was revealed that most of the compounds do not have significant tox-
icity. However, in the GBM-6138 cell line, 5-(4-isopropylphenylamine)uracil and 5-(4-tert-butylphenyl-
amine)uracil exhibited a dose-dependent toxic effect, with half-maximal inhibition concentrations IC50 
of 9 μM and 2.3 μM, respectively. The antitumor activity of compounds of this type has been demonstrated 
for the first time and can serve as a starting point for further research.

Keywords: uracil derivatives, synthesis, antitumor activity, leukemia, glioma, neuroblastoma
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