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Изучение роли цитокинов при различных патологических состояниях организма – одно из актуаль-
ных направлений современной биомедицины. В 1990 году в фиброцитоподобных стромальных
клетках костного мозга обнаружили интерлейкин-11 (IL-11), повышенный интерес к которому на-
блюдается в последнее время. IL-11 локально экспрессируется нервными клетками и участвует в па-
тогенетических механизмах формирования ряда заболеваний нервной системы. В представленном
обзоре обобщены данные, указывающие на участие IL-11 в развитии патологий головного мозга.
Вероятно, этот цитокин сможет найти применение в коррекции механизмов, связанных с форми-
рованием патологических состояний нервной системы.

Ключевые слова: интерлейкин-11, IL-11, семейство IL-6, gp130, головной мозг, нейровоспаление,
нейродегенерация
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ВВЕДЕНИЕ

Интерлейкин-11 (IL-11, он же AGIF) – белок,
который относится к семейству IL-6-подобных
цитокинов, впервые выделили в 1990 г. из фибро-
цитоподобных стромальных клеток костного
мозга [1]. Первоначально показали, что IL-11 иг-
рает важную роль в процессах кроветворения,
особенно в созревания мегакариоцитов [1]. В
дальнейшем выявили участие этого цитокина и в
других процессах.

IL-11 либо самостоятельно, либо вместе с дру-
гими цитокинами (IL-3, IL-4, IL-7, IL-12, IL-13,
SCF, Flt-3 и GM-CSF) стимулирует гемопоэз ме-
гакариоцитов, участвует в созревании В-клеток и
активации Т-клеток, в пролиферации синовиаль-
ных фибробластов [1–3]. Кроме того, обнаружены
негемопоэтические эффекты IL-11. Например,
IL-11 обладает противовоспалительной активно-
стью и оказывает защитное действие на эпителий
слизистой оболочки желудочно-кишечного трак-
та и дыхательных путей [4]. Высокий уровень экс-
прессии IL-11 в дыхательных путях наблюдается
при вирусиндуцированной бронхиальной астме,

а сверхэкспрессия приводит к ремоделированию
дыхательных путей у мышей, воспалению и к по-
явлению симптомов, сходных с симптомами аст-
мы [5]. Передача сигналов от IL-11 имеет решаю-
щее значение для Th2-опосредованного воспали-
тельного ответа в легких, а ингибирование
передачи сигналов IL-11 снижает активацию про-
воспалительных путей [6]. Таким образом, регу-
ляцию путей передачи сигналов от IL-11 можно
рассматривать как потенциальную терапевтиче-
скую мишень при заболеваниях легких. Другая
широко известная функция IL-11 – способность
ингибировать адипогенез (отсюда второе назва-
ние этого цитокина – AGIF, adipogenesis inhibitory
factor) [7].

Получены многочисленные данные о том, что
IL-11 вовлечен в процессы нейрогенеза [8], ней-
ровоспаления и нейродегенерации [3, 4, 9–12]. За
последние годы показано, что IL-11 вовлечен в
развитие патологических состояний нервной си-
стемы. Роль IL-11 при болезни Альцгеймера,
аутоиммунном энцефаломиелите, рассеянном
склерозе, при ишемическом повреждении голов-
ного мозга и других заболеваниях изучена на жи-
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вотных моделях. В нашем обзоре обобщены дан-
ные о вовлеченности IL-11 в молекулярные ней-
роиммунные механизмы при патологических
состояниях нервной системы.

IL-11 И ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ ПУТИ 
ПЕРЕДАЧИ СИГНАЛА

IL-11 – белок с молекулярной массой ~19 кДа,
предшественник которого состоит из 199 амино-
кислотных остатков, включая лидерный пептид
из 21 остатка. Ген IL-11, состоящий из пяти экзо-
нов и четырех интронов, расположен на хромосоме
19 человека. IL-11 человека, крысы и мыши имеет
высокую степень гомологии (более 80%), обога-
щен остатками пролина и не содержит остатков
цистеина, что означает отсутствие дисульфидных
связей во вторичной структуре. IL-11, как и дру-
гие члены семейства IL-6-подобных цитокинов,
имеет форму пучка из четырех α-спиралей. Во
взаимодействии с рецептором участвует его С-кон-
цевая область (рис. 1) [3, 13–16].

IL-11 продуцируется клетками многих тканей
[18]. В 1993 г. IL-11 обнаружили в нейронах гип-
покампа, где он стимулирует пролиферацию про-
гениторных клеток, и показали тем самым его
участие в процессах нейрогенеза [8]. Стало оче-
видным, что в головном мозге экспрессируются
также компоненты рецепторного комплекса IL-11
(IL-11Rα, gp130) [3, 4, 9–12, 19–21]. Экспрессия
IL-11 выявлена в обонятельной луковице, ами-
гдале, базальных ганглиях, таламусе, среднем
мозге, мосте, продолговатом мозге, гиппокампе,
коре головного мозга, мозжечке [18–21]. Имму-

ногистохимическим методом выявлена локализа-
ция ключевого компонента рецепторного ком-
плекса – белка gp130 (он же IL6ST) – в головном
мозге крысы [19]. При этом отмечена иммуноре-
активность gp130 как в глиальных, так и в нейро-
нальных клетках. Окрашивание нейронов выявило
две различные картины. На одной видно преиму-
щественное окрашивание нейропилей в структу-
рах конечного мозга, включая гиппокамп, кору
головного мозга и хвостатое ядро. На другой
окрашивание наблюдалась на цитоплазматиче-
ской мембране тел нейронов, преимущественно в
нижнем стволе мозга, в крупных нейронах рети-
кулярной формации, а также в спинномозговых и
черепно-мозговых мотонейронах [19]. Электрон-
но-микроскопический анализ показал, что оба
типа иммунореактивности gp130 в основном свя-
заны с цитоплазматической мембраной, но точно
не локализуются в синаптических участках [19].

С помощью РНК-seq-анализа мРНК IL-11,
IL-11Rα и gp130 выявили также в различных
структурах головного мозга. При этом в незначи-
тельных количествах мРНК IL-11 представлена
во всех типах клеток нервной системы; мРНК
IL-11Rα и gp130 в наибольшем количестве обна-
ружена в астроцитах, микроглии и эндотелии [20, 21].

В настоящее время отсутствуют полученные с
высоким разрешением структурные данные для
сигнального комплекса IL-11, хотя имеются ука-
зания на сходство структур IL-11Rα и IL-6Rα.
Методом иммунопреципитации показано, что
сигнальные комплексы как IL-11, так и IL-6 име-
ют гексамерную структуру [17]. С помощью мута-
генеза на IL-11 идентифицированы сайты I, II и
III (рис. 1). Показано, что во взаимодействии IL-11
с рецепторным комплексом участвуют три сайта
связывания (I, II и III) (рис. 1), расположенные
аналогично сайтам I, II и III в IL-6. Сайт I позво-
ляет IL-11 связываться с IL-11R, тогда как сайты II
и III опосредуют связывание с gp130 [17]. Это стало
еще одним фактом в пользу предположения о том,
что активные сигнальные комплексы IL-6 и IL-11
используют в целом сходный механизм [17].

Взаимодействие IL-11 с рецепторным комплек-
сом служит сигналом к активации JAK/SHP2-за-
висимого пути внутриклеточной передачи сигна-
ла. Другой путь сигналинга начинается с фосфо-
рилирования белков STAT1 и STAT3, что ведет к
изменению скорости транскрипции генов Socs3 и
Smad7. Синтезируемый белок Socs3 может, в
свою очередь, ингибировать активность киназы
JAK. Белок Smad7 регулирует экспрессию антиа-
поптотических, пролиферативных и проангио-
генных генов [3, 13–16]. При этом стоит отметить,
что IL-11 немного длиннее, чем IL-6. Это указы-
вает на различия в способе связывания и геомет-
рии сигнального комплекса [22, 23], а внекле-
точный домен IL-11Rα имеет более гидрофоб-

Рис. 1. Структура IL-11. Отмечены сайты связывания
цитокина с рецепторным комплексом. Рисунок по-
строен по данным V. Barton и соавт. [17].

Сайт I

Сайт III

Сайт II
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ный характер, чем IL-6Rα, что предполагает
существование различий в механизмах взаимо-
действия цитокинов IL-11 и IL-6 с рецепторным
аппаратом [24].

Цитокины, в том числе IL-11, могут продуци-
роваться различными клетками, тогда как рецеп-
торные субъединицы экспрессируются в более
ограниченном наборе клеток, что определяет бо-
лее специфичное влияние цитокинов на отдель-
ные популяции клеток, которые могут активиро-
ваться непосредственно IL-11 [25]. Так, gp130
экспрессируется повсеместно, при этом IL-11Rα
представлен на меньшем числе клеток, хотя этот
рецептор более распространен, чем IL-6R. IL-11R
выявлен на многих типах клеток, включая мега-
кариоциты, макрофаги, Т-клетки, остеокласты,
гепатоциты, эпителиальные и эндотелиальные
клетки [25]. По данным РНК-seq мРНК IL-11R
экспрессируется в астроцитах, микроглии и эндо-
телии [20, 21].

Кроме того, часть рецепторного комплекса
IL-11Rα может локализоваться не только на мем-
бране клетки, но и существовать в растворимом
виде (рис. 2) [25]. Металлопротеаза ADAM10, а
также сериновые протеазы, нейтрофильная эла-
стаза и протеиназа 3 могут отщеплять эктодомен
от IL-11Rα, а образовавшийся в ходе отщепления
эктодомен представляет собой растворимую фор-
му рецептора – sIL-11R (soluble IL-11R). sIL-11R
проявляет биологическую активность и связыва-
ет IL-11 в межклеточном пространстве, увеличи-

вая число типов клеток, которые могут активиро-
ваться IL-11, но не экспрессируют собственный
мембранный рецептор IL-11Rα. Такой путь пере-
дачи сигнала может реализовываться нейронами
головного мозга, в которых на высоком уровне
экспрессируется белок и мРНК gp130, но на край-
не низком – мРНК IL-11Rα [20, 21].

Участие IL-11 в нескольких путях внутрикле-
точной передачи сигнала делает его плейотроп-
ным цитокином, вызывающим порой противо-
положные эффекты, однако выбор сигнального
пути, как это часто бывает, определяется множе-
ством причин и в зависимости от того или иного
состояния организма может усиливаться либо за-
медляться тот или иной внутриклеточный путь
передачи сигнала. Несмотря на то, что IL-11 игра-
ет значимую роль в нервной ткани, внутрикле-
точные сигнальные пути этого цитокина все еще
остаются неизученными и представляют интерес
для дальнейших исследований.

ИНТЕРЛЕЙКИН-11 ПРИ ПАТОЛОГИЯХ 
НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ

 Показано, что IL-11 способен “корректировать”
воспалительные пути в эпителиальных тканях
дыхательной системы, где развиваются основные
события при острой респираторной инфекции,
вызываемой коронавирусом SARS-CoV-2. Реком-
бинантный IL-11 используют в настоящее время
для повышения числа тромбоцитов при миело-

Рис. 2. Внутриклеточные пути передачи сигнала IL-11.

IL-11
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диспластическом синдроме [26]. Подтверждена
эффективность и безопасность IL-11 при лим-
фосаркомах и солидных опухолях [27], а также
при злокачественных опухолях женских половых
органов [28]. Можно рассчитывать, что дальней-
шее изучение IL-11 приведет к более широкому
применению этого цитокина в клинической
практике.

В этом разделе обобщены данные, которые по-
казывают роль IL-11 в механизмах, связанных с
развитием патологий головного мозга (табл. 1).
В одном из первых исследований, проведенном
на культуре клеток нейробластомы (модель бо-
лезни Альцгеймера), показано участие IL-11 в ме-
ханизмах развития этой патологии [2]. При болез-
ни Альцгеймера наблюдается отложение агрега-
тов β-амилоида в головном мозге, а повышенная
выработка β-амилоидного пептида считается од-
ним из ранних событий в патогенезе этого забо-
левания, приводящего к прогрессирующей ней-
родегенерации и деменции. Показано, что β-ами-
лоид активирует L-фосфосеринфосфатазу в
нейрональных клетках (клетки нейробластомы
крысы B104), а IL-11 дозозависимым образом (5,
50, 100 нг/мл) ингибирует вызываемую при этом
нейротоксичность. Предположили, что L-фос-
фосеринфосфатаза может участвовать в измене-
нии клеточного метаболизма при болезни Альц-
геймера путем усиления нейротоксичности, тогда
как IL-11 может действовать через свою рецеп-
торную систему как нейропротектор [2].

Обнаружено повышение содержания IL-11 в
астроцитах и IL-11R на олигодендроцитах при
рассеянном склерозе. В ходе исследований, про-
веденных на культурах астроцитов и олигоденд-
роцитов, сделан вывод, что путь IL-11/IL-11R мо-
жет участвовать в защите олигодендроцитов. Так,
добавление рекомбинантного IL-11 (10 нг/мл) к
культуре клеток спинного мозга плода человека
привело к увеличению числа олигодендроцитов,
повышенному ветвлению олигодендроглии,
снижению апоптотической гибели клеток; кро-
ме того, IL-11 потенцировал образование миели-
на [29]. В последующих исследованиях наблюда-
ли развитие выраженного нейровоспаления в
тканях спинного мозга у мышей с нокаутом гена
IL-11Rα (IL-11Rα−/− и IL-11Rα+/−), которое ха-
рактеризовалось инфильтрацией макрофагами с
последующей демиелинизацией и снижением
числа нервных клеток. Это данные свидетель-
ствуют о значимости IL-11Rα в регуляции нейро-
воспаления [10].

Влияние экзогенного IL-11 оценивали на куль-
туре прогениторных олигодендроцитов (OPC)
крысы. Применение IL-11 повышало выживае-
мость клеток, уменьшая число клеток, гибнущих
по пути апоптоза, и потенцируя процесс деления
клеток. Кроме того, экзогенный IL-11 способен

снижать активацию CD4 лимфоцитов, воздей-
ствуя на клетки CD11c++. IL-11 может регулиро-
вать продукцию эффекторных цитокинов, воз-
действуя на клетки CD11c++ [10]. Изучено также
влияние рекомбинантного IL-11 при аутоиммун-
ном энцефаломиелите, который моделировали у
мышей. После появления признаков заболевания
животным вводили рекомбинантный IL-11 в дозе
25 или 50 мкг/кг/сут. Оказалось, что IL-11 в дозе
50 мкг/кг/сут снижал тяжесть заболевания: на-
блюдалось снижение степени демиелинизации и
потери олигодендроцитов, а также воспаления и
числа CD3 лимфоцитов. Более низкие дозы IL-11
не оказывали значимого эффекта [10].

Повышение концентрации IL-11 выявлено в
ликворе и сыворотке пациентов с рассеянным
склерозом. Сообщается, что основным источни-
ком IL-11 в крови являются клетки CD4+, а со-
держание таких клеток (IL-11+CD4+) повышено
у пациентов с рассеянным склерозом. Предпола-
гается, что повышенный уровень IL-11 может ин-
дуцировать дифференцировку и пролиферацию
клеток Th17, так как IL-11-индуцированная диф-
ференцировка Th17 ингибировалась антителом к
IL-11. При этом антитело к IL-6 не ингибировало
дифференцировку клеток Th17, т.е. IL-11-инду-
цированная дифференцировка Th17 не зависит от
IL-6. Участие клеток Th17 в развитии рассеянно-
го склероза подтверждается результатами не-
скольких исследований. Клетки Th17 человека слу-
жат источником эффекторных цитокинов IL-17A,
IL-17F, IL-21, IL-22 и TNF-α, которые опосреду-
ют продукцию воспалительных цитокинов, хемо-
кинов и металлопротеиназ, а также способствуют
привлечению гранулоцитов и лимфоцитов к ме-
стам воспаления. Миграцию клеток в ЦНС обес-
печивает рецептор хемокинов CCR6. Высокий
уровень экспрессии CCR6 на IL-11+ CD4+ клет-
ках может опосредовать их миграцию в ЦНС, что
объясняет повышение уровня IL-11 в спинномоз-
говой жидкости пациентов [30].

Появление очагов демиелинизации в белом
веществе больных рассеянным склерозом счита-
ется результатом скоординированного аутоим-
мунного процесса, который включает активацию
клеток микроглии в нервной ткани (местные ре-
зидентные макрофаги). На купризоновой модели
рассеянного склероза у мышей, показано, что
сверхэкспрессия IL-11, вызванная локальной до-
ставкой в очаг повреждения гена IL-11 с помо-
щью вирусного вектора, снижала степень демие-
линизации с одновременным ускорением про-
цесса ремиелинизации. Поскольку известно, что
микроглия участвует в фагоцитозе миелина, по-
лученные результаты могут указывать на способ-
ность IL-11 вносить коррективы в этот процесс.
Однако механизм того, каким образом микроглия
участвует в эффектах, вызванных IL-11, еще пред-
стоит выяснить. В эксперименте in vitro на клеточ-
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ной линии микроглии BV2 показано [11], что добав-
ление рекомбинантного IL-11 (1–30 нг/мл) дозоза-
висимо уменьшало степень фагоцитоза миелина.
Кроме того, использование IL-11 привело к уве-
личению толщины миелинового слоя, что указы-
вает на способность IL-11 усиливать процесс ре-
миелинизации, а не только замедлять демиели-
низацию, однако механизм этого еще предстоит
изучить [11].

Демиелинизация в купризоновой модели рас-
сеянного склероза также может зависеть от секре-
ции микроглией провоспалительных цитокинов,
токсичных для олигодендроцитов и нервных кле-
ток. Опубликованы данные о способности IL-11
ингибировать синтез TNF-α, IL-1β, IL-12, IL-6 и
продукцию NO активированными макрофагами
[31, 32], однако уровень провоспалительных ме-
диаторов в этом эксперименте не указан.

Изучено также участие IL-11 в ишемическом
повреждении мозга, которое моделировали на
мышах с помощью окклюзии средней мозговой
артерии. Показано снижение экспрессии мРНК
и белка IL-11 в первые 24 ч ишемии с дальнейшим
постепенным его увеличением. Внутривенное
введение рекомбинантного IL-11 в эксперименте
выявило противовоспалительный эффект этого
цитокина в дозах 20 и 40 мкг/кг, который приво-

дил к снижению маркеров активации астроцитов
и микроглии, а также уровня мРНК провоспали-
тельных цитокинов (IL-1β, IL-6, TNF-β). При
этом отмечено повышение уровня мРНК проти-
вовоспалительного цитокина (TGF-β1), уровня
супероксид-дисмутазы и снижение уровня мало-
нового диальдегида, что свидетельствует о сниже-
нии окислительного стресса в тканях мозга [12].

Стоит обратить внимание еще на один факт.
В одном из недавних исследований показано, что
цитокины семейства IL-6 могут опосредовать по-
вышение химиорезистентности клеток медуллоб-
ластомы. Культуры клеток медуллобластомы,
кондиционированные in vitro цитокинами IL-6,
OSM, LIF или IL-11, проявляют повышенную ак-
тивность JAK1/STAT3-сигнализации, при этом
развивается резистентность к ряду препаратов.
Применение ингибиторов gp130 или ингибиторов
JAK-киназ позволило эффективно преодолеть
резистентность экспрессирующих gp130 клеток
медуллобластомы к винкристину [33]. Получен-
ные данные могут указывать на ограниченную
применимость рекомбинантного IL-11, однако
необходимы дальнейшие исследования in vivo, а
также изучение опосредованного влияния цито-
кинов семейства IL-6 на другие виды опухолевых
клеточных линий.

Таблица 1. Участие IL-11 в патологиях нервной системы

Патологическое 
состояние Объект Функции IL-11 Источник

Болезнь Альцгеймера Культура нейробла-
стомы крысы B104

Выполняет нейропротекторную роль, ингибируя 
L-фосфосеринфосфатазу  [2]

Рассеянный склероз

Пациенты
Повышение IL-11 в астроцитах, IL-11R на олиго-
дендроцитах, индуцирует дифференцировку и 
пролиферацию Th17, независимо от IL-6

 [11, 29, 30]

Первичная культура 
астроцитов и олиго-
дендроцитов

Рекомбинантный IL-11 человека повышает число 
олигодендроцитов, снижает апоптоз, активирует 
ремиелинизацию

Мышь, культура клеток 
микроглии BV2

Ограничивает пролиферацию и способность мик-
роглии к фагоцитозу миелина, замедляет демиели-
низацию, способствует ускорению процесса 
ремиелинизации

Аутоиммунный энце-
фаломиелит

Мышь, культура клеток 
OPCs

Замедляет нейродегенерацию, снижая потери 
олигодендроцитов и нейронов, снижает нейровос-
паление и уровень цитотоксических лейкоцитов

 [10]

Ишемия Мышь

Снижает активацию нейроглии, провоспалитель-
ные цитокины (IL-1β, IL-6, TNFβ) и окислитель-
ный стресс в мозге, повышает уровень 
противовоспалительного цитокина TGF-β1

 [12]

Медуллобластома Культура клеток медул-
лобластомы Повышает химиорезистентность  [33]
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

IL-11 впервые выделили из фиброцитоподоб-
ных стромальных клеток костного мозга еще в
1990 г. и тогда же его нашли в головном мозге, од-
нако о функциях этого цитокина в нервной систе-
ме известно совсем немного. IL-11 обладает ней-
ропротекторными и противовоспалительными
свойствами, замедляет скорость развития нейро-
воспаления и апоптотической гибели нервных
клеток, которая наблюдается при различных пато-
логических состояниях нервной системы [34, 35].

IL-11 активирует процессы нейрогенеза (уско-
ряет скорость деления прогениторных нейронов
и олигодендроцитов), стимулирует процесс ре-
миелинизации аксонов при рассеянном склерозе.
Необходимы дополнительные исследования, ко-
торые расширят наши знания о роли этого цито-
кина при патологии центральной нервной системы.

Исследование выполнено за счет средств
ИЭМ в рамках государственного задания по теме
“Фармакологический анализ действия нейро-
тропных средств, изучение внутриклеточных ми-
шеней и создание систем направленной доставки”,
шифр 0557-2019-0004.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследования.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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The study of the role of cytokines in various pathological conditions of the body is one of the topical areas of
modern biomedicine. Interleukin 11 (IL-11) was discovered in 1990 in fibrocyte-like bone marrow stromal
cells, but there has been an increased interest in the cytokine in recent years. The cytokine plays a significant
role in the central nervous system; local expression of this cytokine by nerve cells has been shown. Studies
show the involvement of IL-11 in the mechanisms of development of a number of pathologies of the nervous
system. The review summarizes information that shows the involvement of IL-11 in the mechanisms of de-
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cation in the correction of mechanisms that are involved in the formation of pathological conditions of the
nervous system.
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Белок MLE (Maleless) Drosophila melanogaster – консервативная хеликаза, вовлеченная в широкий
спектр процессов регуляции экспрессии генов. У многих высших эукариот, включая человека, об-
наружен ортолог MLE, получивший название DHX9. DHX9 участвует в таких процессах, как под-
держание стабильности генома, репликация, транскрипция, сплайсинг, редактирование и транс-
порт клеточных и вирусных РНК, регуляция трансляции. Часть из этих функций изучена довольно
подробно, но большая часть остается неохарактеризованной. Изучение функций ортолога MLE у
млекопитающих in vivo ограничено тем, что потеря этого белка приводит к эмбриональной леталь-
ности. Хеликазу MLE у D. melanogaster первоначально обнаружили и долгое время изучали как
участника процесса дозовой компенсации. Однако в последние годы появились данные о том, что
в клетках D. melanogaster и в клетках млекопитающих хеликаза MLE участвует в одних и тех же про-
цессах, при этом многие функции этого белка эволюционно консервативны. Кроме того, в экспе-
риментах на D. melanogaster обнаружены такие новые важные функции MLE, как участие в гормон-
зависимой регуляции транскрипции, взаимодействие с транскрипционным комплексом SAGA и
другими кофакторами транскрипции и комплексами ремоделирования хроматина. В отличие от
млекопитающих, мутации mle не приводят к гибели D. melanogaster на эмбриональной стадии, что
позволяет изучать функции этого белка in vivo на протяжении всего онтогенеза у самок и до стадии
куколки у самцов. Ортолог MLE у человека рассматривается как потенциальная мишень для проти-
воопухолевой и противовирусной терапии. Поэтому изучение функций этой хеликазы на модель-
ном организме D. melanogaster представляется важным и перспективным как в фундаментальном,
так и в прикладном аспектах. В настоящем обзоре рассмотрено систематическое положение, домен-
ное строение, а также консервативные и специфические функции хеликазы MLE D. melanogaster.

Ключевые слова: MLE, DHX9, РНК-хеликаза, D. melanogaster, экспрессия генов
DOI: 10.31857/S0026898423010123, EDN: AYAXGF

СИСТЕМАТИЧЕСКОЕ ПОЛОЖЕНИЕ MLE
Белок MLE относится к хеликазам, обширно-

му классу ферментов, представленному во всех
клеточных формах жизни и у многих вирусов [1–
3]. На основании анализа аминокислотной по-
следовательности, структуры и функций выделя-
ют шесть суперсемейств хеликаз (SF1–6), кото-
рые, в свою очередь, делятся на семейства [4].
MLE входит в состав семейства хеликаз с DExH-
боксом, входящего в суперсемейство SF2. Пред-
ставители суперсемейства SF2 содержат консер-
вативное каталитическое “ядрo”, состоящее из
двух глобулярных RecA-подобных доменов, сход-
ных с доменами бактериальной рекомбиназы А,
каждый из которых состоит из пяти β-структур,
окруженных пятью α-спиралями. В последова-
тельности RecA-подобных доменов выделяют от
7 до 12 наиболее консервативных аминокислот-

ных мотивов [1]. Еще совсем недавно семейство
хеликаз с DExH-боксом объединяли в одну груп-
пу с DEAD-бокс-хеликазами и называли их хели-
казами с DExD/H-боксом, однако со временем
обнаружили принципиальные различия как в
аминокислотной последовательности, так и в
биохимических свойствах этих белков, что приве-
ло к выделению двух отдельных семейств в соста-
ве SF2: DEAD-бокс (альтернативное название
DExD, или DDX) и DEAH/RHA (DExH, DHX).
Свои названия эти два семейства получили по ами-
нокислотной последовательности консервативного
мотива II, представленного у этих белков последо-
вательностями Asp-Glu-x-Asp и Asp-Glu-x-His, где
x – остаток любой аминокислоты. Мотив II –
главный сайт связывания и гидролиза NTP, кото-
рый взаимодействует с их β- и γ-фосфатными
группами, координируя ион Mg2+.

УДК 577.216.4

ОБЗОРЫ
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Несмотря на структурное сходство, выявлены
и существенные различия в ключевых аминокис-
лотных остатках консервативных мотивов белков
семейств DDХ и DHХ. Как следствие, хеликазы
DHХ могут гидролизовать любые нуклеотиды, в
то время как хеликазы DDХ – только ATP. Это
свойство хеликаз связано с дополнительным кон-
сервативным Q-мотивом, расположенным непо-
средственно перед мотивом I в последовательно-
сти хеликаз DDХ. Q-мотив образует контакт с
остатком аденина, что и обеспечивает специфич-
ность узнавания ATP. У хеликаз DHХ Q-мотив от-
сутствует. Другое отличие хеликаз DDХ и DHX
состоит в том, что хеликазы DDX осуществляют
непроцессивное локальное расплетание молеку-
лы нуклеиновой кислоты без транслокации. Хе-
ликазы же семейства DHX с умеренной процес-
сивностью расплетают нуклеиновые кислоты, пе-
ремещаясь вдоль молекулы в 3'→5'-направлении
(есть исключение), часто этим хеликазам для свя-
зывания с субстратом нужен “свободный” одно-
цепочечный 3'-конец.

СТРОЕНИЕ MLE, БИОХИМИЧЕСКАЯ 
АКТИВНОСТЬ in vitro

Хеликаза MLE консервативна у высших эука-
риот и все ее ортологи имеют одинаковое строе-
ние. Ортологи MLE найдены у человека и других
млекопитающих (Bos taurus, Mus musculus), а так-
же у других высших эукариот: Caenorhabditis ele-
gans, Arabodopsis thaliana [5–7], но не обнаружены
у птиц [8, 9]. В настоящее время все эти белки-ор-
тологи имеют общее название DHX9. Далее мы
будем использовать название MLE для белка
Drosophila melanogaster, а DHX9 – для обозначе-
ния его ортологов у других организмов. Обнару-
жен высокий уровень гомологии DHX9 у разных
организмов: гомология между белками разных
видов млекопитающих составляет 90% и более. У
белков D. melanogaster и человека идентичны 50%
аминокислотных остатков, а 85% – подобны. По-
ликлональные антитела к MLE D. melanogaster
распознают DHX9 в экстракте клеток HeLa [5].

Белки DHX9 человека и белки C. elegans и A. tha-
liana имеют 42 и 27% идентичных аминокислот-
ных остатков соответственно [10]. Все эти белки
имеют сходные размеры (1270 аминокислотных
остатков у человека и 1293 – у D. melanogaster) и
одинаковую доменную структуру [10–13].

Строение белка MLE представлено на рис. 1.
В центральной части молекулы расположено ха-
рактерное для хеликаз DHX каталитическое ядро,
содержащее восемь консервативных мотивов, ор-
ганизованных в два хеликазных RecA-подобных
домена. В первом домене располагаются мотивы
I–III, а во втором – IV–VI. Связывание NTP и
нуклеиновой кислоты происходит в углублении
между доменами. Остатки глутаминовой и аспа-
рагиновой кислоты в мотиве II, представленном
последовательностью DEIH, как сказано выше,
координируют катион Mg2+ и взаимодействуют с
β- и γ-фосфатными группами NTP. Также во вза-
имодействии с NTP и его гидролизе участвуют
мотивы I и VI. Мутация mleGET (замена одного
аминокислотного остатка К413E в мотиве I) при-
водит к полной потере АТРазной активности бел-
ка. Мотив III отвечает за хеликазную активность,
т.е. за связь гидролиза NTP с расплетанием нукле-
иновой кислоты, а мотивы Ia, Ib, IV и V – за связы-
вание нуклеиновой кислоты. Сразу за RecA-по-
добными доменами локализован ассоциирован-
ный с хеликазой домен НА2. На N-конце белка
находятся два домена связывания дцРНК
(dsRBD1, dsRBD2), а затем небольшой (пример-
но 50 аминокислотных остатков) домен трансак-
тивации MTAD [11]. За каталитическим ядром
располагается район связывания олигосахари-
да/олигонуклеотида (OB-fold), затем следует сигнал
ядерной локализации и глицин-богатая C-конце-
вая область (Gly). Особенностью С-концевой обла-
сти MLE является 9-кратный несовершенный по-
втор последовательности GGGYGNN [14], где
тирозин занимает каждое седьмое положение в
пределах повтора. Такое псевдогептадное распо-
ложение тирозина может указывать на формиро-
вание амфипатической спирали с гидрофобной

Рис. 1. Доменная структура белка MLE. Районы, соответствующие определенным доменам, обозначены серым цве-
том. Линкерные участки обозначены белым цветом. Представлены два домена связывания дцРНК – dsRBD1 и
dsRBD2, минимальный домен трансактивации MTAD, каталитическое ядро, состоящее из доменов RecA1 и RecA2 и
хеликаза-ассоциированного домена HA2, область связывания олигосахарида/олигонуклеотида OB-fold, сигнал ядер-
ной локализации NLS, глицин-богатый С-концевой домен Gly. Консервативные мотивы в составе каталитического
ядра обозначены римскими цифрами, мотив DExН представлен последовательностью DEIH. Подчеркнуты консерва-
тивные аминокислотные остатки в мотиве I: K413 и T415, замены которых приводят к мутациям, mleGET и mlenapts со-
ответственно.

RecA1 RecA2

dsRBD1 dsRBD2
1 105 257 325 376 385 562 789 994 1069 1170 1193 1293

GKTT DEIH

MTAD HA2 OB-fold NLS GlyI Ia Ib II III IV V VI
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поверхностью, которая может участвовать в
межмолекулярных взаимодействиях [15]. Доме-
ны dsRBD2, НА2 и OB-fold необходимы для хели-
казной активности MLE in vitro, в то время как
dsRBD1 и С-концевой глицин-богатый домены для
этого не важны. Однако эти домены необходимы
для определения специфичности связывания MLE
с нуклеиновыми кислотами и белками in vivo. В
частности, dsRBD1 определяет связывание MLE
с X-хромосомой самцов, а С-концевой домен обес-
печивает ядерную локализацию [15].

Белок без dsRBD1 и С-концевого домена был
кристаллизован в присутствии аналога ATP и
оцРНК [12]. Выявлены многочисленные взаимо-
действия доменов dsRBD2 и OB-fold с каталити-
ческим ядром, образованным доменами RecA1,
RecA2 и HA2. “Оборачиваясь” вокруг каталити-
ческого ядра, они формируют вместе с ним коль-
цевую структуру неправильной формы. Направ-
ляемая доменами dsRBD2 и OB-fold оцРНК про-
ходит по каналу внутри кольцевой структуры.

Биохимическая активность MLE D. melano-
gaster и DHX9 человека подробно изучена in vitro.
Показана способность DHX9 расплетать самые
разнообразные субстраты (рис. 2), в том числе
G-квадруплексы в ДНК и РНК [5, 10, 15, 16].
Экспериментально обнаружены две особенно-
сти MLE in vitro, не характерные для других хе-
ликаз DHX, а именно, исключительно высокая
аффинность к полиуридиновым последователь-
ностям, а также зависящая от домена dsRBD2
способность расплетать дуплексы РНК с “тупы-
ми” концами (без выступающего одноцепочеч-
ного 3'-конца) [12].

Таким образом, хеликаза MLE in vitro способна
без участия N-и C-концевых доменов расплетать
вторичные структуры в молекулах нуклеиновых
кислот, перемещаясь в 3' → 5'-направлении. При
этом in vivo домены на N- и C-концах молекулы
MLE обеспечивают взаимодействие с разными
белковыми факторами и определяют специфич-
ность функций этой хеликазы.

Рис. 2. Схематическое изображение образованных ДНК и РНК структур, которые способны расплетать in vitro MLE и
ее ортолог у млекопитающих. Указаны биологические процессы, в которых образуются эти структуры. Звездочкой от-
мечены дуплексы РНК с “тупыми” концами, способность расплетать которые показана только для MLE D. melanogas-
ter. Схема с модификациями, введенными нами, цитирована по [10, лицензия Creative Commons Attribution License].
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ФУНКЦИИ MLE 
В ДОЗОВОЙ КОМПЕНСАЦИИ

MLE экспрессируется на всех стадиях разви-
тия самцов и самок D. melanogaster и имеет ядер-
ную локализацию. Исторически сложилось так,
что в большей части научных исследований хели-
казу MLE рассматривали как компонент ком-
плекса дозовой компенсации, специфичного для
D. melanogaster. За последние три десятилетия
опубликовано множество работ, посвященных
дозовой компенсации, и подробное рассмотре-
ние этой темы выходит за рамки данного обзора.
Здесь представлены только общие сведения о со-
ставе и функциях комплекса дозовой компенса-
ции, более подробно будут рассмотрены другие
функции MLE.

Комплекс дозовой компенсации у D. melano-
gaster (MSL – male specific lethal) – это РНП-ком-
плекс, формирующийся только у самцов и необ-
ходимый для их жизнеспособности. Комплекс
MSL необходим для выравнивания уровней экс-
прессии генов в одной Х-хромосоме самцов и
двух Х-хромосомах самок. В состав комплекса
помимо MLE входят еще четыре белка – MSL1,
MSL2, MSL3 и MOF (males absent on the first), и
одна из двух длинных некодирующих РНК, roX1
или roX2 (RNA on the X 1 или 2) [17–21]. MSL1,
MSL2, MSL3 и MOF связаны белок-белковыми
взаимодействиями и формируют гетерооктамер,
а MLE входит в состав комплекса через взаимо-
действие с РНК roX.

Встраивание одной из РНК roX в MSL необхо-
димо для его функционирования [22, 23]. РНК
roX1 и roX2 отличаются по размеру и последова-
тельности, но имеют общие консервативные мо-
тивы вблизи 3'-конца: обогащенные уридином
последовательности, названные roX-box. Эти по-
следовательности необходимы для формирова-
ния вторичных структур стебель–петля. MLE
связывается с одноцепочечной последовательно-
стью петли и расплетает РНК-дуплекс спираль-
ного стебля, открывая тем самым сайты связыва-
ния белка MSL2 [18, 24–27]. Таким образом MLE
интегрирует РНК roX в комплекс MSL [28–30].

Из перечисленных компонентов комплекса
MSL только MSL2 и roX экспрессируются специ-
фично у самцов и отсутствуют у самок D. melano-
gaster [31, 32]. У самцов функциональный ком-
плекс MSL собирается на X-хромосоме в так на-
зываемых высокоаффинных участках (High
Affinity Sites, HAS), а затем распространяется по
всей длине Х-хромосомы [2, 33]. В разных иссле-
дованиях выявлено от нескольких десятков до
полутора сотен высокоаффинных сайтов, самы-
ми сильными из них являются гены roX1 и roX2.
Последовательности HAS содержат GA-богатый
мотив длиной 21 п.н., названный MRE (MSL Rec-
ognition Element). Цистеин-богатый домен белка

MSL2 способен связываться с MRE, что частично
определяет связывание комплекса MSL c X-хро-
мосомой.

Анализ ряда мутаций MLE позволил устано-
вить, что замена K413E (мутация mleGET), наруша-
ющая АТРазную и хеликазную активности белка,
приводит к тому, что комплекс MSL, в состав ко-
торого входит такой белок, остается связанным с
высокоаффинными сайтами и не распространя-
ется по всей длине X-хромосомы. Это нарушает
дозовую компенсацию и приводит к летальности
самцов на стадии поздней личинки. Для более
точного исследования функции MLE в распро-
странении комплекса по X-хромосоме подобра-
ны мутации, избирательно блокирующие хели-
казную активность при сохранении АТРазной:
аминокислотные замены в мотиве III и делеция
мотива V. Комплекс MSL, содержащий такой де-
фектный белок MLE, сохраняет способность ак-
тивировать экспрессию гена, расположенного в
непосредственной близости к высокоаффинному
сайту, но при этом не происходит распростране-
ния комплекса на большие расстояния, как и в
случае с mleGET. Это означает, что для распростра-
нения комплекса MSL по всей длине X-хромосо-
мы необходима хеликазная активность MLE [2,
33, 34].

Итак, хеликаза MLE необходима для включе-
ния РНК roX в комплекс MSL и распространения
этого комплекса по всей длине X-хромосомы
самцов, что, в свою очередь, необходимо для до-
зовой компенсации.

Классические представления о механизмах
дозовой компенсации у D. melanogaster связыва-
ют уравнивание экспрессии одной дозы генов
Х-хромосомы у самцов и двух доз генов Х-хро-
мосомы у самок с двукратной активацией экс-
прессии Х-хромосомы у самцов [17–19]. Дей-
ствительно, MOF является ацетилтрансферазой
гистонов, специфично ацетилирующей H4K16.
Обогащение Х-хромосомы самцов H4K16ac за
счет активности MOF в составе комплекса MSL
приводит к деконденсации хроматина и способ-
ствует активации транскрипции [35]. Показано,
что усиление экспрессии X-сцепленных генов
осуществляется как на стадии рекрутирования
РНК-полимеразы II (PolII), так и на последую-
щих стадиях инициации транскрипции и выхода
РolII из состояния паузы [18, 19]. Однако в изуче-
нии феномена дозовой компенсации у D. melano-
gaster остается много вопросов. Исследователи
сходятся на том, что в специфическое распозна-
вание Х-хромосомы самцов и достижение адек-
ватных уровней экспрессии Х-сцепленных и
аутосомных генов вовлечено много факторов,
взаимодействующих с комплексом MSL или дей-
ствующих независимо от него. Последнее заклю-
чение связано с тем, что у триплоидных по Х-хро-
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мосоме самок D. melanogaster (метасамки), не-
смотря на отсутствие у них функционального
комплекса MSL, наблюдается дозовая компенса-
ция, при которой X-сцепленные гены экспресси-
руются на том же уровне, что и у диплоидных са-
мок, а экспрессия аутосомных генов снижается
[36]. Не известно, каким образом обеспечивается
точное двукратное усиление экспрессии генов
Х-хромосомы самцов. В ряде исследований пока-
зано, что комплекс MSL не обеспечивает полной
компенсации, усиливая экспрессию не вдвое, а
менее чем в 1.5 раза [17, 19, 37–39]. При этом по-
вышение уровня H4K16ac может привести к ак-
тивации генов X-хромосомы более чем в 2 раза.
Согласно последним данным, в ограничение ак-
тивации до двукратного уровня вовлечен белок
Mtor. который связывается с комплексом MSL
[40]. Кроме того, в дозовую компенсацию вовле-
чены факторы, участвующие в формировании ге-
терохроматина, ремоделировании хроматина и
РНК-интерференции [17].

Существует также альтернативная гипотеза,
которая представляет дозовую компенсацию у
D. melanogaster как компенсацию глобального
анеуплоидного эффекта, вызванного Х-моносо-
мией [36, 41–45]. Моносомия Х-хромосомы мо-
жет привести к увеличению количества не ис-
пользованных транскрипционных активаторов у
самцов по сравнению с самками, что, в свою оче-
редь, может привести к повышению экспрессии
генов других хромосом. Согласно этой гипотезе,
усиленное ацетилирование Х-хромосомы ком-
плексом MSL позволяет секвестрировать лиш-
ние активаторы хроматина с аутосом, предотвра-
щая тем самым их гиперактивацию. В этом слу-
чае результаты анализа экспрессии генов у MSL-
мутантов интерпретируются как общее увеличе-
ние экспрессии аутосомных генов, а не сниже-
ние экспрессии Х-сцепленных генов. Для про-
верки этой гипотезы необходимы исследования,
в которых нормализация глобального тран-
скриптомного анализа будет основана на внеш-
нем эталоне [18].

Дисбаланс в геноме млекопитающих и челове-
ка при анеуплоидии имеет сильнейший физиоло-
гический эффект, чаще всего приводящий к эм-
бриональной летальности [46–48], анеуплоидия
характерна также для раковых клеток, ее находят
более чем в 90% солидных опухолей [49, 50]. По-
скольку у млекопитающих DHX9 участвует в эм-
бриогенезе как самцов, так и самок, изначально
предполагалось, что она не имеет отношения к
дозовой компенсации. Однако поскольку DHX9
вовлечена в канцерогенез (что будет рассмотрено
ниже), ее влияние на регуляцию анеуплоидного
эффекта в клетках опухолей представляется впол-
не возможным. Эти вопросы представляют не
только фундаментальный, но и прикладной инте-
рес для медицины.

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ MLE
С РНК-ПОЛИМЕРАЗОЙ II

Хеликаза MLE обладает способностью акти-
вировать транскрипцию, физически взаимодей-
ствуя с PolII [11, 51, 52]. За эту функцию отвечает
минимальный домен трансактивации (MTAD) –
небольшой консервативный домен (~50 амино-
кислотных остатков), предшествующий катали-
тическому ядру хеликазы. Особенно важны для
взаимодействия с PolII остатки триптофана в
консервативных положениях MTAD (у D. melano-
gaster это W328, W335 и W338). MLE с делецией
участка 326–378, включающей всю последова-
тельность MTAD, равно как и MLE с заменой
трех консервативных остатков триптофана на
остатки аланина, не взаимодействует с PolII. Эта
функция MLE консервативна в эволюции, она
показана также для DHX9 человека и нематоды
C. elegans [11]. MTAD MLE может взаимодейство-
вать как с гиперфосфорилированной (элонгиру-
ющей), так и (преимущественно) с гипофосфо-
рилированной (инициаторной) формами PolII.
Исследования in vivo показали, что MLE с деле-
цией MTAD не спасает летальный фенотип сам-
цов с нуль-аллелем mle, что указывает на необхо-
димость MTAD для функционирования MLE в
комплексе MSL. Интересно, что MLE с заменами
консервативных остатков триптофана, как и
MLE дикого типа, имеет ядерную локализацию, а
MLE с делецией MTAD находится и в ядре, и в
цитоплазме, несмотря на присутствие интактного
сигнала ядерной локализации на С-конце белка.
Природа этого явления на данный момент не яс-
на. В экспериментах с репортерными трансгена-
ми показана способность MTAD активировать
транскрипцию не только с промотора roX, извест-
ной мишени комплекса MSL, но и транскрипцию
с промотора гена теплового шока hsp70, на кото-
рую MSL не влияет. Показано, что MLE D. melano-
gaster, как и ее ортолог у млекопитающих, может
активировать транскрипцию независимо, а не как
компонент комплекса дозовой компенсации [11].

Чтобы получить представление о возможной
роли MLE в регуляции транскрипции in vivo, про-
ведено картирование сайтов связывания MLE на
политенных хромосомах из слюнных желез личи-
нок D. melanogaster на стадии L3 у обоих полов [53].
Обнаружено, что паттерн распределения MLE в
составе комплекса MSL на Х-хромосоме самцов
не зависит от стадии развития и, соответственно,
от активного или неактивного статуса района
связывания. В то же время отмечено, что MSL-
независимое распределение MLE на аутосомах
идентично у обоих полов, зависит от транскрип-
ционного статуса района и напоминает паттерн
распределения элонгирующей формы PolII. MLE
связывается практически со всеми “пуффами
развития”, экдизоновыми пуффами, типичными
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для анализируемых стадий, а также со многими
“интербэндами”. MLE присутствует в пуффах и
на Х-хромосомах самок. После кратковременно-
го теплового шока белок MLE можно обнаружить
во многих пуффах, появляющихся при тепловом
шоке. В частности, сильный сигнал наблюдался в
районах 87C, 93D и 95D, но никогда в районе 87A.
Два соседних района 87A и 87C, как известно,
развиваются благодаря активности кластера ге-
нов hsp70 [54]. Однако в отличие от района 87A,
район 87C содержит не только кластер hsp70, но и
αγ-элемент, с которого синтезируется некодиру-
ющая РНК теплового шока (hshRNA), обладаю-
щая неизвестными на данный момент функция-
ми [55]. Поскольку в условиях, не зависящих от
теплового шока, MLE у обоих полов не связыва-
ется с районом 87C, предполагается, что hshRNA,
которая принадлежит к тому же классу некодиру-
ющих РНК, что и roX, может быть специфиче-
ской мишенью MLE.

Таким образом, независимо от других белков
комплекса MSL, MLE взаимодействует с наиболее
заметными транскрипционно-активными райо-
нами хромосом и, вероятно, проявляет повышен-
ную аффинность к транскриптам определенных
генов [53].

Показано также, что DHX9 участвует в регуля-
ции транскрипции генов человека, привлекая
PolII непосредственно на промотор генов-мише-
ней. DHX9 специфически связывается с опреде-
ленными последовательностями ДНК в промо-
торных областях этих генов [56–58]. Кроме того,
DHX9 может активировать транскрипцию, свя-
зываясь одновременно с PolII (через MTAD) и с
такими факторами транскрипции, как CBP/p300
и BRCA1 (через домены dsRBD) [59, 60]. В ряде
случаев DHX9 может репрессировать транскрип-
цию. Связываясь с активатором транскрипции
TonEBP, DHX9 ингибирует его активность посред-
ством неизвестного механизма, привлекая, воз-
можно, в область транскрипции другие белки [61].

ФУНКЦИИ MLE В СПЛАЙСИНГЕ 
И РЕДАКТИРОВАНИИ пре-мРНК

Первую функцию MLE, не имеющую отно-
шения к дозовой компенсации, выявили еще в
1991 году, но ее механизм долгое время оставался
неизвестным [62]. Обнаружено, что мутация mlenapts

вызывает “паралитический” фенотип как у са-
мок, так и у самцов при повышенной температу-
ре. Этот фенотип обусловлен снижением экс-
прессии белка Na+-каналов, что приводит, в свою
очередь, к блокаде потенциала действия. Даль-
нейшее изучение показало, что транскрипт гена
para, кодирующего белок Na+-каналов, в норме
подвергается редактированию, при котором аде-
нин дезаминируется с образованием инозина

(который в дальнейшем при трансляции ведет се-
бя как гуанин) [63, 64]. Для редактирования необ-
ходимо образование двухцепочечной структуры в
РНК, включающей редактируемый экзон и сле-
дующий за ним интрон. На фоне мутации mlenapts,
которая приводит к замене T415S в мотиве I, по-
вышение температуры приводит к тому, что более
80% транскриптов para представлены аберрант-
ными мРНК, в которых пропущен редактируе-
мый экзон. В то же время, нуль-мутация mle не
имеет паралитического фенотипа. Считается, что
в норме MLE дикого типа расплетает двухцепо-
чечную структуру в районе редактируемого экзо-
на. Повышение температуры вызывает измене-
ние конформации мотива I с заменой T415S, что
приводит к снижению каталитической активно-
сти MLE. При этом мутантный белок остается
связанным с дцРНК, которую он не может рас-
плести, а донорный сайт сплайсинга редактируе-
мого экзона остается заблокированным. В этом
случае сплайсинг происходит “в обход” заблоки-
рованного донорного сайта с пропуском экзона.
Поскольку нуль-мутация mle такого эффекта не
вызывает, можно предположить, что при полном
отсутствии MLE расплетание вторичной структу-
ры пре-мРНК гена para выполняет какая-то дру-
гая хеликаза [63].

Регуляция сопряженного с редактированием
сплайсинга para – единственный изученный на
данный момент пример участия MLE в регуляции
сплайсинга пре-мРНК конкретного гена у
D. melanogaster. Однако масс-спектрометриче-
ский анализ белков, которые MLE соосаждает из
экстракта клеток S2 [65], показал, что самая мно-
гочисленная функциональная группа (19 белков)
представлена белками, участвующими в сплай-
синге. Нокдаун MSL не влияет на взаимодей-
ствие с 15 из этих белков, указывая на то, что MLE
в сплайсинге участвует в форме, свободной от
комплекса MSL. Кроме того, большая часть обна-
руженных взаимодействий (16 из 19) была РНК-
зависимой: при обработке РНКазой взаимодей-
ствия между белками исчезали. Эти данные со-
гласуются с представлениями о том, что MLE в
процессе сплайсинга осуществляет расплетание и
ремоделирование вторичных структур, образую-
щихся в пре-мРНК. Взаимодействие с тремя из
обнаруженных белков изучили отдельно и под-
твердили с помощью коиммунопреципитации и
Вестерн-блот-анализа. Эти три белка, Pep (Pro-
tein on ecdysone puffs, CG6143), Hrb87F (heteroge-
neous nuclear ribonucleoprotein at 87F, CG12749) и
Hrb98DE (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
at 98DE, CG9983), – гетерогенные ядерные рибо-
нуклеопротеины, участвующие в процессинге
РНК и депонировании белка гетерохроматина
(HP1a). Они коиммунопреципитируют с MLE
РНК-зависимо и независимо от MSL-комплекса.
Pep и Hrb87F взаимодействуют с белком HP1a,
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который участвует в сайленсинге генов и форми-
ровании гетерохроматина, а также в регуляции
многочисленных генов эухроматина [66]. Белок
Hrb98DE является близким гомологом белка
Hrb87F (эти белки идентичны на 80%) и оба они
гомологичны гяРНП A1 (hnRNP A1). Эти белки
участвуют преимущественно в регуляции альтер-
нативного сплайсинга мРНК и, по-видимому,
взаимозаменяемы [65, 67, 68]. Показано, что
DHX9 человека входит в состав пресплайсосомы
[69], связывается как с мРНК, так и с пре-мРНК
[70], взаимодействует с белком-регулятором
сплайсинга MBNL1 [71], а также с белком SMN,
компонентом мяРНП (snRNP) [72]. Кроме того,
DHX9, функционируя согласованно с ADAR2,
координирует редактирование и сплайсинг пре-
мРНК рецептора глутамата [73]. Как и в случае ге-
на para, редактирование и сплайсинг пре-мРНК
рецептора глутамата являются конкурирующими
процессами: ферменту ADAR2 для осуществле-
ния редактирования требуется транскрипт, со-
держащий вторичную структуру стебель–петля,
которая секвестрирует 5'-сайт сплайсинга. Счи-
тается, что DHX9 расплетает этот двухцепочеч-
ный участок пре-мРНК после редактирования и
тем самым делает возможным последующий пра-
вильный сплайсинг. Таким образом, участие
MLE в регуляции сплайсинга консервативно в
эволюции и не имеет отношения к дозовой ком-
пенсации.

В упомянутом выше масс-спектрометрическом
исследовании [65], помимо взаимодействия MLE
с белками сплайсосомы, выявлено еще несколько
десятков взаимодействий MLE с белками, участ-
вующими в метаболизме нуклеиновых кислот. В
том числе, найдены взаимодействия с нескольки-
ми РНК-хеликазами, факторами, регулирующи-
ми трансляцию, белками, ремоделирующими
хроматин. Дальнейшее изучение функций MLE
происходило в следующих направлениях: иссле-
дование конкретных функций MLE в РНК-ин-
терференции [74], ремоделировании хроматина и
регуляции экспреcсии экдизонзависимых генов
[65, 75], о чем пойдет речь далее.

MLE И РНК-ИНТЕРФЕРЕНЦИЯ
В число белков, взаимодействующих с MLE,

входят Ago2 и Dicer2 [65]. Обнаружено также, что
помимо своих главных мишеней – РНК roX,
MLE связывается в клетках S2 D. melanogaster c
целым рядом пре-мРНК и мРНК, локализуясь
преимущественно в интронах и в 3'-UTR (un-
translated regions), образующих вторичные струк-
туры [76]. Возникло предположение, что MLE
участвует в раcплетании котранскрипционно ге-
нерируемых шпилек РНК [74]. Для проверки
этой гипотезы проанализированы линии D. mela-
nogaster, полученные в рамках проекта Transgenic

RNAi Project (TRiP) и Венского исследователь-
ского центра дрозофилы (VDRC). Эти линии не-
сут распределенные по всему геному D. melanogas-
ter индуцибельные трансгены, экспрессирующие
шпилечные РНК, специфичные для определен-
ных кодирующих генов [77–80]. На политенных
хромосомах MLE специфически выявляется в ме-
стах транскрипции этих трансгенов, и связыва-
ние MLE не зависит от размера шпильки или ее
геномного расположения. Параллельный анализ
трансгенов Notch и Egfr (epidermal growth factor re-
ceptor) показал, что MLE необходима для функци-
ональной интерференции РНК in vivo. Нуль-му-
тация mle в гомозиготном состоянии резко сни-
жает эффективность интерференции РНК в
трансгенных мухах, что приводит к спасению фе-
нотипа индуцированных мутаций. По предполо-
жению авторов, связывание MLE со шпильками
РНК может быть важным для их переноса в цито-
плазму, и MLE может участвовать в формирова-
нии комплекса RISC. Альтернативная гипотеза
заключается в том, что MLE может устранять не-
правильное сворачивание только что транскри-
бированных шпилек РНК, что позволяет им
участвовать в интерференции РНК. Возможно,
что MLE вмешивается в редактирующую актив-
ность фермента ADAR. Дезаминирование адени-
на до инозина может привести к снижению ком-
плементарности и нестабильности дцРНК, что
ограничивает синтез эффективных siРНК. MLE
может физически блокировать связывание ADAR
со шпильками РНК или же расплетать структуры,
участвующие в рекрутировании ADAR. Все рас-
смотренные гипотезы не являются взаимоисклю-
чающими. В то же время, данные об участии
DHX9 млекопитающих в интерференции РНК
противоречивы [81–83].

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ MLE 
С КОМПЛЕКСАМИ РЕМОДЕЛИРОВАНИЯ 

ХРОМАТИНА

Взаимодействие MLE с белками Mi-2, MEP-1
и p66 не зависит от MSL, а обработка иммунопре-
ципитатов РНКазой ослабляет, но не разрушает
полностью эти взаимодействия [65]. Таким обра-
зом, MLE можно рассматривать как функцио-
нального партнера комплексов NuRD и dMEC.
NuRD – это комплекс, который увеличивает
плотность гистонов/нуклеосом на определенных
последовательностях ДНК по всему геному и от-
вечает за изменения в организации нуклеосом в
соседних локусах [84]. Как это часто бывает с
комплексами ремоделирования хроматина,
NuRD и dMEC могут участвовать как в репрес-
сии, так и в активации генов [85]. У D. melanogaster
комплекс NuRD, выделенный из эмбрионов, со-
держит девять субъединиц. В состав комплекса
входят такие белки, как деацетилаза гистонов
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RPD3, белок с цинковым пальцем MEP-1 и ДНК-
связывающая АТРаза CHD4/Mi-2, обладающая
хеликазной активностью [85]. MEP-1 и Mi-2 так-
же образуют отдельный комплекс dMEC [86].
Субъединица Mi-2, общая для обоих комплексов,
необходима для экспрессии генов теплового шо-
ка [87], она играет важную роль в поддержании
структуры хромосом, поскольку влияет на функ-
цию когезина [88]. Участки связывания MLE и
Mi-2 в геноме существенно перекрываются, при
этом большая часть общих сайтов совпадает с эн-
хансерами (54%), промоторами и сайтами стартов
транскрипции (TSS) – 37%. Вопрос о функцио-
нальной значимости взаимодействий MLE с ком-
понентами комплексов NuRD и dMEC остается
открытым [65].

MLE взаимодействует также с субъединицами
комплекса SWI/SNF (Brm, PB, Bap170) [75].
Функциональная значимость этого взаимодей-
ствия изучена на примере регуляции транскрип-
ции SWI/SNF-зависимого позднего гена экдизо-
нового каскада ftz-f1. Ген ftz-f1 кодирует ядерный
рецептор, играющий важную роль в процессе он-
тогенеза D. melanogaster. Транскрипция этого гена
в начале метаморфоза происходит с участием па-
узированной РolII, ограничена узким периодом
времени и подвержена сложной многоступенча-
той регуляции. Важную роль в адекватной экс-
прессии гена ftz-f1 играет физическое сближение
промотора и энхансера, расположенного в пер-
вом интроне. Привлечение SWI/SNF на промо-
тор и энхансер гена важно для их взаимодействия.
При нокдауне субъединицы SWI/SNF, привлека-
ющей комплекс на ген, связь промотора с энхан-
сером ослабевает. При этом в начале метаморфо-
за ген ftz-f1 начинает экспрессироваться прежде-
временно, а его транскрипция остается на низком
уровне [89–91]. Изучение связывания MLE с ге-
ном ftz-f1 в процессе его активации показало, что
профиль связывания MLE повторяет профиль
связывания комплекса SWI/SNF. MLE сильнее
всего связан с промотором и энхансером, и это
связывание усиливается в процессе активации
транскрипции. Нокдаун MLE в модельной систе-
ме в клетках S2 и мутация mle в гомозиготном со-
стоянии in vivo вызывают эффект, сходный с опи-
санным для SWI/SNF: происходит преждевре-
менная, но при этом недостаточная активация
гена ftz-f1 [75]. Чтобы исключить возможное вли-
яние комплекса MSL, в эксперименте использо-
вали личинок и предкуколок исключительно
женского пола. Итак, MLE совместно с комплек-
сом SWI/SNF связывается c регуляторными эле-
ментами гена ftz-f1 и влияет на его транскрипцию.
Предположительно, MLE в процессе экспрессии
данного гена расплетает сложные аберрантные
структуры (РНК-вилки, РНК-петли, РНК-G-квад-
руплексы и др.), которые образуются в процессе
транскрипции с участием паузированной РolII, а

также при сближении промотора и энхансера и
одновременном прохождении транскрипции.

УЧАСТИЕ MLE В РЕГУЛЯЦИИ 
ЭКСПРЕССИИ РАННИХ ГЕНОВ 

ЭКДИЗОНОВОГО КАСКАДА
Поскольку, как описано выше, MLE связыва-

ется с экдизоновыми пуффами на политенных
хромосомах личинок D. melanogaster, а также вза-
имодействует с белком Pep, который характери-
зуется таким же распределением, закономерно
возник вопрос об участии MLE в экдизоновом
генном каскаде. (Влияние MLE на транскрипцию
гена позднего ответа ftz-f1 описано выше [75].)
Также изучено влияние MLE на экспрессию трех
ранних генов этого каскада: Eip74EF, BR-C и
Eip75B [65]. В этих экспериментах, чтобы избе-
жать косвенных эффектов, связанных с функци-
ей MLE в комплексе MSL, анализ проводили на
личинках женского пола. У мутантных по mle са-
мок содержание транскриптов генов Eip74EF и
BR-C снижалось незначительно, но статистиче-
ски значимо, тогда как уровень Eip75B оказался
несколько повышенным. Этот результат предпо-
лагает вклад MLE в регуляцию экдизон-индуци-
руемой транскрипции. Возможно, в экдизоновых
пуффах MLE, как и Pep, связан с комплексом
гяРНП [92].

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ MLE
С ENY2 – КОМПОНЕНТОМ 

ТРАНСКРИПЦИОННОГО
КОМПЛЕКСА SAGA

В двугибридных скринингах библиотек кДНК
D. melanogaster и человека обнаружено, что
MLE/DHX9 взаимодействует с консервативным
белком ENY2 [93, 94]. ENY2 D. melanogaster вхо-
дит в состав транскрипционного комплекса SAGA и
ряда других белковых комплексов, участвует в ор-
ганизации транскрипционных доменов хрома-
тина, активации и элонгации транскрипции,
экспорте мРНК из ядра и регуляции простран-
ственного расположения генов в ядре [95–100].
ENY2 – это небольшой белок с массой ~10 кДа.
Белки dENY2 D. melanogaster и hENY2 человека
содержат 56.4% идентичных и 37.3% подобных
аминокислотных остатков. В обоих случаях во
взаимодействии MLE с dENY2 и DHX9 c hENY2
участвует глицин-богатый С-концевой домен,
консервативный в хеликазах человека и D. melan-
ogaster (в районах, взаимодействующих с ENY2,
идентичны 40% аминокислотных остатков). Об-
наруженное у D. melanogaster взаимодействие под-
тверждено с помощью реакций коиммунопреци-
питации и генетических экспериментов. Анализ
сайтов колокализации MLE и ENY2 на политен-
ных хромосомах D. melanogaster показал, что они
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не совпадают с сайтами локализации комплекса
MSL и обнаруживаются в сайтах активного хро-
матина на всех хромосомах самцов и самок [93].

Таким образом, показано, что MLE D. melano-
gaster может участвовать в широком спектре био-
логических процессов, посредством взаимодей-
ствия с ENY2-содержащими комплексами.

ФУНКЦИИ DHX9 
У МЛЕКОПИТАЮЩИХ

Помимо перечисленных функций, DHX9 мле-
копитающих участвует также в репликации ДНК
и поддержании геномной стабильности [101], в
регуляции трансляции [102, 103] и в транспорте
РНК [104, 105]. Схематическое изображение уча-
стия MLE и ее ортолога у млекопитающих в про-
цессах, ассоциированных с метаболизмом нукле-
иновых кислот, представлено на рис. 3.

Очень важна связь DHX9 человека и других
млекопитающих с канцерогенезом. Уровень экс-
прессии DHX9 повышается в клетках злокаче-
ственных опухолей нескольких типов, что рас-
сматривается как плохой прогностический при-
знак [106, 107]. Нокдаун DHX9 в панели культур
раковых клеток человека приводит к гибели боль-
шей части из них [108]. В то же время, в других ти-
пах клеток DHX9 активирует транскрипцию ге-
нов онкосупрессоров, что предполагает двоякую
роль этой хеликазы в канцерогенезе [56, 109].

Ряд вирусов, в том числе ВИЧ-1 [110], вирус
гепатита С [111], цитомегаловирус [112], аденови-
русы [113] и др., используют DHX9 для реплика-
ции, транскрипции, трансляции своих РНК. Од-
новременно с этим, DHX9 участвует в противови-
русном иммунном ответе [114, 115].

DHX9 человека вовлечен также в патогенез
аутоиммунных заболеваний: этот белок является
аутоантигеном у 6–23% пациентов с системной
красной волчанкой. Количество больных, в сыво-
ротке которых выявляются аутоантитела к DHX9,
существенно варьирует в разных популяциях и на
разных стадиях развития заболевания. На ранних
стадиях аутоантитела к DHX9 выявляются с более
высокой частотой и могут быть использованы в
клинической практике в качестве диагностическо-
го маркера системной красной волчанки [116, 117].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Итак, поскольку MLE у D. melanogaster и DHX9
у млекопитающих способны взаимодействовать с
различными ядерными и цитоплазматическими
белками и связываться с разными формами нук-
леиновых кислот, эти хеликазы считаются одни-
ми из ключевых регуляторов экспрессии генов.
Посредством разных доменов MLE и DHX9 спо-
собны взаимодействовать с разными белками и
участвовать в работе разных белковых комплек-
сов, что и определяет многообразие функций
этих хеликаз. Многие функции MLE и ее ортоло-
га консервативны в эволюции. Некоторые функ-
ции избыточны, их важность становится очевид-
ной только в сочетании с потерей функции дру-
гих хеликаз. Так, отсутствие DHX9 в геномах
домашних кур и уток делает их более чувствитель-
ными к вирусным инфекциям по сравнению с
млекопитающими. При этом особенно это выра-
жено у кур, у которых отсутствует также хеликаза
RIG-1 (DDX58) [8, 9].

Несмотря на интенсивные исследования,
остается много неясного в том, как функциони-
руют MLE и ее ортологи in vivo, как определяется

Рис. 3. Схема участия MLE и ее ортолога в различных внутриклеточных процессах, связанных с метаболизмом нукле-
иновых кислот. Стрелками со знаком вопроса обозначены процессы, участие MLE в которых не изучено, в то время
как есть данные об участии DHX9 млекопитающих в этих процессах.
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и изменяется специфичность связывания суб-
стратов, процессивность и т.д. в клетках разных
тканей, в процессах онтогенеза, в патологиче-
ских процессах. Преимущество D. melanogaster в
качестве модельного объекта для изучения
функций MLE состоит в том, что потеря функ-
ции MLE не приводит к эмбриональной леталь-
ности у D. melanogaster, что позволяет исследо-
вать функции этого белка на дальнейших стадиях
развития, а также установить, какие белки могут
компенсировать отсутствие MLE в клетках раз-
ных тканей, частично выполняя ее функции.

Поскольку потенциально ортолог MLE пред-
ставляет собой мишень для противоопухолевой и
противовирусной терапии и вовлечен в развитие
аутоиммунных заболеваний, дальнейшее изуче-
ние функций этого белка может иметь большую
практическую ценность для медицины.
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The Diversity of MLE Helicase Functions in the Regulation of Gene Expression 
in Higher Eukaryotes

J. V. Nikolenko1, *, S. G. Georgieva1, and D. V. Kopytova1
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MLE (Maleless) protein of D. melanogaster is a conserved helicase involved in a wide range of gene expression
regulation processes. MLE ortholog, named DHX9, has been found in many higher eukaryotes, including
humans. It is involved in such diverse processes as maintenance of genome stability, replication, transcrip-
tion, splicing, editing and transport of cellular and viral RNAs, and translation regulation. Some of these
functions have been studied in detail to date, but the most of them remain uncharacterized. The study of the
functions of MLE ortholog in mammals in vivo is limited by the fact that the loss of function of this protein
is lethal at the embryonic stage. Helicase MLE in D. melanogaster was originally discovered and studied for a
long time as a participant in the dosage compensation process. However, in recent years, evidence has emerged
that in D. melanogaster helicase MLE is involved in cellular processes similar to those in which it participates
in mammals, and that many functions of this protein are conserved in evolution. In addition, in experiments
on D. melanogaster new important functions of MLE were discovered, such as participation in hormone-de-
pendent regulation of transcription, interaction with the SAGA transcription complex and other transcription
cofactors and chromatin remodeling complexes. In contrast to mammals, in D. melanogaster, MLE mutations
do not lead to death at the embryonic stage and allow the functions of this protein to be studied in vivo
throughout ontogenesis in females and up to the pupal stage in males. The MLE ortholog in humans is a po-
tential target for anticancer and antiviral therapy. Therefore, continued study of the functions of this helicase
in the D. melanogaster model organism seems important and promising in both fundamental and practical as-
pects. In this review, the systematic position, domain structure, and conserved and specific functions of MLE
helicase in D. melanogaster are discussed.

Keywords: MLE, DHX9, RNA-helicase, D. melanogaster, regulation of gene expression
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Выявление широчайшего спектра локализованных в некодирующих участках генома однонуклео-
тидных полиморфизмов (SNP), ассоциированных с заболеваниями человека и патогенетически
значимыми признаками, остро поставило вопрос по идентификации механизмов, объясняющих
эти связи. Ранее нами выявлен ряд ассоциаций полиморфных вариантов генов, кодирующих белки
репарации ДНК, с многофакторными заболеваниями. Для выяснения возможных механизмов, ле-
жащих в их основе, нами проведена подробная аннотация регуляторного потенциала изучаемых
маркеров с использованием ряда on-line ресурсов (GTXPortal, VannoPortal, Ensemble, RegulomeDB,
Polympact, UCSC, GnomAD, ENCODE, GeneHancer, EpiМap Epigenomics 2021, HaploReg,
GWAS4D, JASPAR, ORegAnno, DisGeNet, OMIM). В статье охарактеризован регуляторный потен-
циал следующих полиморфных вариантов: rs560191 (в гене TP53BP1), rs1805800 и rs709816 (NBN),
rs473297 (MRE11), rs189037 и rs1801516 (ATM), rs1799977 (MLH1), rs1805321 (PMS2), rs20579 (LIG1).
Приведена как общая характеристика изученных маркеров, так и информация по их влиянию на
экспрессию “своего” и корегулируемых генов, на аффинность связывания факторов транскрип-
ции. Рассмотрены опубликованные данные по адаптогенному и патологическому потенциалу этих
SNP и о колокализованных с ними модификациях гистонов. Потенциальная вовлеченность на раз-
личных уровнях в регуляцию функционирования не только генов, в состав которых входят исследо-
ванные маркеры, но и близлежащих генов может объяснять ассоциированность изученных SNP с
заболеваниями и их клиническими фенотипами.

Ключевые слова: SNP, ассоциации, регуляция экспрессии, сплайсинг, транскриционные факторы,
гистоновый код, патогенность, консервативность
DOI: 10.31857/S0026898423010032, EDN: AXUPQD

ВВЕДЕНИЕ
Смещение акцентов в ассоциативных иссле-

дованиях от анализа генов-кандидатов к полноге-
номным ассоциативным исследованиям (GWAS)
привело к открытию большого числа новых мар-
керов, ассоциированных с заболеваниями и ко-
личественными (в том числе и патогенетически
значимыми) признаками. Оказалось, что среди
ассоциированных однонуклеотидных полимор-

физмов (SNP) бóльшая часть локализована в не-
кодирующих участках генов и межгенных регио-
нах [1]. В то же время ассоциированные с заболе-
ваниями генетические варианты, выявленные при
проведении GWAS, необязательно “указывают” на
наличие функциональной значимости для разви-
тия патологии именно этих вариантов, не всегда
понятно, как эти варианты изменяют функцио-
нальное состояние клетки и в итоге работу орга-
низма в целом, определяя риск развития патоло-
гии. В этой связи в последние годы особенно ак-
тивно стали развиваться биоинформатические
подходы, позволяющие оценить функциональ-
ную значимость полиморфных вариантов не на-
прямую, а через существующие блоки сцепления,
эпистатические взаимодействия с различными
генами, “взаимоотношения” различных уровней
регуляции.

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
DOI 10.31857/S0026898423010032.
Сокращения: enhD (enhancer-like distal element) ‒ энхан-
серподобный дистальный элемент; enhP (enhancer-like
proximal element) – энхансерподобный проксимальный
элемент; GWAS (Genome-Wide Association Studies) ‒ пол-
ногеномные ассоциативные исследования; SNP (single nu-
cleotide polymorphism) ‒ однонуклеотидный полимор-
физм(ы); TF (transcription factor) – транскрипционный
фактор; ИБС – ишемическая болезнь сердца.

УДК 57.052;57.056;575.827.2
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К числу относительно новых генов, структур-
ная вариабельность которых может вносить вклад
в формирование предрасположенности к различ-
ным многофакторным заболеваниям, относятся
гены, кодирующие белки систем репарации ДНК.
Помимо вовлеченности в канцерогенез (чему по-
священы многочисленные исследования), накап-
ливаются данные о значимости этих генов при
развитии заболеваний сердечно-сосудистой, пи-
щеварительной, мочеполовой, скелетно-мышечной,
гемопоэтической и других систем (см. обзор [2]). Ра-
нее нами изучена вовлеченность 9 SNP в генах,
кодирующих белки различных репарационных
систем: TP53BP1 (rs560191), NBN (rs1805800,
rs709816), MRE11 (rs473297), ATM (rs189037,
rs1801516), MLH1 (rs1799977), PMS2 (rs1805321),
LIG1 (rs20579), ‒ в развитие многофакторной па-
тологии различной этиологии. Мы проанализи-
ровали около 1.5 тыс. образцов ДНК из банка
ДНК НИИ медицинской генетики Томского
НИМЦ РАН, полученных от пациентов с различ-
ными заболеваниями: изолированная аллергиче-
ская бронхиальная астма (БА) и смешанная БА в со-
четании с артериальной гипертензией (БА_АГ),
хронический вирусный гепатит С (ХВГС), тубер-
кулез (ТБ), сердечно-сосудистые заболевания
(ишемическая болезнь сердца (ИБС) и аутопсий-
ный материал умерших в результате сердечно-со-
судистого события (АУТ_ИБС)); а также от жите-
лей г. Томска (популяционная выборка – К) и
долгожителей (Гер) [3‒8]. При незначительной
подразделенности изученной популяции на суб-
группы в соответствии с основными диагнозами
пациентов (попарные FST < 1%) выявлен непло-
хой дифференцирующий потенциал маркеров.
При визуализации матрицы генетических рассто-
яний видно (рис. 1), что первая координата отде-
ляет контроль (К) и группы пациентов с ИБС и
умерших в раннем возрасте от сердечно-сосуди-
стых катастроф (АУТ_ИБС) от групп пациентов с
другими заболеваниями. Это может свидетель-
ствовать о малом вкладе изученных маркеров ге-
нов, кодирующих белки систем репарации ДНК,
в развитие сердечно-сосудистой патологии, что
согласуется с результатами ассоциативного ана-
лиза: прямых ассоциаций с патологией не выяв-
лено, ассоциации зарегистрированы только с па-
тогенетически значимыми признаками [3]. Вто-
рая координата от кластера сердечно-сосудистой
патологии и контроля отделяет группу умерших
от сердечно-сосудистого заболевания, из чего
можно предполагать вклад изученных маркеров в
раннее развитие или в быструю прогрессию таких
заболеваний и, как следствие, в ранние неблаго-
приятные исходы. От большого кластера прочих
патологий вторая координата отделяет БА – изо-
лированную форму и сочетанную с артериальной
гипертензией, ‒ что предполагает наличие вклада
изученных маркеров в аллергическую компонен-

ту этих заболеваний. И это вполне возможно, так
как белки репарационных систем вовлечены в
V(D)J-рекомбинацию и переключение синтеза
классов иммуноглобулинов. Результаты ассоциа-
тивного анализа, в свою очередь, также подтвер-
ждают этот вывод [4, 5, 8].

Таким образом, вклад изученных маркеров в
развитие многофакторной патологии очевиден,
хотя не все полученные ассоциации можно логич-
но объяснить с точки зрения патогенеза анализи-
руемых заболеваний. Для выяснения возможных
механизмов фенотипической реализации установ-
ленных ассоциаций нами проведена подробная
аннотация регуляторного потенциала изучаемых
маркеров. Аннотация выполнена с использова-
нием таких открытых ресурсов, как GTXPortal,
VannoPortal, Ensemble, RegulomeDB, Polympact,
UCSC, GnomAD, ENCODE, GeneHancer, EpiМap
Epigenomics 2021, HaploReg, GWAS4D, JASPAR,
ORegAnno, DisGeNet и OMIM.

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
ИССЛЕДОВАННЫХ МАРКЕРОВ

Маркеры для анализа изначально выбирали с
учетом их вероятной функциональной значимо-
сти, соответственно они располагались либо в коди-
рующей (rs560191, rs709816, rs1801516, rs1799977,
rs1805321), либо в промоторной (rs473297,
rs1805800, rs189037, rs20579) части генов (табл. 1),
что предполагает влияние замены на изменения
либо структуры белка, либо уровня экспрессии.
Согласно рангу по RegulomeDB, наибольшим ре-

Рис. 1. Расположение изученных групп патологий в
поле главных координат на основании генетических
дистанций, рассчитанных по маркерам, локализо-
ванным в генах, кодирующих белки систем репара-
ции ДНК. Расчет генетических дистанций по методу
Nei и их визуализация выполнены с помощью прило-
жения GenAlEx 6.503 [9]. ИБС – ишемическая бо-
лезнь сердца; АУТ_ИБС – аутопсийный материал
умерших в результате сердечно-сосудистого события;
ТБ – туберкулез; ХВГС – хронический вирусный ге-
патит С; БА – бронхиальная астма; БА_АГ – бронхи-
альная астма в сочетании с артериальной гипертензи-
ей; Гер – выборка долгожителей; К – средневозраст-
ная популяционная выборка.
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гуляторным потенциалом обладают rs560191 и
rs473297, которые представляют собой eQTL-ва-
рианты, а также расположены в регионах связы-
вания транскрипционных факторов (TF) или в
регионах чувствительности к ДНКазе. Наимень-
ший регуляторный потенциал предполагается
для rs709816 (изменение мотивов связывания TF)
и rs1801516 (ранг – “Другое”).

Вариант rs560191 в гене TP53BP1 представляет
собой миссенс-замену G/C в экзоне 9, приводя-
щую к замене Asp358Glu в кодируемом белке
(табл. 1). Средняя частота аллеля С составляет
0.526, варьируя от 0.213 у финнов до 0.973 у афро-
американцев. У африканцев и афроамериканцев
в том же геномном положении зарегистрирована

также замена G/T, частота аллеля Т ‒ около 6 × 10‒5

(http://www.ensembl.org/index.html, https://gnomad.
broadinstitute.org/). Данный SNP локализован
между двумя дистальными энхансерподобными
регуляторными элементами: E1757875/enhD и
E1757876/enhD (https://genome.ucsc.edu/, https://
www.encodeproject.org/).

В гене NBN изучено две нуклеотидные замены:
rs1805800 и rs709816 (табл. 1). rs1805800 представ-

ляет собой замену C/T в 5`UTR гена NBN. Сред-

непопуляционная частота аллеля T rs1805800 со-

ставляет 0.353, варьируя в пределах от 0.167 (аф-

риканские популяции Карибов и Барбадоса) до

0.500 у индийцев-гуджарати (http://www.ensembl.

org/index.html, https://gnomad.broadinstitute.org/).

Данный маркер находится на расстоянии

395 п.н. от промотора гена NBN; входит в состав

промотора GH08J089980 и проксимального энхан-

серподобного элемента E2646296/enhP (https://

genome.ucsc.edu/, https://www.encodeproject.org/,

https://www.genecards.org/). Замена A/G (rs709816)

в экзоне 10 гена NBN синонимичная (Asp399). В

референсной последовательности описан аллель

A, хотя фактически это производный аллель.

Среднепопуляционная частота аллеля G состав-

ляет 0.609, наименьшая частота зарегистрирована

у жителей Англии и Шотландии (0.319), наиболь-

шая – у населения Гамбии (0.925) (http://www.

mulinlab.org/vportal/index.html, http://www.ensembl.

org/index.html, https://gnomad.broadinstitute.org/).

Эта сайленс-замена локализована менее чем в

5000 п.н. от дистального энхансерподобного эле-

мента E2646270/enhD и энхансера GH06J089948

Таблица 1. Исследованные маркеры: локализация и функциональный класс

a Замена аминокислотного остатка в указанной позиции кодируемого белка; in ‒ интрон, ex ‒ экзон.
b Функциональный класс по классификации RegulomeDB (https://regulomedb.org/regulome-search/): 1f – вариант экспрес-

сионного локуса количественных признаков (eQTL) в мотиве связывания TF или в регионе гиперчувствительности к
ДНКазе; 2a – вариант локализован в мотиве связывания TF и изменяет эти мотивы, а также в регионе гиперчувствительно-
сти к ДНКазе; 4 – вариант локализован в мотиве связывания TF и в регионе гиперчувствительности к ДНКазе; 5 – вариант
локализован в мотиве связывания TF или в регионе гиперчувствительности к ДНКазе; 6 – нарушение мотивов связывания TF;
7 – другое.

с Среднепопуляционная частота альтернативного аллеля.
d 5'UTR ‒ 5'-нетранслируемая область гена.

SNP ID:

нуклеотидная замена

Хромосомная 

локализация

Ген/локализация в 

гене/заменаa

RegulomeDB,b

ранг/шкала

MAFc

(min‒max)

rs560191: G>C 15q15.3 TP53BP1/ex 9/Asp358Glu 1f/0.554 0.526

(0.231‒0.973)

rs473297: T>G 11q21 MRE11/5'UTRd

(in1/ANCRD)

1f/0.223 0.539

(0.346‒0.652)

rs1805800: C>T 8q21.3 NBN/5'UTR 4/0.609 0.353

(0.167‒0.500)

rs709816: G>A 8q21.3 NBN/ex10/Asp399 6/0.288 0.609

(0.319‒0.925)

rs189037: G>A 11q22.3 ATM/5'UTR 2a/0.98 0.467

(0.138‒0.703)

rs1801516: G>A 11q22.3 ATM/ex37/Asp1853Asn 7/0.184 0.067

(0.0004‒0.237)

rs1799977: A>G 3p22.2 MLH1/ex8/Ile219Val 5/0.611 0.170

(0.006‒0.360)

rs1805321: G>A 7p22.1 PMS2/ex11/Pro470Ser 5/0.135 0.358

(0.206‒0.505)

rs20579: G>A 19q13.33 LIG1/5'UTR 5/0.304 0.173

(0.059‒0.343)
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(https://genome.ucsc.edu/, https://www.encodeproject.
org/, https://www.genecards.org/).

Два SNP изучено также в гене ATM (табл. 1).
rs189037 представляет собой замену G/A в 5'UTR
гена, локализованную в CpG-островке, в 29 п.н.
от промотора гена ATM, внутри промотора
GH11J108219, между промоторподобными элемен-
тами E1567620/prom (в 73 п.н.) и E1567621/prom (в
128 п.н.) (https://genome.ucsc.edu/, https://www.
encodeproject.org/, https://www.genecards.org/).
Среднепопуляционная частота составляет 0.467,
варьируя от 0.138 у гамбийцев до 0.703 у населения
Пакистана (http://www.ensembl.org/index.html,
https://gnomad.broadinstitute.org/). rs1801516 – мис-
сенс-вариант G/A в 37 экзоне, приводящий к заме-
не Asp1853Asn. Этот вариант локализован в муль-
тирегионе взаимодействия KDELC2/GH11J108219,
расположен на расстоянии 893 п.н. от дистально-
го энхансерподобного элемента E1567660/enhD
(https://genome.ucsc.edu/, https://www.encodeproj-
ect.org/, https://www.genecards.org/). Среднепопу-
ляционная частота аллеля А составляет 0.0669,
варьируя от 0.0004 у японцев до 0.2367 у финнов
(http://www.ensembl.org/index.html, https://gnomad.
broadinstitute.org/).

rs473297 в гене MRE11 (табл. 1) представляет
собой замену T/G в 5'UTR, локализованную в
79 п.н. от промотора GH11J094492, в 550 п.н. от
проксимального энхансерподобного элемента
E1561900/enhP, в регионе взаимодействия
MRE11/GH11J094492 (https://genome.ucsc.edu/,
https://www.genecards.org/). Среднепопуляцион-
ная частота аллеля G составляет 0.539, варьируя
от 0.346 у британцев и шотландцев до 0.652 у
ишан из Нигерии. В этой же точке генома у жите-
лей Восточной Азии описана замена T/А, частота

аллеля A составляет менее 3 × 10‒4 (http://www.ensem-
bl.org/index.html, https://gnomad.broadinstitute.org/).

В экзоне 8 гена MLH1 изучена несинонимич-
ная замена A/G ‒ rs1799977 (табл. 1), ‒ ведущая к
замене Ile219Val в кодируемом белке. Этот вариант
локализован в мультирегионе взаимодействия
LRRFIP2/GH03J036988 (https://genome.ucsc.edu/,
https://www.genecards.org/). Среднепопуляцион-
ная частота аллеля G составляет 0.170, варьируя от
0.006 (менде, Сьерра-Леоне) до 0.360 (тосканцы,
Италия). В редких случаях в этой точке генома ре-
гистрируют замену A/T (описана в базе TOPMed)

с частотой аллеля T 1.5 × 10‒5 (http://www.ensembl.
org/index.html, https://gnomad.broadinstitute.org/).

rs1805321 (табл. 1) в гене PMS2 представляет
собой нуклеотидную замену G/A в экзоне 11, при-
водящую к замене Pro470Ser в кодируемом бел-
ке. Этот SNP локализован в 1512 п.н. от дисталь-
ного энхансерподобного элемента E2531915/enhD
(https:// genome.ucsc.edu/, https://www.encodepro-
ject.org/). Среднепопуляционная частота замены –
0.358, варьирует в пределах от 0.206 (у менде,

Сьерра-Леоне) до 0.505 (у британцев Англии и
Шотландии) (http://www.ensembl.org/index.html,
https://gnomad.broadinstitute.org/).

Замена G/A (rs20579) расположена в 5'UTR ге-
на LIG1 (табл. 1), в некодирующей части экзона 2,
она локализована в мультирегионах взаимодействия
LIG1/GH19J048121 и PLA2G4C/GH19J048253; в
158 п.н. от замены заканчивается проксимальный
энхансерподобный элемент E1959701/enhP (https://
genome.ucsc.edu/, https://www.encodeproject.org/).
Среднепопуляционная частота аллеля A состав-
ляет 0.173, варьирует от 0.0594 (у японцев) до 0.343
(у йоруба и ишан в Нигерии) (http://www.ensembl.
org/index.html, https://gnomad.broadinstitute.org/).

Таким образом, все анализируемые нуклео-
тидные замены локализованы в регионах (или ря-
дом с ними), непосредственно регулирующих
транскрипцию генов (промоторов, энхансеров и
подобных им элементов), и, следовательно, могут
обладать регуляторным потенциалом.

МОДИФИКАЦИИ ГИСТОНОВ, 
КОЛОКАЛИЗОВАННЫЕ 

С АНАЛИЗИРУЕМЫМИ МАРКЕРАМИ

Известно, что в определении функционально-
го состояния отдельно взятых фрагментов генома
важнейшую роль играют посттрансляционные
модификации гистонов (“гистоновый код”) [10].
Для анализа гистоновых модификаций в регио-
нах локализации исследуемых SNP были исполь-
зованы данные репозитория EpiМap Epigenomics
2021, представляющего собой интегральный
ресурс, обобщающий эпигеномные карты по
869 биообразцам, отнесенным к 33 категориям
тканей (http://compbio.mit.edu/epimap/#chroma-
tin-states) [11]. Под биообразцами при этом пони-
маются как клетки различных тканей (в норме на
разных стадиях развития и при патологии), так и
различные клеточные линии и их дериваты.

Для кодирующих регионов генов, в которых
локализовано пять привлеченных к рассмотре-
нию полиморфных вариантов, отмечается не-
большое количество гистоновых модификаций,
характерных для активно транскрибируемого
хроматина. Так, для всех пяти локусов выявлено
триметилирование лизина в позиции 36 гистона
H3 (H3K36me3), типичное для открытого хрома-
тина и способствующее элонгации транскрипции
(табл. 2) (http://www.mulinlab.org/vportal/index.html,
http://compbio.mit.edu/epimap/#chromatin-states).
Другие эпигенетические метки (также характери-
зующие активную транскрипцию) встречаются
редко, в отдельных типах клеток. Так, с регио-
ном гиперчувствительности к ДНКазе колока-
лизованы четыре из исследованных замен в ко-
дирующих участках генов: rs560191 (в быстро-
растущем клоне линии LNCaP, звездчатых
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клетках печени, гепатоцитах, лимфобластоид-

ной клеточной линии GM19239, линии фиброб-
ластов легких AG08396), rs709816 (в эмбриональ-

ных клетках желудка), rs1801516 (в гематопоэти-
ческих стволовых и B-клетках при миелоидном

лейкозе), rs560191 (в быстрорастущем клоне линии
LNCaP, звездчатых клетках печени, гепатоцитах,

лимфобластоидной клеточной линии GM19239,

линии фибробластов легких AG08396), rs1799977
(в клетках аденокрциномы простаты) (http://www.

mulinlab.org/vportal/index.html, http://compbio.mit.edu/
epimap/#chromatin-states). Кроме того, rs560191 в ге-

не TP53BP колокализован с регионом связывания
РНК-полимеразы II (в клетках влагалища), с

ацетилированным лизином в позиции 23 гисто-
на H3 – H3K23ac (в клетках трофобласта, дерива-

тах H1-hESC), с H3K79me1 (в мезенхимальных и

мезодермальных стволовых клетках, дериватах
H1-hESC; в эмбриональных стволовых клетках

линии H9; в эмбриональных фибробластах легко-
го линии IMR-90), с H3K27ac и H3K9ac (в гепато-

цитах), H4K20me1 (в эмбриональных клетках, по-
добных стволовым, ‒ линия H1-hESC) (http://www.

mulinlab.org/vportal/index.html, http://compbio.mit.
edu/epimap/#chromatin-states). Нуклеотидная по-

следовательность, содержащая rs709816 в гене
NBN, колокализована с H3K27ac (большеберцо-

вые нервы), с H3K79me2 (нейробластома) (http://

www.mulinlab.org/vportal/index.html, http://compbio.
mit.edu/epimap/#chromatin-states). rs1801516 в гене

АТМ колокализован с H4K20me1 (колоректальная
аденокарцинома) (табл. 2) (http://www. mulinlab.

org/vportal/index.html, http://compbio.mit.edu/epi-
map/#chromatin-states).

Иной паттерн модификаций гистонов колока-

лизуется с маркерами в 5'UTR генов (табл. 2).
Каждый из этих SNP колокализован с пятью мо-

дификациями хроматина: регионом гиперчув-

ствительности к ДНКазе, H3K27ac и H3K4me2
(характеризующими энхансерные последова-

тельности), H3K4me3 и H3K9ac (способствую-
щими активации транскрипции). Три маркера

колокализованы с модификацией H3K4me1 (также
характерной для энхансерных последовательно-

стей): rs473297 в 141, rs1805800 в 255 биообразцах и
rs20579 в эпителиальных клетках меланомы и

нейроэпителиоме. С модификацией, поддержи-

вающей активацию транскрипции и элонгацию,
H3K79me2, колокализованы следующие маркеры:

rs473297 в 732, rs20579 в 235 и rs189037 в 6 биооб-
разцах (в различных субпопуляциях T-лимфоцитов,

а также в T-лимфоцитах при остром лимфобласт-
ном лейкозе и в лимфобластоидной клеточной

линии). Модификация H3K36me3, поддержива-
ющая элонгацию транскрипции, колокализуется

с rs20579 (в 48 образцах) и rs189037 (в T-лимфоци-
тах, гладкомышечных клетках двенадцатиперст-

ной кишки, фибробластах крайней плоти).

Два локуса (rs1805800 и rs189037) находятся в
открытом хроматине с сайтами связывания таких
белков, как CTCF, SMC3, EP300, H2AFZ.
rs189037, кроме этого, колокализован с сайтом
связывания РНК-полимеразы II и RAD21. Из-
вестно, что транскрипционный репрессор CTCF
связывается с инсуляторами генов [12]. Кроме того,
у млекопитающих CTCF совместно с когезино-
вым комплексом (в который входят в том числе
SMC3 и RAD21) и гистоном H2AFZ принимает
участие в организации хромосом в топологически
ассоциированные домены [13, 14]. Следователь-
но, нуклеотидные последовательности, в которых
находятся rs1805800 и rs189037, имеют важное то-
пологическое значение и любые изменения в их
структуре могут способствовать развитию пато-
логических состояний.

Два маркера колокализованы с H3K79me1 (ак-
тивация элонгации): rs20579 (в эмбриональных
фибробластах легкого, дериватах линии H1-hESC –
мезенхимальных и мезодермальных стволовых
клетках), rs189037 (в клетках трофобласта ‒ дери-
ваты из H1-hESC). С монометилированным ли-
зином в положении 20 гистона H4 (H4K20me1),
также поддерживающим активацию транскрип-
ции [15], колокализованы rs473297 (в двух клеточ-
ных линиях Т-лимфоцитов при остром лимфоб-
ластном лейкозе) и rs20579 (в Т-лимфоцитах при
остром лимфобластном лейкозе и в эндотелиаль-
ных клетках пупочной вены новорожденного).

rs189037 в гене АТМ в различных эмбриональ-
ных тканях/дериватах колокализован с целым ря-
дом гистоновых модификаций, также поддержи-
вающих активацию транскрипции: H2AK9ac,
H2BK120ac, H2BK12ac, H2BK15ac, H3K23ac,
H3K4ac, H2BK5ac, H3K18ac, H3K56ac, H4K12ac,
H4K8ac и H4K91ac. Такое множество модифика-
ций в единичных эмбриональных клеточных ли-
ниях может свидетельствовать о важной роли
данного локуса на ранних этапах развития.

Все перечисленные выше модификации гисто-
нов запускают/усиливают/поддерживают тран-
скрипцию. И лишь две из колокализованных с
анализируемыми маркерами модификации при-
водят к транскрипционному сайленсингу – это
H3K27me3 [16] и H3K23me2 [17]. Среди изучен-
ных маркеров с H3K27me3 колокализован
rs189037 в клетках зародышевого матрикса; а с
H3K23me2 – rs20579 в эмбриональных стволовых
клетках линии H1-hESC. Вероятно, более тонкая
регуляция функций этих локусов в эмбриональ-
ном развитии может играть важную роль.

Таким образом, с учетом характера модифика-
ций гистонов, колокализованных с привлечен-
ными к анализу SNP генов систем репарации
ДНК, можно заключить, что, во-первых, все эти
регионы в большинстве изученных тканей актив-
но транскрибируются; во-вторых, два региона
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(колокализованные с rs1805800 и rs189037) участ-
вуют в организации топологических доменов,
причем один из них (колокализованный с
rs180937), вероятно, играет важную роль в эмбри-
ональном развитии.

ЗАВИСИМОСТЬ ЭКСПРЕССИОННОГО 
СТАТУСА ГЕНОВ ОТ АНАЛИЗИРУЕМЫХ 

ПОЛИМОРФНЫХ ВАРИАНТОВ

Репарация ДНК ‒ один из базовых процессов
живой клетки, а экспрессия генов, белковые про-
дукты которых задействованы в его реализации и
контроле, идет во всех типах тканей на всех ста-
диях онтогенеза. Однако, в отличие от генов “до-
машнего хозяйства”, уровень экспрессии генов,
кодирующих белки систем репарации ДНК ва-
рьирует в зависимости от потребности клетки; и
чем шире сфера компетенции этих генов, тем вы-
ше наблюдаемый уровень экспрессии. Для всех
рассматриваемых здесь генов минимальный уро-
вень экспрессии составлял от 1‒2 TPM (Tran-
scripts Per Million – транскриптов на миллион):
АТМ в скелетных мышцах, MRE11 в тканях голов-
ного мозга, TP53BP1 в цельной крови, PMS2 в
миокарде, LIG1 в левом желудочке ‒ до 5‒6 TPM
(NBN в коре почек, MLH1 в цельной крови)
(https://gtexportal.org/home/). Интересно, что
максимальный уровень этих транскриптов в
большинстве случаев детектировали в лимфоци-
тах, стимулированных вирусом Эпштейна‒Барр
(АТМ – 21, MRE11 –22, NBN – 67, MLH1 – 48,
PMS2 – 22, LIG1 – 51 TPM), и только для гена
TP53BP1 максимальный уровень экспрессии ре-
гистрировали в гипофизе – 50 TPM (https://gtex-
portal.org/home/). Все вышеперечисленные мар-
керы (табл. 1) относятся к cys-eQTL-вариантам
(то есть могут влиять на экспрессию “своего” и
расположенных рядом генов) и бóльшая часть – к
sQTL-вариантами (влияют на сплайсинг).

В подавляющем большинстве случаев измене-
ние экспрессии подчиняется линейной зависи-
мости: либо RR > RP > PP, либо RR < RP < PP (где
R – референсный аллель, P – производный ал-
лель), – поэтому далее мы преимущественно об-
судим различия между экспрессией гомозигот-
ных генотипов, подразумевая, что гетерозиготы
занимают промежуточное положение. Те случаи,
когда наблюдаются отклонения от указанной
тенденции, будут рассмотрены особо.

Влияние rs560191 в гене TP53BP1
на экспрессию и сплайсинг

rs560191 (TP53BP1) находится в пределах боль-
шого блока корегулируемых генов (рис. 2). Уро-
вень сцепления, близкий к единице, выявлен для
SNP, расположенных вокруг rs560191 и охватыва-
ющих регион больше 87 млн.п.н. Этот блок сцеп-

ления включает маркеры, которые представляют
собой eQTL для 20 генов и sQTL для 11 генов
(http://www.mulinlab.org/vportal/index.html).

Для большинства генов, регулируемых rs560191
(табл. S1, см. Дополнительные материалы на сайте
http://www.molecbio.ru/downloads/2023/1/supp_
Бабушкина_rus.zip), характерно однонаправлен-
ное изменение экспрессии в различных тканях в
зависимости от генотипа. Так, для AC011330.13
(4 ткани), AC011330.5 (40 тканей), ADAL (37 тка-
ней), CATSPER2 (1 ткань), CCNDBP1 (4 ткани),
CKMT1A (4 ткани), CKMT1B (1 ткань), PDIA3
(3 ткани), TP53BP1 (15 тканей), TTBK2 (2 ткани) у
гомозиготных носителей анцестрального аллеля
(GG) уровень экспрессии выше, чем у гомозигот
по производному аллелю (CC), а для гетерозигот
характерны промежуточные значения. В то же
время обратная ситуация (GG < CC) наблюдается
для генов CATSPER2P1 (14 тканей), MAP1A (2 тка-
ни), RNU6-554P (1 ткань), STRC (27 тканей),
STRCP1 (25 тканей), TGM7 (3 ткани), TUBGCP4
(2 ткани). Для трех генов (LCMT2, TGM5, ZSCAN29)
отмечается межтканевая вариабельность характе-
ра экспрессии. Так, максимальный уровень экс-
прессии гена LCMT2 в слизистой оболочке пище-
вода наблюдается у гомозигот СС, в то время как
в четырех других тканях (большеберцовые нервы,
культуры фибробластов, семенники, гладкомы-
шечные клетки пищевода) – у гомозигот GG.
В трех тканях (в слизистой оболочке и гладкомы-
шечных клетках пищевода, ободочной кишке) ха-
рактер экспрессии гена TGM5 изменяется в на-
правлении GG > GC > CC, а в трансформирован-
ных вирусом Эпштейна‒Барр лимфоцитах – в
обратном направлении (GG < GC < CC). Экс-
прессия гена ZSCAN29 выше у гомозигот по пред-
ковому аллелю в 25 исследованных тканях, кроме
тканей мозга (хвостатое и прилежащее ядро ба-
зальных ганглиев, фронтальная кора, передняя
поясная кора), в которых экспрессия этого гена
наиболее выражена у носителей производного
аллеля в гомозиготном состоянии (https://gtex-
portal.org/home/).

Показано влияние генотипов rs560191 на
сплайсинг 11 генов, из них 10 совпадают с генами,
для которых этот полиморфный вариант является
eQTL, еще один ген – PPIP5K1 – не входит в этот
список. Данный регион характеризуется сложной
регуляцией транскрипции. В частности, происхо-
дит образование общего транскрипта при считы-
вании генов CATSPER2P1, AC011330.5, CATSPER2.
Для них показаны общие эффекты сплайсинга:
производный аллель в дозозависимой манере
увеличивает эффективность вырезания интрона
11 гена CATSPER2, что оказывает влияние на
сплайсинг мРНК генов AC011330.5 (в 20 тканях) и
CATSPER2 (в 37 тканях). Эффективность выреза-
ния интрона 10 гена CATSPER2 из общего тран-
скрипта снижается в скелетных мышцах, шейном
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отделе спинного мозга, мозжечке и черной суб-
станции головного мозга (оказывая влияние на
сплайсинг мРНК гена CATSPER2) и повышается
в семенниках (влияя на сплайсинг CATSPER2P1
и CATSPER2). Повышение эффективности выре-
зания области, включающей экзон 1–интрон 4
гена CATSPER2, влияет на сплайсинг мРНК гена
AC011330.5 (в мозжечке). Кроме этого, носитель-
ство производного аллея rs560191 приводит к сни-
жению эффективности вырезания отдельных ин-
тронов в генах AC011330.5, CATSPER2, PPIP5K1,
STRCP1, TGM5, TGM7, TP53BP1 и ADAL (показа-
но в одной‒трех тканях для каждого транскрипта).

Повышение эффективности вырезания пока-
зано для экзона 2 (с прилегающими интронами)
гена ADAL (в 9 тканях), экзона 19 (с прилегающи-
ми интронами) гена STRC (в мозжечке), интрона
2 гена ZSCAN29 (в сигмовидной кишке) (https://gtex-
portal.org/home/).

Соотношение изоформ белка, синтезирую-
щихся в результате альтернативного сплайсинга,
зависит в том числе от того, насколько эффектив-
но будет происходить вырезание тех или иных по-
следовательностей из пре-мРНК. В случае, когда
зарегистрирована зависимость и уровня экспрес-
сии, и сплайсинга от одного и того же варианта
одного и того же гена в одной и той же ткани,
можно проанализировать, каким образом меня-
ется синтез зрелой мРНК в зависимости от ана-
лизируемой нуклеотидной замены. Можно пред-
положить, что при однонаправленном измене-
нии, например при усилении экспрессии в
направлении RR < RP < PP и повышении эффек-
тивности вырезания какого-либо фрагмента
мРНК, общее увеличение продукции гена проис-
ходит, главным образом, за счет того/тех вариан-
тов, в которых вырезаемый фрагмент отсутствует.
И напротив, если эффективность снижается (в со-
ответствии с примером выше, это RR > RP > PP), то
усиление экспрессии происходит за счет относи-
тельного увеличения частоты тех вариантов, в ко-
торых этот фрагмент остается.

Анализ данных по влиянию rs560191 на экспрес-
сию и сплайсинг показывает, что повышение эф-
фективности вырезания интрона 11 гена CATSPER2
сопряжено со снижением уровня транскрипции
генов CATSPER2 (в слизистой оболочке желудка)
и AC011330.5 (в 21 ткани). Снижение экспрессии
AC011330.5 в мозжечке идет на фоне увеличения
эффективности вырезания экзона 1–интрона 4 гена
CATSPER2, а в семенниках ‒ интрона 25 гена
AC011330.5. Снижение экспрессии гена ADAL
происходит на фоне повышения эффективности
вырезания экзона 2 с прилегающими интронами
(в 7 тканях) и понижения эффективности выреза-
ния интрона 2 (в гипофизе). Общее снижение
экспрессии генов TGM5 и TP53BP1 сопряжено со
снижением эффективности вырезания их интро-

нов (9 и 23 соответственно). Снижение эффектив-
ности вырезания интрона 11 в гене TGM7 и интро-
на 24 гена STRCP1, а также повышение эффек-
тивности вырезания экзона 19 с прилегающими
интронами в гене STRC сопряжены с увеличени-
ем уровня экспрессии соответствующих генов в
отдельных тканях (https://gtexportal.org/home/).

Влияние rs1805800 и rs709816 в гене NBN 
на экспрессию и сплайсинг

Изученные маркеры в гене NBN находятся на
расстоянии 29 628 п.н.: rs1805800 локализован в
регионе рядом с 5'UTR гена NBN, rs709816 – в эк-
зоне 10. Вместе с тем, они достаточно тесно сцеп-
лены. Так, для популяции г. Томска значения по-
казателей сцепления: коэффициента неравнове-
сия по сцеплению (D'), логарифма отношения
шансов (LOD-score) и коэффициента корреляции

Пирсона (r2) ‒ равны соответственно 0.942, 85.11
и 0.712; по данным проекта “1000 Genomes” у ев-

ропеоидов D' = 0.995, r2 = 0.846. Исходя из данных
проекта “1000 Genomes” по сцеплению маркеров,
SNP, расположенные в пределах региона разме-
ром 142 т.п.н., включающего полностью ген
NBN, сцеплены достаточно тесно (D' в пределах
0.945‒1.00) и образуют единый регуляторный
блок eQTL- и sQTL-вариантов (http://www.mulin-
lab.org/vportal/index.html, https://genome.ucsc.edu/).

По данным ресурса GTExPortal (https://gtex-
portal.org/home/), указанные нуклеотидные за-
мены относятся к eQTL-вариантам, влияющим
на экспрессию как “своего”, так и близкорас-
положенных генов: CALB1, DECR1, OSGIN2 ‒
и, кроме того, на уровень экспрессии гена
RP11-662G23.1, локализованного более чем в
821 т.п.н. от промотора гена NBN (табл. S1, см.
Дополнительные материалы на сайте http://www.
molecbio.ru/downloads/2023/1/supp_Бабушкина
rus.zip) (https://gtexportal.org/home/, https://genome.
ucsc.edu/).

Для большинства изученных тканей характер-
но однонаправленное изменение экспрессии ря-
да генов в зависимости от генотипов по rs1805800.
Так, при увеличении дозы альтернативного алле-
ля (T) возрастает уровень экспрессии гена CALB1
(в 6 из 6 изученных тканей), NBN (в 15 из 18 тка-
ней), OSGIN2 (в трех тканях из четырех изучен-
ных). Из общей тенденции есть несколько ис-
ключений. Для RP11-662G23.1 в единственной
изученной ткани (мышечной ткани пищевода)
отмечается сходная в отношении гомозиготных
генотипов тенденция (TT>CC), однако мини-
мальный уровень экспрессии зарегистрирован у
носителей гетерозиготного генотипа. Самая вы-
сокая экспрессия наблюдается у гомозигот по ре-
ференсному аллелю в четырех тканях из пяти изу-
ченных для гена DECR1 (за исключением скелет-
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ных мышц, в которых наблюдается обратная
зависимость). Для гена NBN к исключениям от-
носятся цельная кровь и ткань пищеводно-желу-
дочного соединения, в которых наиболее высо-
кий уровень экспрессии детектируют у гомозигот с
референсным генотипом (СС), а также кора голов-
ного мозга, где, при общей тенденции CC<TT,
уровень экспрессии максимален у гетерозигот. Для
ткани пищеводно-желудочного соединения пока-
заны также отличия в экспрессии гена OSGIN2: у
гомозигот по производному аллелю уровень
экспрессии ниже, чем по анцестральному
(https://gtexportal.org/home/).

В зависимости от генотипов по маркеру
rs709816 в экзоне 10 гена NBN меняется уровень
экспрессии тех же генов, хотя характер измене-
ний несколько иной. У гомозигот по альтерна-
тивному аллелю (AA) экспрессия гена NBN выше
в 14 из 14 изученных тканей (как показано и для
rs1805800), однако более низкий уровень экспрес-
сии зарегистрирован для генов CALB1 (в 7 изу-
ченных тканях) и RP11-662G23.1 (в мышечной
ткани пищевода). Ген DECR1 экспрессируется
интенсивнее у носителей производного аллеля в
четырех изученных тканях, еще в двух (в скелет-
ных мышцах и ушке предсердия) зависимость
экспрессии обратная. Уровень экспрессии гена
OSGIN2 в мышечной ткани пищевода выше у го-
мозигот по альтернативному аллелю, тогда как в
цельной крови и ткани пищеводно-желудочного
соединения – у гомозигот по референсному алле-
лю (https://gtexportal.org/home/).

Анализируемые маркеры в гене NBN относят-
ся к sQTL-вариантам для генов DECR1 и NBN.
При процессинге мРНК гена DECR1 эффектив-
ность вырезания интрона 1 выше у носителей
производных аллелей обоих изученных маркеров:
для генотипа ТТ rs1805800 в легких и коже, не
подвергающейся солнечной экспозиции; для ге-
нотипа GG rs709816 – в легких, коже, не подвер-
гающейся солнечной экспозиции, и тканях мо-
лочной железы (https://gtexportal.org/home/).

Для гена NBN отмечено тканезависимое изме-
нение соотношений вариантов сплайсинга в за-
висимости от генотипов по изученным маркерам.
У носителей гомозиготных генотипов обоих ис-
следованных маркеров повышается эффектив-
ность вырезания интрона 4 в семенниках, скелет-
ных мышцах, большеберцовых артериях, ткани
пищеводно-желудочного соединения, ткани мо-
лочной железы и снижается в большеберцовых
нервах и в лимфоцитах, трансформированных
вирусом Эпштейна–Барр. Аналогично снижает-
ся эффективность вырезания интрона 2 в культу-
рах фибробластов и в подкожной жировой клет-
чатке (https://gtexportal.org/home/).

В базах данных для пяти тканей приведена ин-
формация по изменениям и уровням экспрессии

гена NBN, а также вариантам его сплайсинга (в
зависимости от изученных SNP). В отношении
обоих маркеров (rs1805800 и rs709816) выявлен-
ная изменчивость носит одинаковый характер: в
трех тканях носительство альтернативных алле-
лей приводит к увеличению экспрессии гена в це-
лом при увеличении эффективности вырезания
интрона 4 (в семенниках, скелетных мышцах,
большеберцовых артериях); в двух тканях общее
увеличение уровня экспрессии происходит на
фоне снижения эффективности вырезания ин-
трона 4 (в большеберцовых нервах) и интрона 2 (в
подкожной жировой клетчатке) (https://gtexpor-
tal.org/home/).

Влияние rs189037 и rs1801516 в гене ATM
на экспрессию и сплайсинг

Исследованные маркеры в гене АТМ в популя-
ции г. Томска находятся в неравновесии по сцеп-
лению. Так, показатели сцепления для rs189037 и
rs1801516 в гене АТМ следующие: D' = 0.869,

LOD = 11.44, r2 = 0.109. В научных публикациях и
базах данных (см., например, Ensemble: http://
www.ensembl.org/index.html) их сцепление не ана-
лизируется ввиду значительной удаленности друг
от друга – изученные маркеры rs189037 (промо-
торный регион) и rs1801516 (экзон 37) находятся
на расстоянии 81.5 т.п.н. Тем не менее для каждо-
го из анализируемых SNP идентифицирован об-
ширный регион, маркеры в котором тесно сцеп-
лены и являются eQTL для одних и тех же генов.
Для rs189037 размер этого региона не менее
167 т.п.н., для rs1801516 – не менее 192 т.п.н.
(http://www.mulinlab.org/vportal/index.html).

rs189037 представляет собой eQTL-вариант
для “своего” и близлежащих генов: ACAT1,
NPAT, C11orf65, KDELC2 (POGLUT3) (табл. S1,
см. Дополнительные материалы на сайте
http://www.molecbio.ru/downloads/2023/1/supp_
Бабушкина_rus.zip). В большинстве случаев аль-
тернативный аллель (А) приводит к снижению
уровня экспрессии корегулируемых генов. Ис-
ключения отмечены в отдельных тканях для генов
NPAT (в цельной крови) и АТМ (в щитовидной
железе), а также для C11orf65 в коре надпочечни-
ков (единственная ткань, для которой в настоя-
щее время показано влияние rs189037 на уровень
экспрессии рассматриваемого гена). Кроме того,
для гена ATM в трех тканях (ушке предсердия,
сальнике и слизистой оболочке пищевода) наи-
меньший уровень экспрессии зарегистрирован у
гетерозигот (при сохранении общей тенденции:
GG>AA) (https://gtexportal.org/home/).

rs1801516 также выступает как eQTL-вариант для
“cвоего” и близлежащих генов: ACAT1, NPAT,
C11orf65 (табл. S1, см. Дополнительные материалы
на сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2023/
1/supp_Бабушкина_rus.zip). У гомозигот по аль-
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тернативному аллелю (AA) регистрируют пони-
женные уровни экспрессии генов ACAT1 (в щито-
видной железе, скелетных мышцах, легких, куль-
турах фибробластов) и ATM (мышечная ткань
пищевода) и повышенные для генов NPAT (боль-
шеберцовые нервы и аорта) и C11orf65 (в гипофи-
зе, щитовидной железе и коже, подвергающейся сол-
нечной экспозиции) (https://gtexportal.org/home/).

К sQTL относится только rs189037, причем
только для гена ATM: в культуре фибробластов
происходит дозозависимое снижение эффектив-
ности вырезание интрона 40, в то время как в лег-
ких, поджелудочной железе и сальнике эффек-
тивность вырезания повышается, как и в отноше-
нии интрона 26 в большеберцовых нервах (https://
gtexportal.org/home/).

Для двух тканей можно соотнести eQTL- и
sQTL-влияние rs189037 на синтез зрелой мРНК
белка АТМ. Общее снижение уровня экспрессии
гена ATM в культуре фибробластов происходит
параллельно с увеличением эффективности вы-
резания интрона 40, а в клетках сальника – на фо-
не снижения эффективности вырезания этого
интрона (https://gtexportal.org/home/).

Влияние rs473297 в гене MRE11 
на экспрессию и сплайсинг

rs473297 находится в большом блоке сцепле-
ния (не менее 123 т.п.н.), в пределах которого D'

между анализируемым маркером и другими
eQTL-SNP составляет 0.95‒1.00. rs473297 служит
eQTL-вариантом для генов MRE11 (49 тканей),
GPR83 (4 ткани), IZUMO1R (1 ткань) и RP11-
685N10.1 (37 тканей) (табл. S1, см. Дополнитель-
ные материалы на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2023/1/supp_Бабушкина_rus.zip). Во
всех изученных тканях наличие альтернативного
варианта приводит к возрастанию уровня экс-
прессии генов IZUMO1R, MRE11, RP11-685N10.1
и к снижению экспрессии гена GPR83 (https://
gtexportal.org/home/). Влияние на уровень сплай-
синга показано для генов MRE11 (семенники и
большеберцовые нервы) и RP11-685N10.1 (8 тка-
ней). Наличие замены приводит к снижению эф-
фективности вырезания интрона 7, внутри кото-
рого локализован ген RP11-685N10.1. В больше-
берцовых нервах происходит также снижение
эффективности вырезания интрона 1 мРНК гена
MRE11 (рис. 3) (https://gtexportal.org/home/).

Влияние rs1799977в гене MLH1
на экспрессию и сплайсинг

Для rs1799977 в гене MLH1 показано полное
сцепление (и участие в регуляции одних и тех же
генов) с маркерами, находящимися от него на
значительном удалении ‒ более 78 т.п.н. в на-
правлении к 3'-концу гена. Тесное сцепление
(D' = 0.912) показано и с маркером, лежащим на

Рис. 3. Изменение уровня экспрессии (вверху) и эффективности сплайсинга (внизу) генов MRE11 (в большеберцовых
нервах и семенниках) и RP11-685N10.1 (в семенниках и подкожной жировой ткани) в зависимости от rs473297 в гене
MRE11. Ось Х – генотипы по rs473297, ось Y – нормализованные уровни экспрессии (вверху), нормализованный уро-
вень вырезания интрона (по данным GTXPortal: https://gtexportal.org/home/).
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расстоянии более 80 т.п.н. по направлению к
5'-концу (интронный вариант гена TRANK1); в то
же время этот маркер фактически относится к
другому регуляторному блоку (http://www.mulin-
lab.org/vportal/index.html, https://genome.ucsc.edu/).
По данным проектов ENCODE и GeneHancer,
весь этот регион обогащен регуляторными после-
довательностями, наблюдается значительная ко-
регуляция колокализованных генов (https://
genome.ucsc.edu/, https://www.genecards.org/).
rs1799977 ‒ eQTL-вариант для десяти и sQTL для
трех генов (табл. S1, см. Дополнительные матери-
алы на сайте http://www.molecbio.ru/downloads/
2023/1/supp_Бабушкина_rus.zip). Для пяти генов
есть информация об изменениях уровней экс-
прессии в зависимости от данной замены в одной
ткани. Показано, что у гомозигот по вариантному
аллелю уровни экспрессии MLH1 (в скелетных
мышцах), EPM2AIP1 (в щитовидной железе),
RP11-259K5.2 (в коже, подвергавшейся солнеч-
ной экспозиции) повышены, а ITGA9 (в цельной
крови) и PRADC1P1 (в большеберцовых нервах)
снижены. Для гена RP11-129K12.1 показано сни-
жение уровня экспрессии в трех исследованных
тканях (в подкожной жировой клетчатке, сальни-
ке, коже, подвергающейся солнечной экспози-
ции). Для остальных генов зарегистрирован тка-
независимый характер изменения экспрессии.
Так, при наличии производного аллеля (G) выяв-
лен более низкий уровень экспрессии генов
RP11-285J16.1 и UBE2FP1 (в коже, подвергаю-
щейся солнечной экспозиции), а также GOLGA4
(в слизистой оболочке пищевода) и LRRFIP2 (в ко-
же вне зависимости от солнечной экспозиции и в
цельной крови). Напротив, у носителей генотипа
GG выше уровень экспрессии генов RP11-285J16.1
и UBE2FP1 (в щитовидной железе), GOLGA4 (в
скелетных мышцах и коже, подвергающейся сол-
нечной экспозиции), LRRFIP2 (в 14 тканях)
(https://gtexportal.org/home/).

Влияние rs1799977 на сплайсинг показано для
трех генов. В подавляющем большинстве случаев
замена приводит к снижению эффективности
вырезания интронов: интрон 12 в гене MLH1 (в
большеберцовых артериях), интрон 1 в LRRFIP2
(в 31 ткани), интрон 22 в GOLGA4 (в слизистой
оболочке пищевода). Повышение эффективно-
сти вырезания показано только для интрона 2 ге-
на GOLGA4 (в скелетных мышцах) и интрона 1 гена
LRRFIP2 (в левом желудочке) (https://gtexportal.
org/home/). Несмотря на сходный тип “сплайсин-
гового ответа” на альтернативный аллель, в ре-
зультате тканеспецифичного изменения характе-
ра экспрессии LRRFIP2 имеет место тканеспеци-
фичное изменение соотношений сплайсинговых
вариантов этого гена. Так, на фоне снижения эф-
фективности вырезания интрона 1 из мРНК гена
LRRFIP2 в трех тканях (кожа вне зависимости от
солнечной экспозиции и цельная кровь) проис-

ходит снижение экспрессии этого гена, а в 11 тка-
нях ‒ усиление (https://gtexportal.org/home/).

Влияние rs1805321 в гене PMS2
на экспрессию и сплайсинг

rs1805321 в гене PMS2 находится в блоке сцепле-
ния eQTL-SNP, охватывающем не менее 76 т.п.н.
Эта замена ‒ eQTL-вариант для 7 генов (табл. S1,
см. Дополнительные материалы на сайте http://
www.molecbio.ru/downloads/2023/1/supp_Бабуш-
кина_rus.zip). В подавляющем большинстве слу-
чаев альтернативный аллель (A) приводит к воз-
растанию уровня экспрессии. Такой характер из-
менчивости показан для генов ANKRD61
(в 6 тканях), CCZ1B (в 11 тканях), EIF2AK1 (в
17 тканях), PMS2 (в 28 тканях), SNORA42 (в трех
тканях). В ряде тканей уровень экспрессии этих
генов носит несколько иной характер: при сохра-
нении общей тенденции (GG<AA) максималь-
ный уровень наблюдается у гетерозигот. Такая за-
висимость зарегистрирована для гена ANKRD61 в
большеберцовых нервах, для EIF2AK1 в адипоци-
тах сальника, для PMS2 в коже, не подвергавшей-
ся солнечной экспозиции, и в базальных ганглиях
головного мозга; для SNORA42 во фронтальной
коре головного мозга. И, напротив, показано
снижение экспрессии при наличии производного
аллеля для гена CCZ1 (в 8 тканях). Для гена RAC1
влияние данной замены выявлено в одной ткани
(щитовидная железа), уровень максимален у го-
мозигот по референсному аллелю, но минимален
у гетерозигот (https://gtexportal.org/home/).

Влияние rs1805321на сплайсинг показано для
одного гена – AIMP2 – в двух тканях: эффектив-
ность вырезания интрона 1 при наличии произ-
водного аллеля снижается в скелетных мышцах и
возрастает в коже, подвергающейся солнечной
экспозиции (https://gtexportal.org/home/).

Влияние rs20579 в гене LIG1
на экспрессию и сплайсинг

rs20579 в гене LIG1 находится внутри региона
сцепления eQTL-SNP, охватывающего около
28 т.п.н. Это eQTL-вариант для 6 генов (табл. S1,
см. Дополнительные материалы на сайте
http://www.molecbio.ru/downloads/2023/1/supp_
Бабушкина_rus.zip). Производный аллель приво-
дит к возрастанию уровня экспрессии генов
PLA2G4C (в 22 тканях), PLA2G4C-AS1 (в легких),
CTC-453G23.5 (в коже, подвергавшейся солнеч-
ной экспозиции). Понижение экспрессии на-
блюдается для генов LIG1 (в большеберцовых
нервах) и AC022154.7 (в скелетных мышцах). Тка-
независимое изменение уровня экспрессии заре-
гистрировано для гена CARD8: у носителей про-
изводного аллеля в путамене (базальные ганглии
головного мозга) наблюдается повышение уров-
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ня экспрессии, а в прилежащем ядре (базальные
ганглии головного мозга), напротив, снижение
(https://gtexportal.org/home/). Влияния rs20579 на
сплайсинг к настоящему времени не показано.

Таким образом, все рассматриваемые марке-
ры изменяют транскрипцию как своего, так и
близлежащих генов, будучи для них cys-QTL-ва-
риантами. Тканезависимый характер изменений
может определять различия степени поражения
тканей и органов при развитии патологического
фенотипа; при этом поражения органов-мише-
ней могут быть обусловлены изменениями (как
уровня экспрессии в целом, так и альтернатив-
ного сплайсинга) спектра корегулируемых ге-
нов. Например, ген ACAT1, корегулируемый и
колокализованный с геном ATM (табл. S1, см. До-
полнительные материалы на сайте http:// www.
molecbio.ru/downloads/2023/1/supp_Бабушкина_
rus.zip), кодирует митохондриальную ацетил-
КоА-ацетилтрансферазу ‒ один из ключевых
ферментов этерефикации холестерина. Следова-
тельно, вовлеченность этого фермента в развитие
атеросклероза и его патогенетически значимых
признаков логически обоснована; блокаторы
этого фермента используют для лечения атеро-
склероза [18]. Одним из возможных объяснений
полученных нами ранее ассоциаций гена ATM с
липидными показателями у больных ИБС [7] мо-
жет быть именно изменение уровня экспрессии
ACAT1 (и уже его влияние на развитие патологии)
в результате нуклеотидных замен в гене ATM.

ИЗМЕНЕНИЯ МОТИВОВ СВЯЗЫВАНИЯ 
ТРАНСКРИПЦИОННЫХ ФАКТОРОВ, 

ПРОИСХОДЯЩИЕ 
В РЕЗУЛЬТАТЕ АНАЛИЗИРУЕМЫХ 

НУКЛЕОТИДНЫХ ЗАМЕН

В результате изменения нуклеотидной после-
довательности могут меняться сайты связывания
TF, что позволяет определять статус нуклеотид-
ных замен в качестве cys-eQTL-SNP. В настоящее
время накоплена обширная информация о взаи-
модействии хроматина и различных TF. Имеющи-
еся данные получены как экспериментальным пу-
тем (методами иммунопреципитации хроматина,
например ChIP-Seq), так и биоинформатически-
ми методами. Существует множество инструмен-
тов для биоинформатического анализа, позволяю-
щих выявить в нуклеотидной последовательности
вероятные мотивы связывания TF и предсказать,
каким образом будет меняться их аффинность в
результате всевозможных структурных измене-
ний. Однако следует учитывать, что различные
инструменты анализа не всегда дают согласую-
щуюся информацию.

Мы проанализировали изменения мотивов
связывания TF с помощью ресурсов HaploReg
(https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/

haploreg.php), Poplympact (https://regulomedb.org/
regulome-search/), GWAS4D (http://mulinlab.tmu.
edu.cn/gwas4d/gwas4d/gwas4d/gwas4d_server) (рис. 4,
круговые диаграммы Венна). Наименьшее число
изменяющихся мотивов предсказывает HaploReg
(https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/
haploreg.php). Согласно полученным данным, в
результате проанализированных вариантов меня-
ются сайты связывания TF в генах ATM (rs189037,
rs1801516), TP53BP1 (rs560191), NBN (rs1805800).
Ресурс Polympact не определяет изменений моти-
вов в результате замены в гене TP53BP1, но пока-
зывает их наличие в генах ATM, NBN, MRE11,
PMS2 (рис. 4). Согласно GWAS4D, все изученные
нуклеотидные замены влияют на аффинность
связывания TF с их сайтами. Так, rs560191 в гене
TP53BP1 изменяет только 8 сайтов, а rs189037 в
гене ATM ‒ 33; всего для 9 изученных SNP меня-
ется 168 мотивов для 99 TF (https://bcglab.cibio.
unitn.it/polympact/, https://pubs.broadinstitute.org/
mammals/haploreg/haploreg.php, http://mulinlab.
tmu.edu.cn/gwas4d/gwas4d/gwas4d /gwas4d_server).

Для перекрывающихся мотивов все алгоритмы
дают согласующуюся информацию по измене-
нию аффинности связывания TF при изменении
нуклеотидной последовательности, хотя пере-
крывание полученных списков в целом довольно
слабое. Так, и HaploReg, и GWAS4D предсказы-
вают изменения аффинности сайтов связывания
MYC (rs1805800 в гене NBN), а также CHD2 и
RAD21 (rs189037 в гене ATM). HaploReg и Polym-
pact дают согласующиеся результаты по отноше-
нию к POU5F1 (rs1805800, ген NBN), MYC
(rs189037, ген ATM) и ARID5B (rs1801516, ген
ATM). Наибольшее число совпадающих резуль-
татов получено между данными GWAS4D и
Polympact: rs1805800 (NBN) приводит к измене-
нию сайта связывания BHLHE40; rs709816
(NBN) – EGR1 и KLF1; rs473297 (MRE11) –
RUNX2; rs189037 (ATM) – USF2, EGR1, TFAP2A;
rs1805321 (PMS2) – STAT5A (https://regulomedb.
org/regulome-search/, https://pubs.broadinstitute.org/
mammals/haploreg/haploreg.php, http://mulinlab.
tmu.edu.cn/gwas4d/gwas4d/gwas4d/gwas4d_server)
(рис. 4). Большинство из этих TF экспрессируют-
ся с разным уровнем в широком спектре тканей,
за исключением TFAP2A, который экспрессиру-
ется в тканях пищеварительной системы (малая
слюнная железа, слизистая оболочка пищевода),
мочевыводящей системы (кора и мозговое веще-
ство почки, мочевой пузырь), репродуктивной
системы (семенники, влагалище), коже (вне зави-
симости от солнечной экспозиции) (https://genome.
ucsc.edu/, https://www.encodeproject.org/).

Чтобы проанализировать, связывание каких
TF подтверждено экспериментально, мы привлек-
ли данные ChIP-Seq-анализа из ресурсов JASPAR
(https://jaspar.genereg.net/) [19], ORegAnno (http://
www.oreganno.org/) [20], ENCODE (https://www.
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encodeproject.org/) [21], а также VannoPortal

(http://www.mulinlab.org/vportal/index. html), на ко-

тором представлены объединенные данные Cis-

tromeDB 20181120, DeepBlueR V1.0, GTRD 2020-06,

EpiMap 2021-01-11, включающие информацию о

связывании TF и других взаимодействующих с

хроматином белков [22‒24] (рис. 4, овальные
диаграммы Венна).

На основании данных по иммунопреципита-
ции хроматина можно сделать вывод, что регионы
локализации анализируемых SNP в кодирующей
последовательности минимально связаны с TF.

Рис. 4. Влияние изученных SNP-маркеров на сайты связывания транскрипционных факторов. Круговые диаграм-
мы – теоретически рассчитанные мотивы связывания TF с изменяющейся в результате нуклеотидной замены аф-
финностью (по данным HaploReg, Poplympact, GWAS4D). Овальные диаграммы ‒ экспериментально подтвержден-
ные ДНК-белковые взаимодействия в регионах локализации нуклеотидной замены (по данным, приведенным в
JASPAR, ORegAnno, ENCODE, VannoPortal). Цифрами указано число мотивов в разных базах данных; названия
совпадающих по данным различных ресурсов TF приведены рядом.
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Так, по данным JASPAR, ORegAnno и ENCODE,
не обнаружено сайтов связывания TF для
rs560191 в гене TP53BP1, rs1801516 в гене ATM,
rs1805321 в гене PMS2. Однако по данным Vanno-
Portal, для этих нуклеотидных последовательно-
стей показано связывание в отдельных тка-
нях/клеточных линиях с TF либо иными белками:
модификаторами хроматина, ферментативными
комплексами и другими, также влияющими на
уровень экспрессии белков. Например, в регионе
локализации rs560191 выявлено связывание лизи-
новой метилтрансферазы KMT2A (в клеточной
линии RS4 острого лимфобластного лейкоза) и
POLR2A – субъединицы А РНК-полимеразы II (в
клетках влагалища); с регионом локализации
rs1801516 в гене ATM связывается BRD4 (в клетках
крови); в области гена PMS2, содержащей
rs1805321, обнаружено связывание 13 белков
(каждый в 1‒3 типах клеток). В регионах еще двух
SNP в кодирующей последовательности и одного
маркера в 5'UTR факты связывания с единичны-
ми TF зарегистрированы в нескольких базах дан-
ных, но эти результаты не перекрываются. Так, с
регионом локализации rs1799977 в гене MLH1 по
данным ENCODE связывается CTCF (в клетках
аденомы паращитовидной железы), по данным
VannoPortal – FOXA1 (в клетках простаты), SPIB
(в костном мозге), GATA4 и FOXA2 (в коже).
С регионом локализации rs709816 в гене NBN свя-
зывается ряд белков: ZSCAN4, CEBPD, CEBPA
(JASPAR); E2F1 (ORegAnno); AR, MYC, POLR2A,
BRD4 (VannoPortal). Область локализации
rs473297 в гене MRE11 совпадает с сайтом связы-
вания SMARCA4 (ORegAnno); ARID1A, FOXA2,
GATA3, GATA4, GATA6 (VannoPortal) (http://
www.mulinlab.org/vportal/index.html, https://www.
encodeproject.org/, https://jaspar.genereg.net/, http://
www.oreganno.org/).

Только для трех изученных маркеров (5'UTR
генов NBN, LIG1, ATM) списки связываемых с об-
ластью их локализации белков частично пересе-
каются (рис. 4). Для rs1805800 выявлено связыва-
ние нуклеотидной последовательности с TFEB
(JASPAR); SMARCA4 и CTCF (ORegAnno); CTCF
(в 150 тканях), H2AZ, EP300, SNAI2, SMC3,
NR3C1 (VannoPortal); CTCF (в 187 тканях) и еще
8 TF (в 1‒5 тканях) (ENCODE). Таким образом, в
трех из проанализированных ресурсов содержится
информация о связывании этой нуклеотидной по-
следовательности с транскрипционным репрессо-
ром CTCF. В регионе rs20579 (в гене LIG1) зареги-
стрировано связывание MITF (ORegAnno);
H2AZ, MITF, FOXP1 (VannoPortal). В двух базах в
этом регионе зарегистрировано связывание MITF.

Наибольшее число ДНК-белковых взаимодей-
ствий зарегистрировано для региона, в котором на-
ходится rs189037 (ген ATM). В ресурсе JASPAR для
этой области показано взаимодействие с фактора-
ми ZNF263, SP5 и ZNF148. Согласно ORegAnno,

ДНК в этом регионе ассоциирована с SMARCA4,
RBL2, RB1, ZNF263, CTCF и MITF. С этой обла-
стью взаимодействует 156 TF по данным
ENCODE, 517 ‒ по данным VannoPortal; для двух
последних ресурсов 118 белков общие. В списках
сразу трех ресурсов встречаются SMARCA4, RB1,
CTCF, MITF (ORegAnno, ENCODE, VannoPortal)
и ZNF263 (ORegAnno, JASPER, VannoPortal); из
них к TF, связываемым в широком спектре тка-
ней, относится только CTCF (рис. 4).

Как можно заметить, для двух промоторных
регионов (rs1805800 и rs189037) характерно свя-
зывание с CTCF. Это CCCTC-связывающий фак-
тор, играющий важную мультифункциональную
роль в ремоделировании хроматина [12, 25]. Хо-
рошо известна роль CTCF в связывании инсуля-
торных последовательностей, поэтому можно
предположить, что именно эта функция CTCF
наиболее значима в данных локусах.

В то время как результаты, полученные с по-
мощью методов биоинформатического анализа,
указывают на наличие возможности связывания с
ДНК определенных TF, методы иммунопреципи-
тации хроматина показывают реально существу-
ющие связи, но в отдельных клетках/тканях на
определенной стадии развития, в определенном
физиологическом состоянии и с определенной
нуклеотидной последовательностью. В связи с
этим отсутствие экспериментального подтвер-
ждения теоретических расчетов нельзя рассмат-
ривать как доказательство отсутствия такого вза-
имодействия в принципе ‒ просто оно не зареги-
стрировано в проанализированных биообразцах.
Мы сопоставили результаты биоинформатиче-
ского анализа и данные ChIP-seq для исследо-
ванных маркеров. Только для rs189037 выявлено
совпадение TF и других белков хроматина, аф-
финность которых к сайтам связывания теорети-
чески изменяется в результате нуклеотидной за-
мены и связывание которых с этим регионом
имеет экспериментальное подтверждение. Для
аннотированных в базе JASPAR TF не выявлено
изменений аффинности к мотивам связывания, а
для ряда TF, аннотированных в трех других базах,
такие мотивы идентифицированы (табл. 3).

Экспериментально выявляемые регионы ДНК-
белковых взаимодействий достаточно протяжен-
ны (среди проанализированных их длина соста-
вила 152‒1975 п.н.). Длина рассчитанных теорети-
чески мотивов значительно короче (8‒20 п.н.). Для
всех потенциально изменяющихся мотивов под-
тверждена их локализация внутри региона взаи-
модействия (на рис. 5 в качестве примера приве-
дены данные для мотивов четырех TF). Таким об-
разом, нуклеотидная замена в ДНК может
приводить к изменению аффинности связывания
соответствующих TF и тем самым определять эф-
фективность их функционирования. Кроме того,
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при наличии альтернативного аллеля биоинфор-

матические ресурсы предсказывают появление

de novo сайтов связывания TF, предполагающих

появление новых регуляторных контуров. Появ-

ление таких сайтов предсказано для всех изучен-

ных SNP. Непонятно, реализуется ли эта возмож-

ность, но с учетом тканеспецифичности широко-

го спектра TF можно определить, какие ткани

могут быть мишенями в этом случае.

Таким образом, разнообразие изменяемых мо-

тивов связывания TF может объяснить роль иссле-

дованных SNP в качестве QTL-вариантов. Так, на-

пример, с регионом локализации rs1189037 (в гене

АТМ) связывается фактор USF1 (http://www.

mulinlab.org/vportal/index.html), регулирующий

экспрессию широкого спектра генов метаболиз-

ма липидов и глюкозы [26, 27]. В литературе опи-

сана мутация в гене USF1, приводящая к семей-

ной гиперлипидемии [28], из чего можно сделать

вывод о его важной роли в детерминации уровня

липидов. rs1189037 меняет аффинность связыва-
ния USF1. Так, согласно ресурсу GWAS4D, при
наличии альтернативного аллеля появляется но-
вый, ранее не существовавший мотив связывания
этого TF с локализацией 11:108093828–108093837;
согласно ресурсу Polympact, увеличивается аф-
финность пяти вероятных мотивов и появляется
один новый (с точкой старта в 11:108093826). Та-
ким образом, при наличии альтернативного алле-
ля сродство TF к последовательности ДНК уси-
ливается, что может влиять на эффективность его
функционирования. Следовательно, этот путь
может быть еще одним механизмом, объясняю-
щим ассоциированность rs1189037 с липидными
показателями у больных ИБС [7]. Вместе с тем
вышеприведенная информация указывает на то,
что рассматриваемые маркеры при ассоциатив-
ных исследованиях могут отражать участие в па-
тологическом процессе не только “своего” гена,
но и тех, в регуляции функционирования кото-
рых они принимают участие.

Таблица 3. Экспериментально подтвержденные ДНК-белковые взаимодействия, для которых теоретически
предсказано изменение аффинности связывания транскрипционных факторов с их сайтами в результате нук-
леотидной замены rs189037

а Указано число TF, общих для разных ресурсов; приведены названия только тех TF, наличие которых в данной точке заре-
гистрировано более чем в 10 тканях. Стрелками ↑ и ↓ указано соответственно увеличение и снижение аффинности TF к мо-
тиву при наличии альтернативного аллеля; знак “~” указывает на незначительное изменение (по биоинформатическим
данным). Отдельные мотивы в пределах одного региона в различных ресурсах могут быть сдвинуты вправо или влево от-
носительно друг друга.

Биоинформатический 

ресурс

Ресурсы с данными иммунопреципитации хроматинаа

JASPAR ORegAnno ENCODE VannoPortal

HaploReg 0 0

4

MYC ↑
RAD21 ~

5

MYC ↑
RAD21 ~

ELF1 ↓
ZNF143 ↓

GWAS4D 0
1

CTFC ↑

17

CTCF ↑
RAD21 ↑

26

CTCF ↑
RAD21 ↑
SMC3 ↑

GABPA ↑
NRF1 ↑

HDAC2 ↓
SIN3A ↑
CDK8 ↑
USF1 ↑

Polympact 0 0
9

MYC ↑

22

MYC ↑
REST ↑

E2F1 ↓ (7 сайтов)

TRIM28 ↓
USF1 ↑ (6 сайтов)
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АДАПТОГЕННЫЙ И ПАТОЛОГИЧЕСКИЙ 
ПОТЕНЦИАЛ АНАЛИЗИРУЕМЫХ 

ПОЛИМОРФНЫХ ВАРИАНТОВ

Межвидовые сравнения свидетельствуют о

высоком уровне консервативности четырех из де-

вяти проанализированных локусов. В первую

очередь это касается SNP в кодирующем регионе

гена ATM – rs1801516, для которого консерватив-

ность у позвоночных определена с помощью всех

анализируемых алгоритмов (табл. 4). Немногим

ниже уровень консервативности rs1799977 – за-

мены в кодирующем регионе гена MLH1: мето-

дом PhyloP (измеряет эволюционную консерва-

тивность отдельных последовательностей ДНК)

выявлена высокая консервативность у млекопи-

тающих и позвоночных в целом, но не у прима-

тов. Методами PhastCons, GERP++ консерватив-

ность этого локуса на разных эволюционных

уровнях подтверждена (табл. 4). Можно предпо-

ложить, что данный регион в ходе эволюционной

истории стал изменяться именно у приматов.

Несколько менее выражена консервативность

промоторной последовательности гена ATM –

для rs189037 устойчивое сохранение последова-

тельности выявлено с помощью анализов PhyloP

и GERP++, но не PhastCons (определяющего веро-

ятность того, что каждый нуклеотид принадлежит

консервативному элементу) (табл. 4). Напротив,

для rs560191 в гене TP53BP1 консервативность

определена методом PhastCons на различных

уровнях, но PhyloP подтверждает ее наличие

только у приматов, а оценки GERP++ ‒ наличие

высокой гомологии у разных видов (табл. 4). Ста-

тистика GerpN (оценивающая сохранение после-

довательности у видов) определяет как консерва-

тивные наибольшее число проанализированных

локусов (rs560191, rs709816, rs189037, rs1801516,

rs1799977, rs1805321), причем только этот метод

считает “вероятно консервативными” rs709816 (в

гене NBN) и rs1805321 (в гене PMS2) (табл. 4). Со-

гласно всем видам анализа, к консервативным не

относятся промоторные регионы генов NBN
(rs1805800), MRE11 (rs473297) и LIG1 (rs20579).

Не все полученные оценки хорошо согласуют-

ся между собой. Так, показано, что 7 из 9 изучен-

ных SNP оказывают выраженное влияние на при-

способленность (согласно оценкам пригодности

FitCons), в том числе и “высоконейтральный”

rs20579. В то же время локус rs473297, находящий-

Рис. 5. Локализация изменяемых мотивов связывания транскрипционных факторов в регионах иммунопреципитации
соответствующих белков в различных тканях (составлено по данным Polympact и VannoPortal). Вертикальная полоса
представляет собой теоретически рассчитанный изменяемый мотив, цветные горизонтальные полосы – эксперимен-
тально выявленные регионы ДНК-белковых взаимодействий в различных тканях. Ось Х представляет собой длину мо-
тивов связывания TF (в нуклеотидах); за нулевую отметку принято положение теоретически рассчитанного изменяе-
мого мотива. Ось Y – ткани, в которых с помощью иммунопреципитации хроматина показано связывание этих TF
(число тканей составляет 1457, 912, 89 и 11 для CTCF, RAD21, MYC и USF1 соответственно).

CTCF (GWAS4D) RAD21 (GWAS4D)

MYC (Polympact) USF1 (Polympact)

–1500 –1000 –500 0 500 1000 –1000 –500 0 500 1000

–1000 –800 –600 –400 –200 0 200 400 –600 –400 –200 0 200
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ся под действием позитивного отбора (то есть за-

мена в этом локусе, вероятно, имеет некоторые

адаптивные преимущества), оценки FitCons

определяют как не оказывающий влияния на

приспособленность. Интересно, что действие

фонового отбора зарегистрировано для четырех

локусов: обеих замен в гене ATM и несинонимич-

ных замен в генах TP53BP1 и MLH1 (табл. 4). Фо-

новый отбор показывает воздействие не на сами

анализируемые локусы, а на тесно сцепленные с

ними, то есть консервативность этих регионов

может быть связана не столько (или не исключи-

тельно) с важной ролью именно анализируемых

последовательностей, но и быть следствием сцеп-

ления. В пользу этого свидетельствует тот факт,

что почти во всех генах, в которых локализованы

рассматриваемые SNP, описаны мутации, приво-

дящие к моногенным заболеваниям (за исключе-

нием TP53BP1). Это такие патологии, как атаксия-

телеангиэктазия и сходное с ней заболевание

(Ataxia-telangiectasia-like disorder 1 ‒ заболевание,

подобное атаксии-телеангиэктазии, типа 1), вы-

зываемые мутациями в генах AТМ и MRE11 соот-

ветственно; синдром хромосомных поломок Ний-

меген (мутации в гене NBN); синдром Линча и

синдром Туркота (причина которых ‒ мутации и

в MLH1, и в PMS2), синдром Мюир‒Торре (мута-

ции в гене MLH1); аутосомно-рецессивный имму-

нодефицит-96 (мутации в LIG1) (https://www.ncbi.

nlm.nih.gov/omim/?term).

С позиций “менделевского кода” полиморф-

ные варианты в генах менделевских заболеваний

могут оказаться значимыми для многофактор-

ных патологий, в которых задействованы те же

биохимические пути. Замечено, что по результа-

там полногеномных ассоциативных исследова-

ний наиболее значимые ассоциации нередко вы-

являют с маркерами, локализованными вблизи

генов менделевских заболеваний, причем на-

блюдается некоторое перекрывание фенотипи-

ческих проявлений изучаемых моногенных и

сложнонаследуемых заболеваний [35]. Считает-

ся, что до четверти генов, мутации в которых

приводят к менделевским заболеваниям, ассо-

Таблица 4. Эволюционная роль изученных полиморфных вариантов генов, кодирующих белки систем репара-
ции ДНК

a Показатели PhyloP и PastCons оценивают эволюционную консервативность на основании межвидовых сравнений, за ис-
ключением человека (приставки обозначают классификационные ранги: ver – позвоночные, mam – млекопитающие, pri –
приматы). Балл PhyloP соответствует ‒lg p-value нулевой гипотезы нейтральной эволюции; положительные значения (до 3)
указывают на очищающий отбор, а отрицательные значения (до ‒14) свидетельствуют об ускоренной эволюции консерва-
тивных (и, следовательно, вероятно функциональных) элементов [29, 30]. Показатели PhastCons оценивают вероятность
того, что локус содержится в консервативном элементе, варьируют от 0 до 1 и отражают вероятность отрицательного отбора
[30‒32]. Оценки GerpN и GerpS основаны на анализе отдельных нуклеотидов: высокое значение GerpN указывает на высо-
кую гомологию локуса у разных видов; положительные значения GerpS ‒ на дефицит замен, отрицательные – на их избыточ-
ность ‒ и оценивают уровень “ненейтральности” локуса [30, 33]. FitCons оценивает вероятность того, что нуклеотид в данном
положении влияет на приспособленность (на основании метода INSIGHT); показатель варьирует от 0 до 1 [34]. bStatistic ‒
оценка фонового отбора, указывающая на ожидаемую долю нейтрального разнообразия, присутствующего на соответству-
ющем участке: значения, близкие к 0, означают почти полное удаление разнообразия в результате отбора; значения, близ-
кие к 1, указывают на незначительный эффект отбора на разнообразие.

b Score – оценка, полученная для каждого варианта с помощью использованного алгоритма; Phred Score – показатель каче-
ства полученной оценки (значение ≥20 соответствует вероятности ошибки 1%). Цифры в светло-серой заливке отображают
вероятно консервативные точки генома; в темно-серой заливке – высокое влияние на приспособленность; светло-серая за-
ливка с жирным шрифтом указывает на сильный фоновый отбор, темно-серая с белым шрифтом – локус находится под по-
ложительным отбором, черная – локус высоконейтрален.

Способ 
оценки a

Score/Phred Scoreb

rs560191 rs1805800 rs709816 rs189037 rs1801516 rs473297 rs1799977 rs1805321 rs20579

verPhyloP 0.38/5.87 ‒0.20/1.38 ‒0.16/1.50 1.66/14.75 4.82/27.54 ‒0.63/0.64 2.59/19.80 ‒0.01/2.003 ‒1.36/0.18

mamPhyloP 0.39/6.28 ‒0.21/1.45 ‒0.18/1.51 1.19/12.37 2.75/28.23 ‒0.64/0.69 2.21/20.12 0.39/6.23 ‒1.66/0.12

priPhyloP 0.65/14.49 ‒0.27/1.17 ‒0.28/1.14 0.65/16.10 0.59/13.11 ‒2.45/0.03 0.53/8.76 ‒0.15/1.40 ‒0.90/0.35

verPastCons 0.99/16.76 0.001/1.50 0.01/3.94 0.04/5.42 1/17.61 0/0 1/17.61 0/0 0.002/2.21

mamPastCons 0.99/17.75 0.001/1.57 0.001/1.57 0.05/6.40 1/18.75 0/0 1/18.75 0.01/3.51 0.001/1.57

priPastCons 0.98/19.14 0.03/3.21 0.002/0.51 0.04/3.65 0.97/17.83 0.01/1.54 0.10/23.77 0.004/0.89 0.10/5.27

GerpN 5.9/25.29 2.35/3.82 5.45/17.31 4.97/13.76 5.52/18.00 3.06/5.51 5.76/21.23 5.84/22.77 4.12/9.69

GerpS 1.95/9.59 ‒0.79/1.21 ‒1.6/0.74 4.04/17.01 5.52/23.88 ‒2.58/0.44 4.61/19.16 0.57/5.32 ‒7.72/0.02

FitCons 0.70/23.33 0.17/15.34 0.72/27.76 0.09/8.40 0.72/27.76 0.09/8.42 0.72/27.76 0.70/23.34 0.36/18.87

bStatistic 6/0.01 526/0.60 528/0.60 130/0.06 115/0.05 635/0.96 154/0.08 725/1.44 743/1.56
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Таблица 5. Оценка патогенности несинонимичных нуклеотидных заменa

a Представлены данные по статусу патогенности миссенс-вариантов, полученные с помощью различных алгоритмов оценки,

аккумулированные в dbNSFP (составлено по данным VannoPortal, http://www.mulinlab.org/vportal/index.html). В зависимо-

сти от алгоритмов и решаемых с их помощью задач статус патогенности оценивали в разных терминах. В таблице сохранена

исходная терминология: к благоприятным вариантам относятся Tolerated, Benign, Neutral, Polymorphism automatic, Low; к

неблагоприятным ‒ Deleterious, Damaging.

Инструмент rs560191 rs1801516 rs1799977 rs1805321

SIFT Tolerated Tolerated Tolerated Tolerated

SIFT4G Tolerated Tolerated Tolerated Tolerated

Polyphen2_HDIV Benign Benign Benign

Polyphen2_HVAR Benign Benign Benign Benign

LRT Neutral Deleterious Deleterious Neutral

MutationTaster Polymorphism

automatic

Polymorphism

automatic

Polymorphism

automatic

Polymorphism

automatic

MutationAssessor Low Low Low

FATHMM Tolerated Tolerated

MetaSVM Tolerated Tolerated Tolerated Tolerated

MetaLR Tolerated Tolerated Tolerated Tolerated

PrimateAI Tolerated Tolerated Tolerated Tolerated

DEOGEN2 Tolerated Tolerated Tolerated Tolerated

BayesDel_addAF Tolerated Tolerated Tolerated Tolerated

BayesDel_noAF Tolerated Tolerated Tolerated Tolerated

ClinPred Tolerated Tolerated Tolerated Tolerated

LIST-S2 Tolerated Tolerated Damaging Tolerated

циировано и с многофакторной патологией [36].

С этой точки зрения изучаемые маркеры пер-

спективны для ассоциативного анализа широко-

го спектра патологий.

Оценки патогенности исследованных SNP не-

однозначны. С одной стороны, данные по оцен-

кам патогенности несинонимичных вариантов,

полученные на основании широкого спектра

наиболее часто используемых алгоритмов, под-

тверждают отсутствие патологически значимых

нарушений белковых молекул вследствие указан-

ных нуклеотидных замен (табл. 5). С другой сто-

роны, геномная оценка патогенности (по regBase

[37]) указывает на вероятность вовлеченности в

патологические процессы всех анализируемых

вариантов (табл. 6). В наибольшей степени это

касается SNP в генах ATM (rs189037 в 5'UTR,

rs1801516 в экзоне 37) и MLH1 (rs1799977 в экзоне 8).

Можно предположить, что геномные оценки па-

тогенности отображают вероятность вовлеченно-

сти маркера в развитие многофакторной патоло-

гии. Оценки онкогенности также указывают на

вероятность “драйверного” эффекта (likely cancer

driver) данных нуклеотидных замен для развития

онкопатологии (табл. 6).

Следует отметить, что вовлеченность данных
маркеров в развитие многофакторной патологии в
литературе обсуждается мало. Так, в базе DisGeNet

(https://www.disgenet.org/) отсутствует информа-
ция относительно rs1805800, rs473297, rs1805321 в
контексте привлечения их к ассоциативному ана-
лизу при любых патологиях. Только с точки зре-
ния вовлеченности в развитие онкопатологии
и/или ее осложнений изучают rs560191, rs709816,
rs1801516 и rs20579. Преимущественно при онко-
патологии изучают также rs189037 и rs1799977, хо-
тя анализировали вовлеченность rs1799977 в раз-
витие язвенного колита [38, 39], rs189037 ‒ в разви-
тие сердечно-сосудистой патологии, азооспермии,
когнитивных нарушений [40‒43]. В отношении
всех рассматриваемых маркеров результаты ас-
социативных исследований противоречивы, в
некоторых случаях обсуждается вероятность эт-
носпецифических особенностей ассоциаций
(https://www.disgenet.org/).

Таким образом, всесторонний анализ изучае-
мых локусов дает большой объем дополнитель-
ной информации, которая может быть полезной
для объяснения результатов ассоциативных ис-
следований и более адекватной оценки патологи-
ческого и адаптогенного потенциала изучаемых
локусов. Результаты проведенного анализа ука-
зывают на высокий регуляторный потенциал рас-
сматриваемых локусов. Так, показано, что боль-
шинство из них находится в составе крупных бло-
ков сцепления QTL-SNP, оказывающих влияние
на уровни экспрессии широкого спектра генов
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(например, rs560191 является eQTL для 20 генов),
а влияние этих замен может сказаться не только
на изменении генной экспрессии в целом, но и на
сплайсинге. Выявлен возможный эффект вари-
анта rs189037 на усиление топологической роли
включающего его хромосомного региона. Пока-
зано, что рассматриваемые маркеры при ассоци-
ативных исследованиях могут отражать участие в
патологическом процессе не только “своего” ге-
на, но и тех генов, в регуляции которых они при-
нимают участие.

Работа выполнена при частичном финансиро-
вании Госзадания Министерства науки и высше-
го образования (№ 122020300041-7).
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Regulatory Potential of SNP Markers in the Genes of DNA Repair Systems
N. P. Babushkina1, * and A. N. Kucher1

1Research Institute of Medical Genetics, Tomsk National Research Medical Center, Russian Academy of Sciences,
Tomsk, 634050 Russia
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In non-coding regions of the genome, the widest range of SNP markers associated with human diseases and
petrogenetically significant features were identified. This raised the critical question of identifying the me-
chanisms that explain these associations. Previously, we identified a number of associations of polymorphic
variants of genes encoding DNA repair proteins with multifactorial diseases. To clarify the possible mecha-
nisms underlying established associations, we carried out a detailed annotation of the regulatory potential of the
studied markers using a number of on-line resources (GTXPortal, VannoPortal, Ensemble, RegulomeDB,
Polympact, UCSC, GnomAD, ENCODE, GeneHancer, EpiMap Epigenomics 2021, HaploReg,
GWAS4D, JASPAR, ORegAnno, DisGeNet, OMIM). The article characterizes the regulatory potential of
polymorphic variants rs560191 (in the TP53BP1 gene), rs1805800 and rs709816 (in the NBN gene), rs473297
(MRE11), rs189037 and rs1801516 (ATM), rs1799977 (MLH1), rs1805321 (PMS2), rs20579 (LIG1). Both the
general characteristics of the studied markers and information on their influence on the expression of “own”
and co-regulated genes, on changes in binding affinity of transcription factors are given. Known data on both
adaptogenic and pathogenicity potential of these SNPs and on histone modifications co-localized with them
are presented. The potential involvement in regulatory function of not only genes that contain SNPs studied
but also nearby genes may explain the association of the markers with diseases and their clinical phenotypes.

Keywords: SNP, associations, gene regulation, splicing, transcription factors, histone code, pathogenicity
score, sequence conservation
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Дофаминовая, серотониновая и глутаматная системы тесно взаимодействуют в патогенезе и фарма-
котерапии шизофрении. Мы сформулировали гипотезу, согласно которой полиморфные варианты
генов GRIN2A, GRM3 и GRM7 могут быть ассоциированы с развитием гиперпролактинемии у боль-
ных шизофренией, принимающих конвенциональные и атипичные антипсихотики в качестве ба-
зовой терапии. Обследовано 432 пациента славянских национальностей с установленным диагно-
зом шизофрения. ДНК выделяли из лейкоцитов периферической крови стандартным фенол-хлоро-
формным методом. Для пилотного генотипирования выбрано 12 SNP в гене GRIN2A, четыре SNP в
гене GRM3 и шесть в гене GRM7. Аллельные варианты этих полиморфизмов определяли методом
ПЦР в реальном времени. Уровень пролактина определяли иммуноферментным методом. В груп-
пах пациентов с нормальным и повышенным уровнем пролактина, принимающих конвенциональ-
ные антипсихотики, выявлены статистически значимые различия в распределении частот геноти-
пов и аллелей полиморфных вариантов GRIN2A rs9989388 и GRIN2A rs7192557, а также различия в
уровнях сывороточного пролактина в зависимости от генотипов полиморфного варианта GRM7
rs3749380. Обнаружены статистически значимые различия в частотах генотипов и аллелей поли-
морфного варианта GRM3 rs6465084 в группах пациентов с гиперпролактинемией и без нее, чьим
базовым препаратом был атипичный антипсихотик. Впервые показана ассоциация полиморфных
вариантов генов GRIN2A, GRM3 и GRM7 с развитием гиперпролактинемии у больных шизофрени-
ей, принимающих конвенциональные и атипичные антипсихотики. Эти ассоциации не только под-
тверждают роль глутаматергической системы в развитии шизофрении, но и показывают, что следу-
ет учитывать генетическую составляющую в терапии больных с данным расстройством.

Ключевые слова: пролактин, гиперпролактинемия, глутамат, однонуклеотидные полиморфизмы,
ПЦР в реальном времени, человек, антипсихотики, шизофрения
DOI: 10.31857/S0026898423010159, EDN: AXSWIL

ВВЕДЕНИЕ
Существуют три основные гипотезы, объясня-

ющие патогенез шизофрении с точки зрения на-
рушений в нейромедиаторных системах цен-
тральной нервной системы (ЦНС).

Дофаминергическая гипотеза предполагает
повышенную активность дофамина в мезолимби-
ческой системе. Эту гипотезу подтверждает меха-
низм действия конвенциональных антипсихоти-

ков, направленный на блокаду D2-рецепторов [1].
Серотонинергическая гипотеза основана на том,
что гиперфункция рецепторов 5-HT2A на глута-
матных нейронах приводит к повышенному вы-
бросу глутамата в вентральной области покрыш-
ки, а это, в свою очередь, активирует мезолимби-
ческий тракт и повышает выброс дофамина в
вентральном стриатуме [2].

Глутаматергическая гипотеза представляет ши-
зофрению как следствие гипофункции NMDA-ре-
цепторов на промежуточных ГАМКергических
нейронах в коре головного мозга [3]. Такая гипо-

Сокращения: ГПРЛ – гиперпролактинемия; ГАМК – гам-
ма-аминомасляная кислота; PANSS – Positive And Negative
Syndrome Scale.

УДК 575.1[616.89+616.899]

ГЕНОМИКА. 
ТРАНСКРИПТОМИКА



48

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 1  2023

ТИГУНЦЕВ и др.

функция может привести к гиперактивации глу-
таматной нейропередачи в вентральной области
покрышки, а также к избытку дофамина в вен-
тральном стриатуме через мезолимбический
тракт. Согласно этой же гипотезе, позитивные
симптомы шизофрении вызывает избыток дофа-
мина в мезолимбическом тракте, обусловленный
нарушениями в функционировании нейронной
цепи глутамат–ГАМК–глутамат–дофамин. Не-
гативные и когнитивные симптомы можно объ-
яснить недостаточным высвобождением дофа-
мина в мезокортикальной области из-за нару-
шения работы нейронной цепи глутамат–
ГАМК–глутамат–ГАМК–дофамин [4].

Участие глутамата в патогенезе шизофрении
также подтверждается результатами исследований,
показавшими способность блокатора NMDA-ре-
цепторов фенциклидина вызывать преходящие
шизофреноподобные психозы [5, 6]. Патогенети-
ческий механизм этого явления основан на бло-
кировании притока в клетку кальция через управ-
ляемые NMDA-рецепторами возбуждающие кана-
лы [7]. Клинические наблюдения подтверждают,
что для фенциклидиновых психозов характерны
все три группы симптомов шизофрении: пози-
тивные, негативные и когнитивные [8].

Недавние исследования показали, что серото-
нинергическая и глутаматергическая системы
взаимодействуют в патогенезе и фармакотерапии
шизофрении. В частности, рецепторы 5-HT2A и
GRM2 могут регулировать друг друга в функцио-
нально антагонистической аллостерической ма-
нере [9]. Эта взаимосвязь между рецепторами про-
является на различных уровнях: через регуляцию
нижестоящих эффекторов, посредством эпигене-
тических и генетических факторов или как резуль-
тат сборки рецепторов 5-HT2A и GRM2 в гетеро-
мерный комплекс, который участвует в механизме
действия антипсихотиков [10].

Известно, что фармакотерапия антипсихоти-
ческими препаратами способствует снижению
симптоматики шизофрении и переходу заболева-
ния в состояние стабильной ремиссии [11, 12].
Данные препараты в зависимости от селективно-
сти действия подразделяются на конвенциональ-
ные (типичные, традиционные, первого поколе-
ния) и атипичные (второго поколения).

Эффект конвенциональных антипсихотиков
достигается строго за счет блокады D2-рецепторов
дофамина [13]. Атипичные антипсихотические
препараты воздействуют на большее число фарма-
кологических мишеней, многие из них взаимодей-
ствуют с 5-НТ2-рецепторами (рисперидон, олан-
запин, клозапин, зипразидон, сертиндол). Благо-
даря расширенному спектру фармакологического
действия, атипичные антипсихотические препара-
ты показали высокую эффективность в отношении
негативных симптомов шизофрении [14].

Один из наиболее распространенных побочных
эффектов антипсихотических препаратов – гипер-
пролактинемия (ГПРЛ), существенно снижает ка-
чество жизни пациентов [15]. В основе развития
ГПРЛ лежит блокада D2-рецепторов дофамина и
угнетение дофаминергической передачи в туберо-
инфундибулярной зоне головного мозга [16].

Традиционные антипсихотики довольно часто
вызывают ГПРЛ (примерно у 40–90% пациен-
тов). Большая часть атипичных препаратов также
значительно повышает уровень пролактина в сы-
воротке крови [17], однако некоторые имеют низ-
кий риск развития ГПРЛ (клозапин, оланзапин,
зипрасидон), что связано с их большей аффинно-
стью к 5-HT2A-рецепторам, чем к D2-рецепто-
рам [18]. Этот эффект также можно объяснить ан-
тихолинергическими свойствами оланзапина и
клозапина [19].

Неоспорима роль генетической составляющей
в функционировании нейромедиаторных систем
ЦНС, в частности глутаматергической [20, 21].
Ген GRIN2A кодирует субъединицу NMDA-ре-
цептора, представителя суперсемейства ионо-
тропных глутаматных рецепторов, которые при-
нимают участие в кальций-опосредованном
компоненте возбуждающей синаптической пе-
редачи в ЦНС. Гены GRM3 и GRM7 кодируют
метаботропные рецепторы глутамата, связанные
с G-белком. Эти рецепторы принимают участие
в ингибировании каскада сАМР, но различаются
по селективности агонистов. Полиморфизмы
этих генов могут влиять на концентрацию глута-
мата, на активность глутаматергической нейро-
передачи и, как следствие, на содержание дофа-
мина в мезолимбическом тракте. В свою очередь,
повышение уровня дофамина в этой области ве-
дет к развитию ГПРЛ.

Исходя из того, что дофаминовая, серотони-
новая и глутаматная системы тесно взаимодей-
ствуют в патогенезе и фармакотерапии шизофре-
нии, мы сформулировали гипотезу, согласно ко-
торой полиморфные варианты генов GRIN2A,
GRM3 и GRM7 могут быть ассоциированы с раз-
витием ГПРЛ у больных, принимающих конвен-
циональные и атипичные антипсихотики в каче-
стве базовой терапии.

Мы сравнили частоты генотипов и аллелей по-
лиморфных вариантов генов GRIN2A, GRM3 и
GRM7 в группах больных шизофренией с ГПРЛ и
без нее, проживающих в Томской области, при-
надлежащих к славянской этноязыковой общно-
сти и принимающих в качестве базовой терапии
конвенциональные и атипичные антипсихотики.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Нами обследовано 432 пациента с установлен-

ным диагнозом шизофрения, проходивших ста-
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ционарное лечение в клиниках НИИ психиче-
ского здоровья Томского НИМЦ и в Томской
клинической психиатрической больнице. Основ-
ными критериями для включения пациентов бы-
ли верифицированный диагноз шизофрении по
МКБ-10 (Международная классификация болез-
ней 10 пересмотра), возраст 18–65 лет, подписан-
ное информированное согласие пациента, при-
надлежность к славянской этноязыковой общно-
сти, постоянное проживание на территории
Западной Сибири. В исследование не включали
пациентов с острыми и хроническими инфекци-
онными, воспалительными, аутоиммунными, со-
матическими заболеваниями в острой фазе, син-
дромом зависимости от опиоидов, каннабиноидов,
седативных или снотворных веществ, кокаина,
психостимуляторов, включая кофеин, галлюци-
ногенов, летучих растворителей.

Среди обследованных было 211 мужчин (48.5%)
и 221 женщина (51.5%) в возрасте 18–65 лет, медиа-
на 40 [32; 51] лет.

Длительность заболевания у 265 человек (61.3%)
превышала 10 лет, у 77 пациентов (17.8%) – от 5 до
10 лет, у 77 (17.8%) – от 1 г. до 5 лет, у 13 человек
(3.0%) не превышала 1 г.

Суточный хлорпромазиновый эквивалент при-
нимаемых антипсихотиков составил 450 [232.5;
800] мг, медиана длительности терапии – 11.7 [3,
18] г. При первичном обследовании пациентов
использовали шкалу позитивных и негативных
синдромов PANSS (Positive And Negative Syn-
drome Scale [22]), которая позволяет проводить
стандартизированную оценку различных векто-
ров психопатологической симптоматики шизо-
френии, определять клинический профиль
больного и прослеживать динамику состояния в
процессе терапии. Нами получены следующие
результаты, представленные в виде медианы,
верхнего и нижнего квартилей (табл. 1).

ДНК выделяли из лейкоцитов перифериче-
ской крови стандартным фенол-хлороформным
методом [23]. Для генотипирования выбрано 12 SNP
в гене GRIN2A (rs11644461, rs11646587, rs11866328,
rs7190619, rs7192557, rs7196095, rs7206256, rs9788936,
rs9989388, rs1345423, rs4782039, rs8057394), четыре
SNP в гене GRM3 (rs1468412, rs6465084, rs2237562,
rs2299225) и шесть SNP в гене GRM7 (rs779746,
rs1450099, rs17031835, rs3749380, rs1396409, rs12491620).
Полиморфные варианты отбирали на основании
публикаций в сфере генетики и фармакогенетики
шизофрении, в которых показано как участие ге-
нов GRIN2A и GRM7 в ответе на терапию антипси-
хотическими препаратами [24, 25], так и констати-
рована противоречивость данных о вовлеченности
гена GRM3 в патогенез шизофрении [26].

Аллельные варианты определяли методом
ПЦР в реальном времени с использованием набо-

ров SNP Genotyping Assay на приборе StepOne-
Plus (США).

Уровень пролактина определяли иммунофер-
ментным методом с использованием набора реа-
гентов PRL Test System (“MonobindInc”, США)
для количественного определения содержания
гормона в сыворотке крови. У женщин репродук-
тивного возраста забор крови производили в
первую фазу менструального цикла. Антипсихо-
тик-индуцированную ГПРЛ диагностировали
при уровне пролактина выше 25 нг/мл у женщин
и 20 нг/мл у мужчин в соответствии с междуна-
родными критериями [27].

Статистическую обработку данных проводили
с использованием пакета программ SPSS 17.0.
Применяли расчет средних величин, χ2 Пирсона,
в том числе, с учетом поправки Йетса, точный
критерий Фишера (если не менее чем в одной из
исследуемых групп было меньше пяти человек),
Н-критерий Крускала–Уоллеса, U-критерий
Манна–Уитни и множественный регрессионный
анализ. Поскольку часть показателей не подчи-
нялась закону нормального распределения, ис-
пользовали непараметрические критерии, их
описательная статистика представлена медианой
и межквартильным интервалом. Критический
уровень значимости принят равным 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Антипсихотик-индуцированная ГПРЛ выяв-

лена у 262 (60.6%) из 432 пациентов нашей выбор-
ки и не выявлена у 170 (39.4%). Распределение па-
циентов по полу в этих группах представлено в
табл. 2. Данные о длительности течения заболева-
ния в группах приведены в табл. 3.

Поскольку ГПРЛ развивается при постоянном
приеме антипсихотических препаратов в течение
нескольких недель, выявленные различия могут
быть следствием особенностей выборки, в том
числе условного деления на подгруппы в зависи-
мости от длительности антипсихотической тера-
пии. По этой причине эти различия не учитывали
при дальнейшем анализе частот генотипов и ал-
лелей изучаемых полиморфных вариантов.

Далее выборку разбили на две группы в зависи-
мости от класса базового антипсихотика с последу-
ющим делением по наличию/отсутствию ГПРЛ.

Таблица 1. Показатели пациентов исследуемой вы-
борки по шкале PANSS

Шкала PANSS Me [Q1; Q3]
Позитивные симптомы 23 [19, 27]
Негативные симптомы 25 [21, 28]
Общепсихопатологические симптомы 51 [44; 57]
Общий показатель 99 [91; 108]
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Не выявлено статистически значимых разли-
чий в частотах ГПРЛ в группах пациентов, при-
нимающих в качестве базовой терапии конвенци-
ональные и атипичные антипсихотики (χ2 = 0.27;
р = 0.64). ГПРЛ диагностирована у 61.9% пациен-
тов, получающих конвенциональные антипсихо-
тики, и у 59.1% пациентов, получающих атипич-
ные антипсихотики.

Оценили также развитие ГПРЛ в группах
определенной половой принадлежности. Оказа-
лось, что среди женщин, получающих конвенци-
ональные антипсихотики, ГПРЛ встречалась ста-
тистически значимо чаще, чем у мужчин (χ2 = 8.17;
р = 0.004; табл. 4). В группе больных, чьим базо-
вым препаратом был атипичный антипсихотик,
подобных различий не обнаружено.

На следующем этапе проведено генотипирова-
ние пациентов по выбранным однонуклеотид-
ным полиморфизмам. Анализ распределения ча-
стот генотипов и аллелей позволил выявить ста-
тистически значимые различия между группами
пациентов с нормальным и повышенным уров-
нем пролактина по полиморфному варианту
GRIN2A rs9989388 среди принимающих в каче-
стве базовой терапии конвенциональные анти-
психотики (χ2 = 5.99; р = 0.03; табл. 5): генотип ТС
преобладал в группе пациентов с ГПРЛ (OR = 1.93;
95% CI 1.14–3.28). Также обнаружены статисти-
чески значимые различия в частотах генотипов и
аллелей полиморфного варианта rs7192557 того

же гена. Генотип GG (χ2 = 5.89; р = 0.05; OR = 0.56;
95% CI 0.34–0.93) и аллель G (χ2 = 5.30; р = 0.02;
OR = 0.60; 95% CI 0.39–0.91) чаще встречались у
пациентов с нормальным уровнем пролактина в
сыворотке крови, в то время как аллель A был бо-
лее характерен для подгруппы с ГПРЛ (OR = 1.67;
95% CI 1.10–2.54).

Среди пациентов, чьим базовым препаратом
был атипичный антипсихотик, обнаружены ста-
тистически значимые различия в частотах гено-
типов и аллелей полиморфного варианта GRM3
rs6465084 (табл. 6). Генотип AA (F = 8.02; р = 0.02;
OR = 2.02; 95% CI 1.07–3.81) и аллель А (χ2 = 6.87;
р = 0.01; OR = 2.02; 95% CI 1.07–3.81) предраспо-
лагали к развитию ГПРЛ. Генотип GG (OR = 0.21;
95% CI 0.06–0.82) и аллель G (OR= 0.50; 95%
CI 0.30–0.82), напротив, оказывали протектив-
ный эффект в отношении повышения уровня сы-
вороточного пролактина.

Далее сравнили уровни сывороточного про-
лактина у пациентов с разными генотипами иссле-
дуемых полиморфизмов. Удалось обнаружить ста-
тистически значимые различия (Н = 7.36; р = 0.025)
в частотах генотипов полиморфного варианта
GRM7 rs3749380 в группе пациентов, принимаю-
щих в качестве базовой терапии конвенциональ-
ные антипсихотики: у носителей генотипа ТТ уро-
вень пролактина был примерно в 1.5 раза выше,
чем у носителей генотипов СС и СТ (табл. 7).

Таблица 2. Частота развития гиперпролактинемии у больных шизофренией

Пациенты ГПРЛ–, n (%) ГПРЛ+, n (%) χ2 p

Мужчины 97 (57.1) 114 (43.5)
7.04 0.008Женщины 73 (42.9) 148 (56.6)*

Всего 170 (100) 262 (100)

Таблица 3. Гиперпролактинемия у пациентов с различной длительностью заболевания

Длительность заболевания ГПРЛ–, n(%) ГПРЛ+, n(%) F p

Менее 1 года 3 (1.8) 11 (4.2)*

11.48 0.009
1–5 лет 17 (10) 60 (22.9)
5–10 лет 27 (15.9) 50 (19.1)
Более 10 лет 123 (72.4) 141 (53.8)
Всего 170 (100.0) 262 (100.0)

Таблица 4. Частота ГПРЛ у пациентов разного пола, получающих конвенциональные антипсихотики

Пол ГПРЛ– ГПРЛ+ χ2 p

Женщины 38 (29%) 93 (71%)*
8.17 0.004

Мужчины 64 (46.7%) 73 (53.3%)
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Дополнительно в общей выборке проведен
множественный регрессионный анализ, направ-
ленный на выявление потенциального вклада
фактора пола в выявленные ассоциации. На осно-
вании построения регрессионной модели (табл. 8)
показано, что в группе пациентов, принимающих
конвенциональные антипсихотики, риск развития
ГПРЛ ассоциирован с полом (р = 0.004; R2 = 0.0297).

Таким образом, обнаруженные ассоциации
полиморфных вариантов GRIN2A rs998938 и
GRIN2A rs7192557 с развитием ГПРЛ, а также по-
лиморфного варианта GRM7 rs3749380 с уровнем
пролактина в сыворотке крови могут быть связа-
ны со статистически значимым различием в ча-
стоте ГПРЛ у мужчин и женщин в исследуемой
выборке.

Таблица 5. Сравнение частот генотипов и аллелей полиморфных вариантов гена GRIN2A в группах пациентов с
ГПРЛ и без побочного эффекта, принимающих в качестве базовой терапии конвенциональные антипсихотики

Ген GRIN2A
ГПРЛ
(n, %)

Без побочного 
эффекта

(n, %)

OR
χ2/F р

знач. 95% CI

Полиморфизм rs9989388

Генотип
CC 82 (50.3) 60 (61.2) 0.64 0.39–1.07

5.99 0.03TC 75 (46.0) 30 (30.6) 1.93 1.14–3.28
TT 6 (3.4) 8 (8.2) 0.43 0.15–1.28

Аллель
C 239 (73.5) 150 (76.5) 0.85 0.56–1.29

0.43 0.51
T 86 (26.5) 46 (23.5) 1.17 0.78–1.77

Полиморфизм rs7192557

Генотип
GG 80 (48.5) 62 (62.7) 0.56 0.34–0.93

5.89 0.05GA 72 (43.6) 34 (34.3) 1.48 0.88–2.48
AA 13 (7.9) 3 (3.0) 2.74 0.76–9.86

Аллель
G 232 (70.3) 158 (79.8) 0.60 0.39–0.91

5.30 0.02
A 98 (29.7) 40 (20.2) 1.67 1.10–2.54

Таблица 6. Сравнение частот генотипов и аллелей полиморфного варианта GRM3 rs6465084 в группах пациентов
с ГПРЛ и без побочного эффекта, принимающих в качестве базовой терапии атипичные антипсихотики

Полиморфизм GRM3 
rs6465084

ГПРЛ
(n, %)

Без побочного 
эффекта

(n, %)

OR
χ2/F р

знач. 95% CI

Генотип
AA 57 (60.6) 29 (43.3) 2.02 1.07–3.81

8.02 0.02GA 34 (36.2) 29 (43.3) 0.74 0.39–1.41
GG 3 (3.2) 9 (13.4) 0.21 0.06–0.82

Аллель
A 148 (74.5) 87 (64.9) 1.99 1.22–3.29

6.87 0.01
G 40 (25.5) 47 (35.1) 0.50 0.30–0.82

Таблица 7. Распределение уровня пролактина в зависимости от генотипов полиморфного варианта
GRM7 rs3749380 в группе пациентов с шизофренией, принимающих в качестве базовой терапии конвен-
циональные антипсихотики

Генотип GRM rs3749380 N
Уровень пролактина,

Me (Q1, Q3) H p

CC 96 30.96 [16.36; 61.56]
7.36 0.025CT 122 27.40 [13.83; 61.95]

TT 46 50.11 [22.99; 92.15]
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ТИГУНЦЕВ и др.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Взаимосвязь нейромедиаторных систем голов-

ного мозга в патогенезе и фармакотерапии шизо-
френии является одной из малоизученных про-
блем современной биологической психиатрии.
Полиморфные варианты генов, выбранные нами,
уже становились предметом изучения в качестве
биомаркеров риска шизофрении, однако эти ра-
боты касались исключительно глутаматергической
системы без вовлечения дофаминовой системы как
основного звена патогенеза антипсихотик-индуци-
рованной ГПРЛ.

Нами впервые обнаружены ассоциации поли-
морфных вариантов генов глутаматергической
системы с развитием антипсихотик-индуциро-
ванной ГПРЛ у больных шизофренией, принима-
ющих в качестве базовой терапии конвенцио-
нальные и атипичные антипсихотики.

Опубликованы данные, доказывающие вовле-
ченность метаботропного глутаматного рецептора
(GRM3) в патогенез шизофрении. Так, лечение па-
циентов аналогом аминокислоты LY2140023, чье
действие направлено на активацию глутаматных
рецепторов GRM3/GRM2, приводило к сглажи-
ванию позитивных и негативных симптомов,
сравнимому с терапией оланзапином [28]. Выяв-
лена также повышенная частота встречаемости
генотипа АА и аллеля А функционального поли-
морфизма GRM3 rs6465084 у больных шизофре-
нией по сравнению с контрольной группой [29].
С этим косвенно согласуются полученные нами
результаты, согласно которым полиморфный ва-
риант GRM3 rs6465084 ассоциирован с развитием
ГПРЛ у пациентов, принимающих атипичные
антипсихотики. Есть и контраргументы участия
этого гена в патогенезе шизофрении. Например,
коллектив авторов во главе с Norton N. [30] не
смог обнаружить различий в частотах генотипов,
аллелей и гаплотипов всех исследованных ранее
полиморфизмов гена GRM3 между больными ши-
зофренией и здоровыми лицами в популяции Ве-
ликобритании. Подобные отрицательные резуль-
таты получены и на японской популяции [31].
Дальнейшие комплексные исследования могли
бы пролить свет на этот вопрос.

Вклад полиморфных вариантов гена GRM7 в
патогенез шизофрении нашел подтверждение в
исследовании на китайской популяции, где Li-
ang W. и соавт. [25] удалось выявить ассоциацию
нескольких полиморфизмов с ответом на тера-
пию кветиапином, рисперидоном, галоперидо-

лом и перициазином. Также частоты аллелей од-
ного полиморфизма указанного гена статистиче-
ски значимо различались в группах больных
шизофренией и в контроле. Эта разница осталась
значимой после введения поправки Бонферрони,
однако отношение шансов, равное 0.95, заставля-
ет относиться к таким результатам с осторожно-
стью. Франко-канадские исследователи показали
ассоциацию полиморфизма GRM7 rs1396409 с
нейрокогнитивным дефицитом на ранних стади-
ях психоза [32].

Нам удалось обнаружить статистически значи-
мые различия в уровнях сывороточного пролак-
тина в зависимости от генотипов полиморфизма
GRM7 rs3749380 в группе пациентов, получающих
конвенциональные антипсихотики, однако не
выявлено ассоциации этого локуса с риском раз-
вития ГПРЛ. Можно предположить, что отсут-
ствие ассоциаций обусловлено особенностями
выборки и тем, что под действием антипсихоти-
ческих препаратов уровень сывороточного про-
лактина у некоторых пациентов в зависимости от их
фармакогенетических особенностей может повы-
шаться сильнее, чем у других. При этом ГПРЛ с вы-
сокой вероятностью диагностируется и у тех, и у
других. Различия в повышенных уровнях пролакти-
на становятся видны только при количественном их
сравнении, что и показано на примере полиморф-
ного варианта GRM7 rs3749380.

Коллектив нашего института и ранее искал
данные, подтверждающие глутаматергическую тео-
рию шизофрении. Например, ранее на выборке па-
циентов Сибирского региона нами показана [33]
ассоциация полиморфизма GRIN2A rs7206256 с
ранним возрастом манифестации шизофрении.
С ведущей симптоматикой и типом течения забо-
левания подобных ассоциаций не обнаружено.
Участие указанного гена в патогенезе шизофре-
нии подтверждают и результаты нашего исследо-
вания.

Множественный регрессионный анализ, про-
веденный на общей выборке, показал связь риска
развития ГПРЛ с полом пациентов, принимаю-
щих конвенциональные антипсихотики. Как наши
данные [34], так и результаты других ученых [35].
подтверждают, что женский пол является факто-
ром риска развития антипсихотик-индуцирован-
ной ГПРЛ. Антипсихотики первого поколения
вызывают ГПРЛ примерно у 40–90% пациентов,
поскольку их действие направлено строго на бло-
каду D2-дофаминовых рецепторов [36]. Таким

Таблица 8. Множественный регрессионный анализ влияния пола на риск развития ГПРЛ

Группа B p

Принимающие конвенциональные антипсихотики –0.167 0.004*
Принимающие атипичные антипсихотики –0.077 0.359
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образом, в основе выявленной ассоциации может
лежать профиль принимаемых пациентами кон-
венциональных антипсихотиков, которые с вы-
сокой частотой вызывают развитие ГПРЛ. В свою
очередь, среди атипичных антипсихотиков, кото-
рые назначались пациентам исследуемой выбор-
ки, преобладали кветиапин и оланзапин, имею-
щие низкий риск повышения сывороточного про-
лактина.

Несмотря на довольно активное изучение па-
тогенеза и фармакотерапии шизофрении, нам не
удалось найти в международных базах данных
публикаций, направленных на изучение вклада
генов глутаматной системы в развитие антипси-
хотик-индуцированной ГПРЛ. Наше исследова-
ние является пилотным и имеет ряд ограничений,
поскольку мы не использовали поправку на мно-
жественные сравнения. Кроме того, рассматри-
вается возможность анализа частот гаплотипов в
исследованных группах.

Результаты данного исследования еще раз
подтверждают тесную связь дофаминергической,
серотонинергической и глутаматергической си-
стем в развитии шизофрении, однако требуют бо-
лее детального изучения, в том числе, на других
популяциях.

Работа получила поддержку Российского на-
учного фонда (грант № 21-15-00212 2021–2023 гг.
для О.Ю. Федоренко).

Протокол исследования одобрен этическим
комитетом НИИ психического здоровья Томско-
го НИМЦ (от 14 мая 2021 г., Дело № 142/2.2021).
Все процедуры, выполненные в настоящем ис-
следовании, соответствуют этическим стандар-
там институционального и/или национального
комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.
От каждого из включенных в исследование участ-
ников получено информированное добровольное
согласие.

Авторы декларируют отсутствие явных и по-
тенциальных конфликтов интересов, связанных с
публикацией настоящей статьи.
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Association of the Level of Serum Prolactin and Polymorphic Variants 
of the GRIN2A, GPM3, GPM7 GENES in Patients with Schizophrenia Taking 

Conventional and Atypical Antipsychotics
V. V. Tiguntsev1, *, V. I. Gerasimova1, E. G. Kornetova1, O. Yu. Fedorenko1, A. N. Kornetov2, 
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Dopamine, serotonin and glutamate systems are jointly involved in the pathogenesis and pharmacotherapy
of schizophrenia. We formulated a hypothesis that polymorphic variants of the GRIN2A, GRM3, and GRM7
genes may be associated with the development of hyperprolactinemia in patients with schizophrenia taking
conventional and atypical antipsychotics as basic treatment. 432 Caucasian patients diagnosed with schizo-
phrenia were examined. DNA was isolated from peripheral blood leukocytes by the standard phenol-chloro-
form method. For pilot genotyping, 12 SNPs in the GRIN2A gene, 4 SNPs in the GRM3 gene, and 6 SNPs in
the GRM7 gene were selected. Allelic variants of the studied polymorphisms were determined by real-time
PCR. The level of prolactin was determined by enzyme immunoassay. Among persons taking conventional
antipsychotics, there were statistically significant differences in the distribution of genotype and allele fre-
quencies in groups of patients with normal and elevated prolactin levels for the GRIN2A rs9989388 and
GRIN2A rs7192557 polymorphic variants, as well as differences in serum prolactin levels depending on the
genotypes of the GRM7 rs3749380 polymorphic variant. Among persons taking atypical antipsychotics, sta-
tistically significant differences were found in the frequencies of genotypes and alleles of the GRM3 rs6465084
polymorphic variant. For the first time, an association of polymorphic variants of the GRIN2A, GRM3, and
GRM7 genes with the development of hyperprolactinemia in patients with schizophrenia taking conventional
and atypical antipsychotics has been established. They not only confirm the close connection of the dopami-
nergic, serotonergic, and glutamatergic systems in the development of schizophrenia, but also demonstrate
the potential of taking into account the genetic component for its therapy.

Keywords: prolactin, glutamate, single nucleotide polymorphisms, real-rime PCR, ELISA, human, antipsy-
chotics, molecular genetics, schizophrenia
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Ген AqE, кодирующий сульфолактатдегидрогеназа-подобный фермент семейства LDH2/MDH2-окси-
доредуктаз, найден в геномах бактерий и грибов, животных и растений, образ жизни которых связан с
водной средой, а также членистоногих, в частности, насекомых, которые ведут преимущественно
сухопутный образ жизни. Чтобы проследить эволюционную судьбу гена AqE, мы изучили распро-
страненность этого гена и его структуру в классе насекомых. Обнаружено, что ген AqE представлен
не во всех отрядах/подотрядах насекомых, наблюдается потеря гена. В некоторых отрядах он дуп-
лицирован или мультиплицирован. Установлена вариабельность гена как по длине, так и по экзон-
интронной структуре ‒ от безинтронной до многоинтронной. Обнаружено, что мультипликация ге-
на AqE насекомых имеет древнюю природу, однако есть и “молодые” дупликации. Не исключено,
что в связи с появлением паралогов ген приобрел новую функцию.

Ключевые слова: эволюция генов, дупликация, мультипликация, потеря генов, насекомые, сульфо-
лактатдегидрогеназа
DOI: 10.31857/S0026898423010135, EDN: AXMDWN

ВВЕДЕНИЕ
Семейство LDH2/MDH2-оксидоредуктаз

(LDH/MDH-оксидоредуктазы типа 2) включает
ферменты, которые участвуют в разнообразных
метаболических процессах и на основании фи-
логенетического анализа подразделяются на во-
семь групп [1‒4]. Охарактеризованы функции фер-
ментов клады ComC (L-сульфолактатдегидро-
геназа, SLDH), клады LDH (лактатдегидрогеназа
типа 2), клады AllD (уреидогликолатдегидроге-
наза), клады YiaK (2,3-дикето-L-гулонатредуктаза)
и клады DpkA (Δ1-пиперидин-2-карбокси-
лат/Δ1-пирролин-2-карбоксилатредуктаза), в
то время как функция белков трех других клад:
термофильных архей, YbiC и YlbC, остается не-
известной. Поскольку в филогенетический ана-
лиз было включено только 20 аминокислотных
последовательностей [4], то, возможно, в даль-
нейшем такая классификация будет пересмотрена.

Функция LDH2/MDH2-оксидоредуктаз на
данный момент охарактеризована только у архей
и бактерий [3, 4]. Недавно у эукариот выявили ге-
ны, которые кодируют белки, гомологичные
SLDH архей [5]. У архей и бактерий этот фермент
кодируется геном comC [6‒8]. ComC-подобные ге-
ны найдены в геномах грибов, растений и живот-
ных. Однако в царстве растений гомологи comC
обнаружены только у водорослей, тогда как у

мхов и семенных растений они отсутствуют. Го-
мологи гена выявлены у преобладающего числа
эволюционных групп животных, за исключением
четвероногих (земноводных, рептилий, птиц и
млекопитающих) [5]. ComC-подобные гены эука-
риот условно названы AqE (aquatic enzyme, вод-
ный фермент) в связи с его встречаемостью пре-
имущественно в тех таксонах, образ жизни или
стадии онтогенеза которых ассоциированы с вод-
ной (жидкой) средой. Подробный анализ встре-
чаемости и структуры гена AqE у костистых рыб
показал, что в большинстве исследованных отря-
дов сохраняется идентичная экзон-интронная
организация (11 экзонов) и характерные консер-
вативные мотивы этого гена [9]. Однако у карпо-
образных (Cypriniformes) этот ген утерян полно-
стью, а у представителей лососеобразных (Sal-
moniformes) претерпел значительные делеции и,
по всей видимости, нефункционален [9]. Ранее
предполагалось, что SLDH-подобный белок, ко-
дируемый геном AqE, участвует в анаэробном
энергообмене и его утрата отдельными таксонами
как животных, так и растений связана с сопут-
ствующей выходу на сушу перестройкой метабо-
лизма, обусловленной насыщенностью среды
кислородом и отсутствием естественной гипо-
ксии, характерной для гидробионтов [5]. Утрата
гена AqE у карпообразных и лососеобразных мог-
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ла произойти из-за индивидуальной эволюции
этих таксонов и соответствующей реструктуриза-
ции метаболических путей. Известно, что у пред-
ков Cypriniformes и Salmoniformes происходили
независимые полногеномные дупликации (так
называемая четвертая полногеномная дуплика-
ция позвоночных) [10, 11]. Избыток оксидоредук-
таз, возникший в результате дупликации генома,
мог стать причиной потери значимости гена AqE
для метоболизма, так как появился большой “ре-
сурс” для негомологичной замены или появления
новых ферментов и новых метаболических путей
[9]. Анализ дифференциальной экспрессии AqE
желтого горбыля (Larimichthys crocea) показал, что
уровень активности этого гена высок в печени,
жабрах и коже, тогда как в других тканях он низ-
кий. В связи с этим предположили, что функция
SLDH-подобного белка рыб может быть связана с
выведением продуктов метаболизма [12].

Среди таксонов, представители которых со-
хранили ген AqE, большой интерес представляют
насекомые, поскольку они являются сухопутны-
ми организмами. Насекомые ‒ очень разнообраз-
ный класс организмов, обитающих в различных
условиях, в том числе в средах, где могут сталки-
ваться с дефицитом кислорода. Так, например,
представители отрядов Trichoptera, Megaloptera,
Odonata проходят личиночную стадию развития в
водной среде и дышат растворенным в воде
кислородом. Также представители некоторых
отрядов насекомых развиваются в почве ‒
Auchenorrhyncha, Isoptera, Diplura, Protura, в
древесине ‒ Zoraptera, Hymenoptera (например
Orussus abietinus) или Polyphaga (например Den-
droctonus ponderosae, Anoplophora glabripennis), в
разлагающихся органических субстратах ‒ неко-
торые представители отряда Diptera. Паразитиче-
ские виды, такие как Hymenoptera, Strepsiptera,
живут в тканях животных, используя для дыхания
кислород, растворенный в гемолимфе. Есть среди
насекомых и экстремофилы, обитающие в холод-
ных условиях, около ледников ‒ Grylloblattodea.

Нами изучено разнообразие, структура и эво-
люция гена AqE в классе насекомых с таксономи-
ческим разрешением до отряда. Присутствие гена
AqE в геноме насекомых, в частности комара
Aedes albopictus (отряд Diptera), было отмечено ра-
нее [5], однако детально этот ген изучен впервые.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Поиск генов AqE у насекомых. Поиск гомологов

гена AqE у насекомых проводили с использованием
алгоритма локального выравнивания tBLASTn [13].
В качестве референсной последовательности вы-
брали аминокислотную последовательность, ко-
дируемую AqE комара A. albopictus. Эта последова-
тельность была идентифицирована при первичном
исследовании генов AqE [5]. Проанализированы

полногеномные ДНК представителей 17 отрядов.
Еще 10 отрядов исследованы с помощью поиска
гомологий в базе данных транскриптомов. Ис-
пользованы геномные и транскриптомные после-
довательности, размещенные на серверах NCBI.
Уникальные идентификаторы полногеномных и
транскриптомных сборок представителей класса
насекомых, а также таксонов Diplura и Protura
приведены в табл. 1.

Границы экзонов у обнаруженных генов AqE
уточняли визуально по наибольшему сходству
последовательностей между референсной и ис-
следуемой последовательностями и наличию 5'- и
3'-границы сайта сплайсинга. Кодирующие по-
следовательности AqE, полученные в результате
анализа, использовали для поиска транскрибиру-
емых последовательностей РНК. Копиям AqE в
случае выявления более одной в геноме, присваи-
вали порядковый номер в соответствии с очеред-
ностью обнаружения.

Филогенетический анализ. Множественное вы-
равнивание аминокислотных последовательно-
стей выполняли с помощью MUSCLE [14], а по-
лученные данные использовали для построения
филогенетического дерева с использованием про-
граммного обеспечения MEGA X [15] и метода
максимального правдоподобия (ML). Использо-
вали следующие параметры: бутстреп, 100 повто-
ров; модель замещения аминокислот Ле-Гаскуэль-
2008; и гамма-распределение. Анализ включал
91 аминокислотную последовательность AqE под-
типа Hexapoda.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Представленность гена AqE в геномах насекомых

В ходе исследования гена AqE мы проанализи-
ровали 51 вид насекомых, представляющих 27 от-
рядов. Полногеномные последовательности ДНК
на момент исследования были получены только у
представителей 17 анализируемых отрядов. Дру-
гие 10 отрядов мы смогли проанализировать, ис-
пользуя базу данных транскриптомов. В качестве
референсного белка (шаблона) мы использовали
аминокислотную последовательность, кодируе-
мую AqE комара A. albopictus. Этот белок был вы-
бран в качестве референсного, поскольку экзон-
интронная организация его гена имеет высокое
сходство с классическим AqE [5, 9]. В результате
установлена значительная вариабельность при-
сутствия, структуры и количества копий AqE у
представителей насекомых (табл. 1). Нами опре-
делены три основные тенденции: (1) сохранение
единственной копии AqE; (2) полная потеря AqE;
и (3) мультипликация AqE, варьирующая у раз-
ных видов от 2 до 9 копий.

Группы, которые потеряли весь ген, представле-
ны в меньшинстве (табл. 1). Это отряд Strepsiptera
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(Holometabola), подотряды Adephaga, Archostem-
ata (Coleoptera, Holometabola) и подотряд Sternor-
rhyncha (Hemiptera, Condylognatha). В подотряде
Sternorrhyncha в 11 просмотренных сборках не
выявлено гомологий c AqE ‒ среди них Aphido-
morpha, Aleyrodoidea, Psylloidea. У Dactylopius coc-
cus, относящегося к Dactylopiidae, обнаружены
два гена AqE, но при дополнительной проверке
выяснилось, что оба гена – это фрагменты бакте-
риальной ДНК, вероятно попавшей в пробу. Этот
факт подтверждается высоким сходством кодиру-
емых белков D. coccus с белками бактерий: AqE1
D. coccus с AqE Bosea sp. (идентичность 72.93%
(CP014301.1)) и AqE2 D. coccus с AqE Ochrobactrum
anthropi (идентичность 98.50% (LT671862.1)). При
этом наблюдается низкая идентичность к рефе-
ренсному AqE комара A. albopictus: AqE1 (29.29%)
и AqE2 (29.64%).

У представителей отрядов Mantophasmatodea,
Grylloblattodea, Embioptera и подотряда Coleor-
rhyncha изучены только последовательности
транскриптомов. Не выявлено транскриптов,
сходных с транскриптом, кодирующим рефе-
ренсный белок AqE. Однако в этом случае нельзя
сделать однозначный вывод о потере гена.

Остальные группы распределились следую-
щим образом ‒ представители 10 отрядов и одно-
го подотряда содержат единственную копию ге-
на, в 15 отрядах и одном подотряде ген мультип-
лицирован (табл. 1). Разные виды тех отрядов, где
AqE мультиплицирован, имеют разное число ко-
пий гена. Так, например, у представителя отряда
Orthoptera (Polyneoptera) Xenocatantops brachycerus
одна копия гена AqE, а у Laupala kohalensis ‒ три.
В отряде Diptera A. aegypti имеет одну копию гена,
а A. albopictus ‒ три. В отряде Coleoptera (Polyphaga)
у Dendroctonus ponderosae одна копия AqE, у Tri-
bolium castaneum и Leptinotarsa decemlineata ‒ три, у
Anoplophora glabripennis ‒ пять. Некоторые виды
содержат значительное число копий гена AqE, так
в геноме Blattella germanica число копий достигает 9.

Анализ транскриптомных
баз данных насекомых

Для качественной оценки потенциальной
функциональности генов AqE насекомых прове-
ден анализ транскриптомных баз данных NCBI.
Транскрипты гена AqE обнаружены в большин-
стве случаев. У представителей некоторых отря-
дов транскрипты гена AqE не были найдены. По-
этому предприняли попытки обнаружить тран-
скрипты гена AqE у других представителей этих
отрядов и в ряде случаев получили положитель-
ный результат. В некоторых случаях транскрипты
не обнаружены ни у анализируемых видов, ни в
таксоне в целом. Данные для некоторых организ-
мов в базе ТSА отсутствовали (табл. 1).

Рассмотрение структуры гена AqE показывает,
что в большинстве случаев этот ген потенциально
функционален. В одном случае (L. kohalensis AqE2)
открытая рамка считывания (ОРС) содержит
стоп-кодон, следовательно, ген нефункционален.
В некоторых случаях AqE представлен сильно де-
летированной копией, либо небольшим фраг-
ментом (L. kohalensis AqE3 (144 п.н./48 а.о.) или
B. germanica AqE8 (450 п.н./150 а.о.)). Очевидно,
что такие фрагменты не могут быть функцио-
нальными. Однако не исключена возможность
присутствия транскриптов даже при нефункцио-
нальности гена. Так, в базах TSA обнаружены
транскрипты An. glabripennis AqE2 протяженно-
стью 441 п.н./47 а.о. или An. glabripennis AqE3
(738 п.н./246 а.о.). Известно еще несколько подоб-
ных случаев (табл. 1). Кроме того, отсутствие
старт-кодона, выявленное в некоторых случаях,
мы связываем с ошибками при поиске (низкая
идентичность). Например, у B. germanica AqE6 не
обнаружен метионин, однако транскрипты пред-
ставлены в базе TSA (табл. 1).

Филогенетические взаимоотношения
генов AqE насекомых

Чтобы установить взаимосвязь между генами
AqE насекомых, проведен филогенетический ана-
лиз, основанный на методе максимального прав-
доподобия, в который была включена 91 амино-
кислотная последовательность, кодируемая эти-
ми генами. Полученное дерево не позволило
выявить четкие эволюционные отношения между
различными вариантами AqE, потому что стати-
стическая значимость превалирующей доли визу-
ально отличных клад не превышала 70% (рис. 1).
Тем не менее, мы разделили дерево по топологии
на восемь условных кластеров и установили неко-
торые закономерности.

Так, например, в каждом из кластеров I–IV и
VI–VIII сгруппированы гены организмов, не
встречающиеся ни в одном из остальных шести
кластеров. (кроме B. germanica). При этом одна
группа (кластер V) отличается визуально более
длинными эволюционными расстояниями и со-
держит гены AqE организмов, которые представ-
лены также в других группах (кластеры I, II, VI,
VII). Единственное исключение ‒ это ген Pseudo-
mallada prasinus (отряд Neuroptera). Гены AqE это-
го насекомого не попадают ни в один из других
семи кластеров (I–IV и VI–VIII). Однако у одного
представителя отряда Neuroptera (Osmylus ful-
vicephalus) гены AqE представлены как в кластере V,
так и в кластере VI.

Кластеры I–IV и VI–VIII включают AqE, кото-
рые эволюционируют медленнее и присутствуют
практически у всех изученных организмов, а кла-
стер V содержит гены, эволюционирующие с бо-
лее высокой скоростью, и многие группы, по-ви-
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Рис. 1. Эволюционные взаимоотношения генов AqE насекомых. Филогенетический анализ выполнен в программе
MEGA X c помощью метода максимального правдоподобия. Приведены только бутстреп-значения, превышающие 50%.
Справа от дендрограммы указаны отряды, к которым принадлежат соответствующие организмы.
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Philaenus spumarius AqE1
Homalodisca vitripennis AqE1

Homalodisca vitripennis AqE2
Xenocatantops brachycerus AqE1

Zorotypus caudelli AqE1
Leuctra sp. AqE1
Brachyptera vera AqE1
Perla marginata AqE1

Stagmatoptera biocellata AqE1
Blattella germanica AqE6

Zootermopsis nevadensis AqE1
Cryptotermes secundus AqE1-iso1
Cryptotermes secundus AqE1-iso2

Frankliniella occidentalis AqE1
Ephemera danica AqE1

Calopteryx splendens AqE1
Calopteryx splendens AqE2

Neodiprion lecontei AqE1
Orussus abietinus AqE1

Nasonia vitripennis AqE1
Apis mellifera AqE1

Серhus cinctus AqE1
Spodoptera litura AqE1

Spodoptera litura AqE2
Glossosoma conforme AqE1

Laupa kohalensis AqE1
Ctenocephalides felis AqE1
Ctenocephalides felis AqE2
Ctenocephalides felis AqE3

Tribolium castaneum AqE1-iso1
Tribolium castaneum AqE1-iso2

Blattella germanica AqE5
Osmylus fulvicephalus AqE2

Anoplophora glabripennis AqE3
Leptinotarsa decemlineata AqE1

Laupala kohalensis AqE2
Blattella germanica AqE9

Blattella germanica AqE8
Anoplophora glabripennis AqE2

Leptinotarsa decemlineata AqE2
Blattella germanica AqE2

Blattella germanica AqE3
Pseudomallada prasinus AqE1

Blattella germanica AqE1
Zorotypus caudelli AqE2

Laupala kohalensis AqE3
Zorotypus caudelli AqE3

Blattella germanica AqE4

Elipsocus kuriliensis AqE1
Elipsocus kuriliensis AqE2

Tribolium castaneum AqE2
Tribolium castaneum AqE4

Xanthostigma xanthostigma AqE1
Inocellia crassicornis AqE1

Osmylus fulvicephalus AqE1
Dendroctonus ponderosae AqE1

Anoplophora glabripennis AqE1
Leptinotarsa decemlineata AqE3

Drosophila busckii AqE4
Drosophila miranda AqE2

Drosophila busckii AqE5
Drosophila miranda AqE3

Anoplophora glabripennis AqE5-iso1
Anoplophora glabripennis AqE4

Anoplophora glabripennis AqE5-iso2
Blattella germanica AqE7

Metallyticus splendidus AqE1
Diplatys sp. AqE1

Forficula auricularia AqE1
Meinertellus cundinamarcensis AqE1

Acerentomon sp. AqE1
Machilis hrabei AqE1

Occasjapyx japonicus AqE1
Occasjapyx japonicus AqE2
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димому, утратили этот вариант AqE. Гомологи ге-
на AqE из кластера V выявлены у 10 видов:
T. castaneum (AqE1), B. germanica (AqE1, AqE2,
AqE3, AqE4, AqE5, AqE8 и AqE9), O. fulvicephalus
(AqE2), An. glabripennis (AqE2 и AqE3), Leptinotarsa
decemlineata (AqE1 и AqE2), L. kohalensis (AqE2 и
AqE3), P. prasinus (AqE1), Zorotypus caudelli (AqE2 и
AqE3), Drosophila busckii (AqE4 и AqE5) и D. miranda
(AqE2 и AqE3).

Другое важное явление ‒ молодые дуплика-
ции, которые хорошо видны на филогенетиче-
ском дереве (рис. 1) и выявлены у четырех видов:
A. albopictus, An. gambiae, Ctenocephalides felis и
D. busckii. Так, например, у комара A. albopictus
выявлены три копии AqE. Сходство между амино-
кислотными последовательностями, кодируемы-
ми этими генами, превышает 99%. Белковый
продукт гена AqE2 отличается одной аминокис-
лотной заменой от белков, кодируемых AqE1 и
AqE3. Однако белки AqE1 и AqE3 содержат на
N-конце дополнительный фрагмент длиной 124
и 80 а.о. соответственно. Еще один комар (An.
gambiae) имеет две копии гена, идентичные при-
мерно на 100%, при этом белковый продукт гена
AqE1 также содержит дополнительный N-конце-
вой фрагмент (139 а.о.). У блохи C. felis обнаруже-
ны три гомолога гена AqE. Идентичность белков,
кодируемых этими генами, колеблется от 93 до
97%, при этом присутствуют также вставки и де-
леции (табл. 1). У мухи D. busckii белковые про-
дукты трех из пяти выявленных копий гена сход-
ны на 99.77‒100%.

Структурные различия генов AqE насекомых
Определена экзон-интронная структура ОРС

каждого выявленного гена AqE. Результаты ока-
зались неожиданными – гены AqE насекомых су-
щественно варьировали по данному признаку.
Количество экзонов у разных представителей ко-
леблется от 1 до 10, при этом в геноме одного ор-
ганизма могут одновременно присутствовать гены
AqE с разным количеством экзонов. Например,
один из трех генов D. miranda трехэкзонный (вхо-
дит в кластер I), а два одноэкзонных (кластер V).
Или у T. castaneum два гена содержат четыре экзо-
на (AqE1, AqE2), а один семь (AqE4), при этом
AqE1 входит в филогенетический кластер V, а
AqE2 и AqE4 – в кластер VI.

Основная тенденция, наблюдаемая у насеко-
мых, – сокращение числа интронов в гене AqE,
согласуется с общей тенденцией в эволюции гено-
мов. В большинстве линий эукариот эволюция
связана, главным образом, с потерей интронов [16].
Классический AqE у рыб имеет 11 экзонов, при-
чем это довольно консервативный признак [9].
Возможно, у рыб, которые обитают в более одно-
родных условиях, чем насекомые, продукт этого
гена участвует в некоторых ключевых реакциях

обмена и подвержен более строгому отбору. У на-
секомых строгость отбора была ослаблена, за ко-
роткий срок накопились значительные измене-
ния в структуре этого гена. Это может быть связа-
но с преобразованием функции фермента в тех
условиях, в которых обитает и развивается кон-
кретный вид, а разнообразие условий обитания
насекомых очень велико: от жидкой среды (в ко-
торой личинка дышит кислородом, растворен-
ным в воде, субстрате или межклеточной жидко-
сти) и почвы до атмосферной среды, где нет де-
фицита кислорода.

Кроме того, встречаются варианты AqE с од-
ним экзоном. Этот процесс может быть связан с
ретрогенизацией – вставкой в геном ДНК, полу-
ченной в процессе обратной транскрипции с
мРНК исходного гена и, соответственно, свобод-
ной от интронов. Проверка возможной ретроге-
низации у видов, имеющих одноэкзонные копии
AqE, показала следующее: у B. germanica только
один (AqE1) из четырех одноэкзонных генов име-
ет полиА-хвост и прямые повторы, которые
обычно свидетельствуют о произошедшем собы-
тии ретрогенизации. Остальные три одноэкзон-
ные копии B. germanica таких структур не имеют.
У одноэкзонного AqE4 D. busckii нет ни полиА-
хвоста, ни повторов, в отличие от AqE5, имеюще-
го обе эти структуры. У AqE2 D. miranda нет ни
полиА-хвоста, ни повторов, у AqE3 – повторы
есть, но полиА-хвост короткий. Таким образом,
AqE, имеющие прямые повторы и полиА-хвост,
подверглись, очевидно, событию ретрогениза-
ции. Что касается других безинтронных копий, то
прямые повторы и полиА-хвост могут отсутство-
вать у более старых ретрогенов, но одновремен-
ное присутствие в геноме копий и с интронами, и
без интронов предполагает, что безинтронные ге-
ны созданы путем ретрогенизации [17].

Модификации в аминокислотных 
последовательностях AqE

Множественное выравнивание белков AqE на-
секомых показало, что некоторые гены в процес-
се эволюции претерпели существенные модифи-
кации – делеции крайних или центральных зон, а
также вставки добавочных участков. Протяжен-
ность AqE значительно варьирует, что связано, в
основном, с делециями или вставками. Есть слу-
чаи, когда ген фрагментирован, но здесь мы, ско-
рее всего, имеем дело с псевдогенизацией и остат-
ком гена.

Копии AqE, имеющие дополнительный фраг-
мент, кодирующий 25–139 а.о. (табл. 1), пред-
ставлены у всех просмотренных нами представи-
телей Diptera. У D. busckii все пять копий AqE, а у
D. miranda все три копии AqE содержат дополни-
тельный фрагмент. У A. albopictus и An. gambiae на-
ряду с удлиненными копиями AqE есть и копии
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без вставок. У представителя C. felis (Siphonaptera)
все три гена AqE кодируют дополнительные фраг-
менты из 37 а.о. У O. fulvicephalus (Neuroptera) в
начале гена AqE2 находится участок, кодирую-
щий 27 добавочных аминокислот. Вставки найде-
ны и в AqE4 T. castaneum (Coleoptera), и в AqE1
Dendroctonus ponderosae (Coleoptera). У An. gla-
bripennis в трех из пяти генов AqE (AqE1, AqE2,
AqE3) также есть удлинения (табл. 1).

В некоторых отрядах выявлены гены AqE с де-
лециями, локализованными в основном в двух
участках (табл. 1). Так, первый вариант делеции в
центральной части гена представлен в двух из
трех генов AqE L. kohalensis (Orthoptera), в двух из
девяти генов B. germanica (Blattodea), в одной из
двух копий у Homalodisca vitripennis (Hemiptera).
Эту же делецию содержат оба варианта AqE у Ca-
lopteryx splendens (Odonata). Все эти элементы рас-
пределены по дереву без всякой взаимосвязи друг
с другом, следовательно, делеция, по-видимому,
возникала независимо.

Второй тип делеции встречается в генах AqE1 и
AqE2 T. castaneum (Coleoptera), тогда как AqE4 не
содержит такой делеции. При этом копии распо-
ложены на дереве без корреляции с делециями.
Таким образом, варианты AqE с делециями не
имеют общего корня; делеция, по всей видимо-
сти, возникала независимо всякий раз в каждом
конкретном случае.

Есть также и фланкирующие делеции, но они
встречаются в единичных случаях.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что гены остаются стабильными, ес-
ли не происходит каких-то существенных изме-
нений во внешних условиях и стабилизирующий
отбор “выбрасывает” любые мутации, изменяю-
щие или нарушающие функцию белка. Ген AqE
присутствует почти во всех таксонах водных хор-
довых [9]. Его протяженность, интрон-экзонная
структура и консервативные домены в целом до-
статочно постоянны, а присутствие транскриптов
свидетельствует о “работоспособности” гена.
У представителей класса насекомых ситуация
противоположная – наблюдается выраженная
неоднородность в наличии/отсутствии гена в ге-
номе, в числе копий гена, его размере и экзон-ин-
тронной структуре (табл. 1). Причем эта неодно-
родность проявляется вплоть до вида, что натал-
кивает на мысль, что у насекомых, оказавшихся в
новых условиях обитания, ген AqE попал под дей-
ствие движущего отбора и активно эволюциони-
ровал/эволюционирует вплоть до настоящего мо-
мента, так как относительно недавно дивергиро-
вавшие группы организмов имеют значительные
различия.

Филогенетический анализ показал, что все
разнообразие AqE у насекомых делится на восемь
кластеров (рис. 1). При этом статистическая зна-
чимость обособления кластеров ниже 50%. Если
рассматривать распределение отрядов по класте-
рам, то видна выраженная мозаичность, которая
не позволяет предположить пути эволюции гена
AqE у насекомых (рис. 2). Возможно, что актив-
ная мультипликация AqE началась еще при
обособлении эволюционной группы Pterygota
около 384–442 млн лет назад. Новые копии эво-
люционировали независимо, а в дальнейшем воз-
никали как новые дупликации, так и потери уже
существующих генов, в связи с чем и сформиро-
валось мозаичное распределение без корреляции
филогении AqE с филогенией видов. Множе-
ственные события дупликаций и потери гена, а
также быстрой эволюции свидетельствуют о том,
что AqE у насекомых утратил свою консерватив-
ность и значимость в метаболических процессах.
Так, например, еще одна подробно изученная
группа животных Actinopterygii (костистые рыбы)
дивергировала от других позвоночных примерно в
тот же период: 364–409 млн лет назад. Однако ген
AqE у этих животных строго консервативен [9].

Дупликация ‒ один из основных источников
изменений, способствующих быстрой эволюции
генома [17, 18]. Судьба большинства дуплициро-
ванных генов – псевдогенизация и/или элимина-
ция из генома [19, 20]. У насекомых встречаются
случаи псевдогенизации – у L. kohalensis в гене
AqE2 рамка считывания нарушена стоп-кодоном,
ген AqE3 остался в виде фрагмента, кодирующего
продукт длиной 48 а.о. У B. germanica AqE8 пред-
ставляет собой фрагмент, кодирующий пептид
длиной 150 а.о. Продукт гена AqE2 An. glabripennis
состоит из 147 а.о. (при этом выявлены тран-
скрипты). У Leptinotarsa decemlineata все три гена
AqE неполноценны (также выявлены транскрип-
ты). В большинстве же случаев ген остается визу-
ально функциональным, имеет неповрежденную
ОРС, а зачастую и транскрипты. Следовательно,
в подавляющем числе случаев мы имеем дело с
дупликацией, которая успешно закрепилась в ге-
номе насекомых. Ведущий эволюционный био-
химик Shelley Copley предполагает, что средний
фермент может иметь до 10 разных функций [21].
Соответственно, при дупликации гена любая
смежная активность может быть отправной точ-
кой для эволюции нового фермента, функция ко-
торого сходна с оригинальной или довольно
сильно от нее отличается.

Дуплицированные гены могут закрепиться в
геноме в результате процессов: а) неофункциона-
лизации – приобретения возникшим паралогом
новой функции; б) ухода от адаптивного кон-
фликта, когда исходный ген выполняет в орга-
низме две функции или более, а после дуплика-
ции бифункционального гена происходит разде-
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ление функций между возникшими копиями; в)
субфункционализации, при которой из-за накоп-
ления мутаций оба паралога становятся необхо-
димыми для выполнения функции, которую ра-
нее обеспечивал предковый ген; г) консервации
или мутации типа CNV (вариации числа копий),
при которой копии сохраняются в неизменном
состоянии, но увеличение их количества дает ор-
ганизму возможность синтеза большего количе-
ства специфических РНК или белков [17, 22, 23].

Мы предполагаем, что дупликации закрепи-
лись в геноме насекомых как результат неофунк-
ционализации или ухода от адаптивного кон-
фликта. Если бы у предка насекомых дупликация
привела к субфункционализации, то в настоящий
момент среди потомков не должно быть организ-
мов с одной копией гена AqE, так как при суб-
функционализации оба паралога необходимы для
выполнения исходной функции гена. Нами же
обнаружены организмы, имеющие единствен-
ный функциональный ген AqE (табл. 1). Вариа-
ция числа копий предполагает простое увеличе-
ние копийности, мы же имеем дело с очень изме-
ненными копиями AqE.

На рис. 1 видно, что AqE кластера V имеют бо-
лее длинные эволюционные расстояния, чем дру-
гие. Это может быть косвенным свидетельством
того, что эта группа AqE могла приобрести новую
функцию. Известно, что по мере того, как орга-
низмы приобретали большее количество специа-
лизированных типов клеток, дупликация генов
способствовала образованию совершенно разных
ферментов, приспособленных к этим клеткам, а
также увеличивала регуляторную специфичность
в отношении времени их экспрессии в развитии
[24‒26]. Новые ферменты могут образовываться,
поскольку избыточность копий позволяет одной
последовательности свободно мутировать и при-
обретать новые каталитические функции. Таким
образом, возможно, произошло формирование
большого разнообразия дегидрогеназ [27].

В ходе эволюции конкретных видов насеко-
мых возникало множество дупликаций, которые
успешно закреплялись в геноме. Среди них, по-
мимо случаев неофункционализации или ухода
от адаптивного конфликта, может быть и суб-
функционализация, например, у B. germanica все
9 дупликаций гена накопили достаточно мутаций

Рис. 2. Присутствие разных филогенетических кластеров гена AqE среди подтипа Hexapoda. Филогенетические отноше-
ния между отрядами и данные о времени дивергенции взяты из базы данных TimeTree (https://timetree.org/). м.л.н. ‒ мил-
лионы лет назад.
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и имеют давнее происхождение, судя по их рас-
хождению на филогенетическом древе. Не ис-
ключена и возможность консервации, так у
D. busckii идентичность копий 1, 2 и 3 (всего их
пять) гена составляет 99.77–100%. Однако сказать
наверняка вследствие чего закрепилась дуплика-
ция в каждом конкретном случае мы не можем
из-за недостаточности данных.

Десять отрядов насекомых сохранили един-
ственную копию гена, потеряв дуплицирован-
ную. Но есть случаи и полной потери гена – четы-
ре отряда вообще не имеют гена AqE (табл. 1). Су-
ществуют различные сценарии эволюционной
инактивации и/или потери гена: медленное на-
копление мутационных изменений в гене и пре-
вращение его в псевдоген с дальнейшей постепен-
ной деградацией (фрагментация), или же внезап-
ная и полная потеря гена – делеция вследствие
неравного кроссинговера при мейозе или переме-
щения мобильных генетических элементов. Мы
не обнаружили никаких остатков гена в исследо-
ванных нами геномах в группах, потерявших ген
AqE, поэтому более достоверным представляется,
что делеция, а, возможно, также и псевдогениза-
ция привела к такой сильной деградации, что ген
не обнаруживается при поиске.

Потеря генов – широко распространенный в
эволюции феномен. Показано, что потеря генов
может быть адаптивной или нейтральной. Если
ген становится избыточным, то его потеря оказы-
вает нейтральное влияние на жизнедеятельность
[28, 29]. С другой стороны, потеря гена может су-
щественно повышать адаптивный потенциал вида.
Мутации, приводящие к потере функционально-
сти гена, происходят чаще, чем мутации, которые
приводят к приобретению новой функции [30].
Следовательно, потери гена сильнее влияют на
адаптивную эволюцию, особенно во время быст-
рой адаптации к резким изменениям окружаю-
щей среды [31].

Мы не можем делать выводы об адаптивном
характере потери гена у насекомых из-за отсут-
ствия данных, свидетельствующих в пользу такой
возможности. Вероятнее всего, виды, потеряв-
шие ген, приобрели иные пути метаболизма,
вследствие чего AqE утратил свою значимость и
элиминировался из генома, или же аналогичные
гены взяли на себя его функцию. Известны при-
меры негомологичной замены генов. Так, напри-
мер, ферменты SLDH, которые используют окса-
лоацетат в качестве субстрата с относительно вы-
сокой эффективностью [32], могут действовать в
качестве аналога MDH, компенсирующего отсут-
ствие специфической MDH у метаногенной ар-
хеи [6].

Насекомые – это единственный класс живот-
ных, обитающий на суше и сохранивший ген AqE,
кодирующий SLDH-подобный белок [5]. Не ис-

ключено, что у насекомых AqE включен в некие
метаболические пути, которые оказались полез-
ными в условиях их обитания. Личинки насеко-
мых, а иногда и имаго, зачастую сталкиваются с
недостатком кислорода, избытком сероводорода,
метана и иных газов, образующихся при броже-
нии и разложении органических веществ. В таких
стрессовых условиях, возможно, необходимы но-
вые метаболические пути, способные обеспечить
существование организма в подобных агрессив-
ных средах. Наиболее важная функция оксидоре-
дуктаз связана с их эколого-биохимической ролью
в развитии адаптивных реакций, выражающихся,
как правило, в регуляции баланса аэробных и
анаэробных процессов [33]. Показано, что окси-
доредуктазы могут повышать устойчивость расте-
ний к холодовому и солевому стрессу [34–36].

Функция гена AqE пока не установлена, но,
возможно, его продукт является резервным мета-
болитом, который включается в анаэробный об-
мен в экстремальных ситуациях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате изучения распространенности и
разнообразия гена AqE установлено, что этот ген
представлен не во всех отрядах/подотрядах насе-
комых, при том что у некоторых видов ген AqE
имеет два и более гомолога. При этом даже в пре-
делах одного отряда/подотряда наблюдается гете-
рогенность как в количестве гомологов, так и в
потере генов. Предполагается, что мультиплика-
ция гена AqE насекомых имеет древнюю природу,
однако возможны и молодые дупликации. Более
того, установлена вариабельность как длины ге-
на, так и числа экзонов в нем (от 1 до 10). Не ис-
ключено, что в связи с появлением паралогов ген
приобрел новую функцию. Такое разнообразие в
представленности и в структуре создает большие
сложности с идентификацией паралогов и уста-
новлением эволюционных взаимосвязей. Воз-
можно, при более детальном (на уровне се-
мейств и родов) исследовании разнообразия AqE
удастся получить более точные данные. Допол-
нить картину эволюции позволит также изуче-
ние этого гена у всех членистоногих или более
древних таксонов.

Предполагается, что необычное поведение ге-
на AqE, может быть связано как с потерей его зна-
чимости для метаболизма насекомых, так и с при-
обретением новых функций и/или с необходимо-
стью адаптации к разнообразным условиям, в
которых обитают представители этого класса.

Исследование проведено в рамках государ-
ственного задания ФГБУН ИМБИ “Функцио-
нальные, метаболические и токсикологические ас-
пекты существования гидробионтов и их популя-
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Structure and Evolution of the AqE Gene in Insects
L. V. Puzakova1, * and M. V. Puzakov1

1Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas, Russian Academy of Sciences, Sevastopol, 299011 Russia
*e-mail: kvluda@yandex.ru

AqE gene encodes a sulfolactate dehydrogenase-like enzyme of the LDH2/MDG2 oxidoreductase family.
The gene was found in representatives of taxa of bacteria and fungi, as well as animals and plants whose life-
style is associated with the aquatic environment. The AqE gene is also present in arthropods and, in particular,
in the class of insects that are predominantly terrestrial. In our work, we studied the distribution and structure
of the AqE gene in the class of insects in order to trace its evolutionary fate. We found that the studied gene is
not present in all orders/suborders of insects, there is a loss of the gene. In some orders, it is duplicated or
multiplied. The variability of the gene both in length and in exon-intron structure was established ‒ from in-
tronless to multi-intron. It was found that the multiplication of the AqE gene of insects has an ancient nature,
but there are also “young” duplications. It is possible that in connection with the appearance of paralogs, the
gene acquired a new function.

Keywords: gene evolution, duplication, multiplication, gene loss, insects, sulfolactate dehydrogenase
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Персонализация подходов к лечению рака желудка (РЖ) является актуальной проблемой, учитывая
клиническую гетерогенность и агрессивное течение заболевания. В 2014 г. на основании молеку-
лярных характеристик исследователи The Cancer Genome Atlas выделили четыре подтипа РЖ: Эпш-
тейн‒Барр-позитивный (ВЭБ+), микросателлитно-нестабильный (МСН), хромосомно-нестабиль-
ный (ХН), геномно-стабильный (ГС). На сегодняшний день не существует унифицированной ме-
тодики идентификации ХН и ГС подтипов, в то время как определение МСН и ВЭБ применяется в
рутинной практике и имеет большое клиническое значение. Мы проанализировали статус МСН,
провели качественный анализ наличия ДНК ВЭБ, а также поиск соматических мутаций в кодонах
12‒13 (экзон 2), 61 (экзон 3), 146 (экзон 4) гена KRAS, кодонах 597–601 (экзон 15) гена BRAF и ко-
донах 542‒546 (экзон 9), 1047‒1049 (экзон 20) гена PIK3CA в 159 образцах РЖ. ВЭБ выявлен в 8.2%
образцов, МСН – в 13.2%. ВЭБ+ и МСН-фенотипы были взаимоисключающими. Средний возраст
манифестации ВЭБ+ и MCH рака составил 54.8 и 62.1 г. соответственно. В 92.3% случаев ВЭБ+рак
выявлен у мужчин, в 76.2% – в группе старше 50 лет, диффузный рак и аденокарцинома кишечного
типа встречались в 6 (46.2%) и 5 (38.5%) случаях соответственно. МСН рак встречался в приблизи-
тельно равной доле у мужчин и женщин (n = 10; 47.6% /n = 11; 52.4%) с превалированием кишечного
гистотипа (71.4%) и поражением малой кривизны (28.6%). В одном образце ВЭБ+ рака обнаружен
вариант E545K в гене PIK3CA. Во всех образцах МСН опухолей выявлено сочетание клинически
значимых вариантов генов KRAS и PIK3CA. Не обнаружено мутации V600E в гене BRAF, специфич-
ной для МСН колоректального рака. Показано, что ВЭБ подтип связан с лучшим прогнозом: общая
пятилетняя выживаемость при BЭБ+ и МСН раке составила 100.0 и 54.7% соответственно.

Ключевые слова: рак желудка, молекулярная классификация, вирус Эпштейна–Барр, микросател-
литная нестабильность, KRAS, BRAF, PIK3CA
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ВВЕДЕНИЕ
Рак желудка (РЖ) занимает лидирующие по-

зиции в структуре онкологической заболеваемо-

сти. По данным Globocan IARC в 2020 г. в мире
зарегистрировано 1089103 новых случаев РЖ, и
это пятое место (6%) среди всех впервые выяв-
ленных злокачественных новообразований (ЗНО)
[1]. Абсолютное число летальных исходов соста-
вило 768793 (7.8%), что также соответствует пя-
тому месту в структуре смертности от ЗНО. Об-
щая пятилетняя выживаемость пациентов с
I‒IV стадией заболевания колеблется в пределах
10‒30%, медиана общей выживаемости ‒ менее
1 г. [2, 3].

Сокращения: РЖ – рак желудка; ЗНО ‒ злокачественное
новообразование; ВЭБ ‒ вирус Эпштейна‒Барр; ВЭБ+ ‒
подтип РЖ, позитивный по ВЭБ; МСН ‒ подтип РЖ с
микросателлитной нестабильностью/микросателлитная
нестабильность; TCGA – атлас опухолевого генома (The
Cancer Genome Atlas); ХН ‒ хромосомно-нестабильный
подтип; ГС – геномно-стабильный подтип; MMR ‒ систе-
ма репарации неспаренных оснований ДНК; dMMR ‒ де-
фицит MMR; RTK ‒ рецепторные тирозинкиназы.

УДК 616.33-006.6
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В Российской Федерации в 2019 г. на долю
опухолей желудка пришлось 5.7% (6 место) от
всех впервые зарегистрированных ЗНО, абсолют-
ное число заболевших составило 36171. В боль-
шинстве случаев (38.9%) РЖ выявляют на III‒IV
(60.9%) стадиях заболевания, что объясняется зна-
чительной гетерогенностью клинических проявле-
ний РЖ и отсутствием скрининговых программ [4].

Согласно классификации Lauren, выделяют
два подтипа аденокарциномы желудка: кишеч-
ный (50%) и диффузный (33%) [5]. Остальные
17% относятся к смешанным и неклассифициру-
емым опухолям. Описанные подтипы имеют био-
логические и клинические различия, а также ши-
роко используются для прогноза заболевания [6].

Факторы риска РЖ. Известно, что до 50% слу-
чаев РЖ обусловлены социальным поведением и
пищевыми привычками c преобладанием в раци-
оне красного мяса, копченых продуктов, обрабо-
танного и соленого мяса [7‒9]. Значительный
вклад в развитие РЖ (до 6.2% случаев) вносит
бактерия Helicobacter pylori, признанная канцеро-
геном I класса. [10]. Инфицирование вирусом
Эпштейна‒Барр (ВЭБ) приводит к 10-кратному
увеличению риска РЖ и обуславливает до 10% нео-
плазм [11, 12].

В качестве немодифицируемого фактора рис-
ка РЖ рассматривается наследственная предрас-
положенность к раку в составе наследственных
онкологических синдромов (НОС). Герминаль-
ные мутации удается выявить в 1‒3% случаев се-
мейных форм РЖ. На сегодняшний день выделя-
ют три основные формы наследственного РЖ:
диффузный РЖ (ген CDH1), аденокарцинома же-
лудка с проксимальным полипозом (ген АРС) и
семейный РЖ кишечного типа (гены-кандидаты
SMAD4, PMS1, PRSS1 и TP53) [13]. Описаны и
другие НОС, ассоциированные с высоким
риском РЖ: синдром Линча, синдром наслед-
ственного рака молочной железы и яичников, се-
мейный аденоматозный полипоз, MYH-ассоции-
рованный полипоз, ювенильный аденоматозный
полипоз, синдром Пейтца‒Егерса, синдром Ли-
Фраумени и др.

Молекулярная классификация РЖ. В результа-
те полногеномного исследования опухолей же-
лудка, оценки экспрессии, а также белковых пат-
тернов в 2014 г. группой исследователей The Can-
cer Genome Atlas (TCGA) была разработана и
опубликована молекулярная классификация РЖ,
которая включает четыре подтипа [14]:

‒ Эпштейн‒Барр-позитивный (ВЭБ+),
‒ Микросателлитно-нестабильный (МСН),
‒ Хромосомно-нестабильный (ХН),
‒ Геномно-стабильный (ГС).
Каждый из этих подтипов имеет свои молеку-

лярные и клинические характеристики, пред-

ставляющие интерес для прогноза заболевания и
перспективы индивидуализации лечения РЖ.

ВЭБ+ подтип РЖ. ВЭБ+ РЖ отличается зна-
чительным разнообразием генетических и эпи-
генетических нарушений, ответственных за регу-
ляцию энергетического обмена и метаболизма [14].
Инфицирование ВЭБ индуцирует аберрантное
гиперметилирование CpG-островков в промото-
рах 886 генов, поэтому ВЭБ+ РЖ отнесен к эпиге-
нотипу с чрезвычайно высоким уровнем метили-
рования [15, 16]. Гиперметилирование промотора
гена CDKN2A (p16INK4A) обнаружено во всех об-
разцах ВЭБ+ [17]. Кроме того, выявлена высокая
частота соматических мутаций в генах ARID1A
(55%), BCOR (23%) [18] и PIK3CA (40‒80%) [19].
Как показали Bögerlо и соавт., до 14% первичных
ВЭБ+ опухолей желудка характеризуются значи-
тельной внутриопухолевой гетерогенностью и
могут содержать от трех до пяти вариантов онко-
гена PIK3CA, включая дикий тип [20]. Этот факт
предполагает эффективность лечения ВЭБ+ РЖ
ингибиторами PI3K. Dong и соавт. отметили ас-
социацию сверхэкспрессии PIK3CA при ВЭБ+

РЖ с лучшей пятилетней выживаемостью в от-
личие от ВЭБ-негативных опухолей (57.8 против
33.4%, р < 0.001) [21].

Обнаружены также протяженные делеции генов
PTEN, SMAD4, CDKN2A, ARID1A и вариация числа
копий генов JAK2, CD274 и PDCD1LG2 и др. [8, 22].

Клинически большинство ВЭБ+ опухолей от-
носятся к диффузному гистологическому типу по
Lauren, они в 2‒4 раза чаще встречаются у муж-
чин (79‒81%) [23] и в 2 раза чаще поражают кар-
диальный отдел и тело желудка (62%) [24]. Сред-
ний возраст манифестации ВЭБ+ рака ‒ 53 года,
что значительно ниже, чем при других подтипах
РЖ [25, 26]. Кроме того, ВЭБ+ РЖ отличается наи-
более благоприятным прогнозом, меньшим коли-
чеством пораженных лимфоузлов и лучшими по-
казателями пятилетней выживаемости [26, 27].

МСН подтип РЖ. МСН диагностируется в
10‒37% опухолей желудка. Опухоли этого подти-
па характеризуются многочисленными геномными
нарушениями, которые возникают из-за дефекта
системы репарации неспаренных оснований
ДНК (MisMatch Repair system, MMR) [28‒30].
Большинство МСН опухолей желудка имеют
спорадический характер [31, 32], до 15% случаев
развиваются в результате герминальных мутаций
в генах MMR (чаще в MLH1 и MSH2) при синдроме
Линча [33, 34]. В случае спорадического рака
МСН обусловлена гиперметилированием промо-
тора и сайленсинга гена MLH1 [35]. МСН опу-
холи имеют гипермутированный фенотип с
предполагаемой частотой 31.6 мутаций/млн.п.н.
(в микросателлитно-стабильных опухолях –
3.3 мутации/млн.п.н.) [36]. В ходе исследования
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TCGA выявлено 37 наиболее часто мутирующих
генов, участвующих в регуляции клеточного цик-
ла (TP53, IGFIIR, TCF4), в процессах репарации
ДНК (MSH6, MSH3, MED1, RAD50, BLM, ATR и
MRE11), ремоделировании хроматина, апоптозе
(RIZ, BAX, CASPASE5, FAS, BCL10 и APAF1), регу-
ляции транскрипции и сигнальных систем клетки
[14]. Corso и соавт. описали мутации в генах EGFR
в 47.6% случаев РЖ, KRAS ‒ в 14.9%, PIK3CA ‒ в
14.3 и MLK3 ‒ в 3.2% [37]. При МСН раке, как и
при ВЭБ+ РЖ, отмечена высокая частота наруше-
ний в генах ARID1A (83%) и RNF43 (55%) [38].
Описаны соматические мутации (22%) или поте-
ря экспрессии (35–54%) генов, ответственных за
процессинг микроРНК [38, 39], и повышенная
экспрессия генов митотической сети AURKA A/B,
E2F, FOXM1, PLK1 и MYC [14]. Кроме того, выяв-
лены частые изменения генов главного комплекса
гистосовместимости, включая B2M и HLA-B [40].

Накопление соматических мутаций способ-
ствует образованию неоантигенов, способных
вызывать иммунный ответ, что делает МСН опу-
холи чувствительными к терапии ингибиторами
иммунных контрольных точек. Результаты ран-
домизированных исследований KEYNOTE-059,
KEYNOTE-061, KEYNOTE-062 показали улуч-
шение показателей выживаемости при примене-
нии пембролизумаба в монорежиме и в комбина-
ции с химиотерапией. Таким образом, у пациен-
тов с распространенным РЖ МСН может быть
биомаркером эффективности пембролизумаба не-
зависимо от линии терапии [41].

Клинически МСН РЖ связан с женским по-
лом, пожилым возрастом (средний возраст мани-
фестации 60 лет) и дистальным расположением
ЗНО. Кроме того, отмечено преобладание ки-
шечного гистотипа (кишечный – 10.7%, диффуз-
ный – 2.9%, смешанный – 0.9% из всех случаев РЖ
[42]) и более ранняя стадия заболевания вслед-
ствие низкой локальной инвазии и меньшего
поражения лимфатических узлов [43]. В боль-
шинстве случаев МСН РЖ ассоциирован с луч-
шим прогнозом в отличие от ХН и ГС подтипов и
наиболее низкой частотой рецидивирования (22%)
[14, 44].

ХН подтип РЖ. ХН подтип составляет пример-
но 50% всех случаев РЖ и характеризуется выра-
женной анеуплоидией, потерей гетерозиготно-
сти, делецией и амплификацией ряда генов [45,
46]. Мутации генов рецепторных тирозинкиназ
(RTK) VEGFA, EGFR, ERBB2, ERBB3, c-Met, FGFR2
найдены в 37% опухолей [46, 47]. Амплификация
гена ERBB2 и иммуногистохимическая сверхэкс-
прессия белка HER2neu выявлена в 4‒24% опу-
холей желудка [48]. Амплификация гена KRAS
обнаружена примерно в 10% ХН опухолей желуд-
ка и, по-видимому, ее присутствие исключает ам-
плификацию других RTK [49]. В целом, ампли-

фикация RTK показала себя как предиктор пло-
хого прогноза [50].

Также ХН РЖ отличается высокой частотой
соматических мутаций антионкогена TP53; отме-
чено увеличение числа копий генов-медиаторов кле-
точного цикла CCNE1, CCND1 и CDK6 [14, 46, 47].
Кроме того, в ХН опухолях диагностированы ред-
кие слияния генов AGTRAP‒BRAF, ERBB2‒CDK12,
ERBB2‒NEUROD2, SLC34A2‒ROS1, SNX2‒PRDM6
и MLL3‒PRKAG2 [26]. Клиническое значение
этих нарушений в контексте таргетной терапии
еще предстоит выяснить.

В 50% случаев ХН подтип представлен инте-
стинальным гистотипом с кардиальной/кардио-
эзофагеальной локализацией опухоли и характе-
ризуется относительно благоприятным прогно-
зом [14]. В отличие от других подтипов РЖ
применение адъювантной химиотерапии при ХН
РЖ показало увеличение трехлетней безрецидив-
ной выживаемости пациентов после лекарствен-
ного лечения в сравнении с его отсутствием (58.7
и 33.5%) [26].

ГС подтип РЖ. ГС подтип отличается от ХН
РЖ низкой степенью анеуплоидии и низкой ча-
стотой мутаций в гене TP53, к этому подтипу
относятся до 15–20% аденокарцином желудка.
Гены CDH1 и RHOA, ассоциированные с разроз-
ненной моделью роста клеток и отсутствием меж-
клеточной адгезии, несли патогенные варианты в
37 и 15% опухолей соответственно [14, 52]. Таким
образом, до 73% диффузного РЖ можно отнести
к ГС подтипу [53]. Кроме точечных мутаций, в
ГС РЖ выявлено 170 различных структурных пере-
строек. В 62% ГС опухолей обнаружены химерные
гены CLDN18‒ARHGAP. Также в образцах ГС РЖ
отмечена активация микроРНК miR-21, приводя-
щая к быстрой пролиферации, инвазии и мета-
стазированию [54, 55].

Средний возраст манифестации ГС РЖ ‒ 52 г.,
этот подтип ассоциирован с поражением всех отде-
лов желудка в равном соотношении и наихудшим
прогнозом [14]. Применение адъювантной химио-
терапии при ГС РЖ не влияло на прогноз [26].

На основе молекулярных характеристик РЖ
разрабатываются различные прогностические
модели течения РЖ и риска возникновения реци-
дива. Кроме того, эта классификация может слу-
жить основой для стратификации пациентов с це-
лью индивидуализации лечения в будущем [26].
На данный момент не существует унифициро-
ванной методики идентификации ХН и ГС под-
типов РЖ, в то время как определение МСН и ви-
русной нагрузки ВЭБ широко используется в ру-
тинной практике и имеет большое клиническое
значение. Соматические мутации в генах KRAS,
BRAF, PIK3CA относятся к наиболее значимым
маркерам, которые определяют при различных
ЗНО и имеют прогностическое и предиктивное
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значение. На сегодняшний день проходят клини-
ческие испытания нескольких ингибиторов ком-
понентов сигнального пути RTK/RAS у больных
РЖ [84]. Таким образом, актуальным представля-
ется анализ соматических нарушений этих генов.

В нашей работе оценена частота соматических
мутаций в генах KRAS, BRAF, PIK3CA и определе-
ны клинико-молекулярные характеристики ВЭБ+

и MCH опухолей желудка у пациентов россий-
ской популяции.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В исследование включены образцы опухоле-

вой ткани и периферической крови 159 пациен-
тов, проходивших лечение в НМИЦ онкологии
им. Н.Н. Блохина Минздрава России по поводу
РЖ I‒IV стадии в период с 2010 по 2020 гг. вклю-
чительно. ДНК-диагностика 54 образцов свежей
послеоперационной опухолевой ткани и 105 сре-
зов FFPE выполнена в молекулярно-биологиче-
ской лаборатории отдела морфологической и мо-
лекулярно-генетической диагностики опухолей
НИИ клинической онкологии им. Н.Н. Трапез-
никова НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина. Об-
разцы опухолевой ткани отбирали во время опе-
ративного вмешательства, быстро замораживали
и хранили в морозильной камере при температу-
ре –80°C. Отобранные препараты FFPE содер-
жали не менее 20% опухолевых клеток по площа-
ди среза, периферическую кровь отбирали в про-
бирки с EDTA.

Выделение ДНК из послеоперационных об-
разцов опухолевой ткани и срезов опухоли, за-
ключенной в парафин, проводили с использова-
нием коммерческого набора Сobas® DNA Sample
Preparation Kit (“Roche”, Германия) согласно ин-
струкции производителя. Геномную ДНК выделя-
ли из лимфоцитов периферической крови с ис-
пользованием набора Проба-ГС-Генетика (“ДНК-
технология”, Россия) в соответствии с протоко-

лом производителя. Качество ДНК оценивали,
измеряя концентрацию и соотношение А260/А280
на спектрофотометре NanoDrop Lite (“Thermo
Fisher Scientific”, США). Во всех 159 образцах РЖ
определяли ДНК ВЭБ, статус МСН и кодирующую
последовательность генов KRAS, BRAF и PIK3CA.

ДНК ВЭБ в образцах выявляли с использова-
нием коммерческого набора реагентов для опре-
деления ДНК ВЭБ методом ПЦР в режиме реаль-
ного времени “РеалБест” ДНК ВЭБ (комплект 1)
(“Вектор Бест”, Россия) на приборе ДТ-96
(“НПФ ДНК-Технология”, Россия). Ложнополо-
жительные/ложноотрицательные результаты ис-
ключали, анализируя все образцы в двух повтор-
ностях. Результаты оценивали в соответствии с
инструкцией производителя (pис. 1).

Статус МСН определяли методом фрагмент-
ного анализа с использованием пяти квазимоно-
морфных мононуклеотидных маркеров NR21,
NR24, NR27, BAT25, BAT26 на платформе Beck-
man Coulter Genome Lab GeXP (“Beckman
Coulter”, США). При отсутствии нарушений или
нестабильности одного маркера статус опухоли
определяли как микросателлитно-стабильный
(МСС), при нестабильности двух или более мар-
керов – как опухоль с МСН (рис. 2).

Поиск соматических мутаций в кодонах 12–
13 (экзон 2), 61 (экзон 3) и 146 (экзон 4) гена KRAS,
в кодонах 597–601 (экзон 15) гена BRAF и кодонах
542–546 (экзон 9), 1047–1049 (экзон 20) гена
PIK3CA выполнен путем анализа кривых плавле-
ния с высоким разрешением (High Resolution Melt-
ing, HRM) после проведения ПЦР в режиме реаль-
ного времени с применением праймеров и зондов
на амплификаторе Rotor-Gene (“QIAGEN”, Гер-
мания). Последовательности праймеров, зондов
и условия ПЦР описаны ранее [65]. Присутствие
выявленного варианта подтверждали путем
очистки полученного ПЦР-продукта и прямого се-
квенирования по Сенгеру на платформе Beckman

Рис. 1. Качественная оценка наличия ДНК ВЭБ. а – Отсутствие ДНК ВЭБ. б – Наличие ДНК ВЭБ (зеленая кривая–
график амплификации внутреннего контрольного образца, красная кривая – график амплификации ДНК ВЭБ).
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Coulter Genome Lab GeXP (“Beckman Coulter”) со-
гласно инструкции производителя.

Статистический анализ проводили с помощью
программного обеспечения GraphPad Prism 8.0.0
(GraphPad Software, США). Общую выживае-
мость определяли как время от момента поста-
новки диагноза до смерти от любой причины или
даты последнего наблюдения пациента и рассчи-
тывали по методу Каплана–Мейера. Различия
между общей выживаемостью пациентов трех
групп оценивали при помощи теста лог-ранга
критерия Мантеля–Кокса. Для попарных срав-
нений выживаемости группы пациентов исполь-
зовали тест лог-ранга Мантеля–Кокса и крите-
рий Бреслоу–Гехана–Вилкоксона. Выживаемость
на определенных этапах исследования сравнивали с
использованием точного теста Фишера.

Обследуемая группа состояла из 159 человек.
Клинические характеристики пациентов пред-
ставлены в табл. 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
На первом этапе исследования была проспек-

тивно собрана коллекция образцов послеопера-
ционной опухолевой ткани 54 пациентов. В ре-
зультате ПЦР-диагностики ДНК ВЭБ выявлена в
трех образцах опухоли. На втором этапе с целью
валидации результатов, полученных для трех
ВЭБ+ и семи случайно отобранных ВЭБ-негатив-
ных (ВЭБ–) образцов, определяли вирусную на-
грузку на срезах FFPE, в результате чего во всех
случаях получено совпадение показателей. В
дальнейшем присутствие ВЭБ оценивали ретро-
спективно на 107 срезах FFPE.

В результате проведенного исследования ДНК
ВЭБ выявлена в 13 (8.2%) образцах. В большин-
стве случаев ВЭБ+ РЖ диагностирован у мужчин

(n = 12; 92.3%). У 10 (76.9%) пациентов диагноз
установлен после 50 лет, средний возраст мани-
фестации РЖ 54.8 лет. Чаще ВЭБ+ опухоли рас-
полагались в теле желудка (n = 4; 30.7%), кар-
диально (n = 3; 23.0%) или поражали дно (n = 3;
23.0%). Диффузный рак и аденокарцинома ки-
шечного типа встречались в практически равном
соотношении – 6 (46.2%) и 5 (38.5%) случаев, в то
время как смешанный тип наблюдался только у 2
(15.4%) обследованных. Распространенный рак
(III–IV стадии) выявлен у 53.9% (n = 7), в осталь-
ных случаях (n = 6; 46.2%) диагноз установлен на
I–II стадии. При III стадии отмечено поражение
3–6 регионарных лимфатических узлов (n = 1), 7
и более (n = 1), вовлечение висцеральной брюши-
ны (n = 1), в двух случаях лимфатические узлы не
оценены. Терминальная стадия (n = 2) характери-
зовалась метастатическим поражением в кости.

МСН статус опухоли обнаружен в 13.2% (n = 21)
образцов РЖ. У мужчин и женщин МСН РЖ ди-
агностирован в 10 (47.6%) и 11 (52.4%) образцах
соответственно. В 76.2% (n = 16) заболевание ма-
нифестировало в возрасте старше 50 лет, средний
возраст диагностики 62.1 ± 14.5 лет. У 6 (28.6%)
обследованных установлено поражение малой
кривизны, в 5 (23.8%) случаях – больше одной то-
пографической области, реже тела желудка (n = 4;
19.0%) и преддверия привратника (n = 4; 19.0%).
Кишечный и диффузный гистотипы были пред-
ставлены в 71.4% (n = 15) и 19.0% (n = 4) образцов
соответственно. В большинстве случаев диагноз
установлен на прогрессирующих стадиях (n = 14;
66.7%). На III стадии МСН РЖ (n = 8; 38.1%) чаще
наблюдалось поражение 1‒2 региональных лим-
фатических узлов (n = 3; 37.5%), реже 3–6 (n = 2;
25.0%), 7 и более лимфоузлов (n = 1, 12.5%), в двух
(25.0%) случаях III стадия установлена вследствие
вовлечения брюшины. Для IV стадии (n = 6,

Рис. 2. Оценка статуса микросателлитной нестабильности (МСН). а – Микросателлитно-стабильный статус опухоли.
б – Микросателлитно-нестабильный статус опухоли.
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28.6%) было характерно вторичное поражение
легких (n = 1), костей (n = 2), печени (n = 3), яич-
ников (n = 1) и лимфоузлов средостения (n = 1).
В нашем исследовании ВЭБ+ и МСН РЖ были
взаимоисключающими.

Оценка клинико-анамнестических данных.
Анализ исследованных подгрупп по возрасту ма-
нифестации рака не выявил значимых различий
(р = 0.0691, критерий Краскела–Уоллиса). Сред-
ний возраст манифестации РЖ в группе MCH со-
ставил 62.1 лет. У пациентов с ВЭБ+ и ВЭБ– + MСС
рак диагностировали в более молодом возрасте –
54.8 и 55.0 лет соответственно. ВЭБ+ РЖ в 92.3%
случаев выявлен у мужчин, в МСН-группе соот-
ношение мужчин и женщин составило 47.6 и
52.4% соответственно. Опухоли ВЭБ+ в 76.2% вы-
явлены у пациентов 50 лет и старше (критерий
Фишера, p = 0.7560). Напротив, в случае МСН
76.9% обследованных были моложе 50 лет (крите-
рий Фишера, p = 0.4351).

В отличие от I, II и IV стадий в группах ВЭБ+ и
МСН чаще диагностировали III стадию заболева-
ния – 38.5 и 38.1% соответственно. Диффузный

рак при ВЭБ+ РЖ выявлен в 46.2% случаев, ки-
шечный гистотип – в 38.5%. МСН РЖ чаще ассо-
циирован с кишечным гистотипом (71.4%). По-
давляющее большинство ВЭБ+ опухолей распо-
лагалось в верхних отделах желудка (76.9%) и теле
желудка (30.7%). МСН рак наблюдался во всех от-
делах и, как и ВЭБ+, чаще поражал тело желудка
(23.8%), но не развивался на большой кривизне.
Клинические характеристики обследованных
групп в зависимости от статуса ВЭБ и МСН пред-
ставлены в табл. 1.

Оценка общей выживаемости. Среднее время
наблюдения за больными в общей группе от мо-
мента постановки диагноза составило 31.3 мес.
(95%; ДИ: 27.6–35.1 мес.), медиана общей выжи-
ваемости (ОВ) – 55.0 мес. ОВ (1-, 3- и 5-летняя)
составила 84.6, 69.6 и 54.3 мес. соответственно.

Статистически значимые различия в ОВ выяв-
лены при сравнении групп с учетом возраста ма-
нифестации: до и после 50 лет – 33.39 vs. 63.81 мес.
(р < 0.0001, U-критерий Манна–Уитни). Не вы-
явлено значимых различий в ОВ в зависимости от
пола пациентов (р = 0.9782, U-критерий Манна–

Таблица 1. Клинические характеристики обследованных групп с различным статусом ВЭБ и МСН

Примечание. указано число пациентов и их доля (%) от общего числа пациентов.

Клиническая характеристика ВЭБ+-группа МСН-группа ВЭБ– + MCC-группа

Общее количество случаев 13 (8.2) 21 (13.2) 125 (78.6)

Пол
Мужчины 12 (92.3) 10 (47.6) 54 (43.2)
Женщины 1 (7.7) 11 (52.4) 71 (56.8)

Возраст манифестации, 
лет

16–49 10 (76.9) 5 (23.8) 86 (71.2)
50–83 3 (23.1) 16 (76.2) 39 (28.8)
Среднее ± SD 54.8 ± 11.9 62.1 ± 14.5 55.0 ± 14.7

Стадия

I 2 (15.4) 1 (4.8) 17 (13.6)
II 4 (30.8) 6 (28.6) 22 (17.6)
III 5 (38.5) 8 (38.1) 43 (34.4)
IV 2 (15.4) 6 (28.6) 43 (34.4)

Гистологический
тип по Lauren

Кишечный 5 (38.5) 15 (71.4) 73 (58.4)
Диффузный 6 (46.2) 4 (19.0) 60 (48.0)
Смешанный 2 (15.4) 2 (9.5) 12 (9.6)

Локализация опухоли

Кардия 3 (23.1) 2 (9.5) 30 (24.0)
Дно 3 (23.1) 1 (4.8) 7 (5.6)
Тело 4 (30.7) 5 (23.8) 38 (30.4)
Преддверие
привратника

1 (7.7) 4 (19.0) 13 (10.4)

Привратник 0 (0) 1 (4.8) 5 (4.0)
Малая кривизна 1 (7.7) 3 (14.3) 3 (2.4)
Большая кривизна 1 (7.7) 0 (0) 5 (4.0)
Выходит за пределы
указанных областей

0 (0) 5 (23.8) 24 (19.2)
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Уитни). Значимые различия в ОВ выявлены на III
и IV стадиях РЖ (р = 0.0139, критерий Данна). Дру-
гих статистических отличий между стадиями за-
болевания не прослежено в связи с малочислен-
ностью обследуемых групп. Также не найдено
значимых различий в ОВ в зависимости от гисто-
логического типа опухоли (р = 0.9641, критерий
Краскела–Уоллиса) (рис. 3).

Как показано на графиках (рис. 4), у пациен-
тов с ВЭБ+ подтипом прогноз существенно луч-
ше, чем в группах МСН (р = 0.0598, лог-ранг тест)
и ВЭБ– + MСС (р = 0.0446, лог-ранг тест).

Статистически значимой разницы в показателях
ОВ пациентов с МСН и ВЭБ– + MСС не наблюда-
лось (р = 0.6572, лог-ранг-тест). 50%-Выживае-
мость достигнута в группе больных ВЭБ– + MСС.
Результаты анализа ОВ представлены в табл. 2.

Исследование соматических мутаций в генах
KRAS, BRAF и PIK3CA. В ходе изучения статуса
генов KRAS и PIK3CA выявлено 12 (7.5%) и 5
(2.5%) клинически значимых вариантов соответ-
ственно (рис. 5).

В кодонах 597–601 (экзон 15) гена BRAF мута-
ций не выявлено.

Рис. 3. Анализ общей выживаемости (ОВ) в обследованной группе. а ‒ ОВ в зависимости от возраста манифестации РЖ.
б – ОВ в зависимости от пола пациента. в ‒ ОВ в зависимости от стадии РЖ. г – ОВ в зависимости от гистологического
подтипа РЖ.
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Все 13 (100%) образцов ВЭБ+ содержали ген
KRAS дикого типа, лишь в одном случае (7.7%) в
экзоне 20 гена PIK3CA выявлен вариант E545K. В
отличие от ВЭБ+ опухолей, МСН-фенотип харак-
теризовался большим количеством соматических
мутаций: 4 (19.0%) варианта в кодонах 12–13 гена
KRAS и 7 (33.3%) – в экзонах 9 и 20 гена PIК3CA
(рис. 6).

Кроме того, во всех 4 (100%) образцах МСН
опухолей с мутированным KRAS обнаружены ва-
риаты гена PIK3CA (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Экономичный и доступный метод ПЦР широ-
ко используется для выявления ВЭБ-инфекции в
сыворотке, плазме и цельной крови. Однако, как
сообщалось Deyhimi и соавт., при ПЦР-диагно-
стике ВЭБ в солидных опухолях существует воз-
можность получения ложноположительных ре-
зультатов. Низкую специфичность ПЦР можно
объяснить тем, что клетки памяти и/или неопухо-
левые лимфоциты, инфицированные ВЭБ, также
могут попасть в образец для анализа. Таким обра-
зом, методы на основе ПЦР более чувствительны,
но менее специфичны, чем метод гибридизации

in situ (ISH) ‒ золотой стандарт диагностики ВЭБ
в гистопатологических образцах [56]. С целью ис-
ключения из анализа нормальной ткани желудка
мы проводили забор опухолевого материала с ис-
пользованием метода макродиссекции под кон-
тролем патоморфолога. С той же целью ПЦР про-
ведена в двух повторностях, в результате чего ча-
стота ВЭБ+ РЖ в нашей выборке составила 8.2%.
Tavakoli и соавт. провели метаанализ данных
71 статьи и 2226 пациентов с РЖ из 26 стран и по-
казали, что совокупная распространенность ВЭБ
среди больных РЖ составила 8.77% [57]. По дан-
ным метаанализа, проведенного Camargo и соавт.
(13 исследований с участием 4599 пациентов),
средний возраст постановки диагноза ВЭБ+ РЖ
составлял 58 лет с преобладанием мужчин (71%)
[23]. Tavakoli и соавт. также отметили высокую ча-
стоту возникновения ВЭБ+ РЖ у лиц мужского
пола. В нашем исследовании 92.3% ВЭБ+ РЖ так-
же диагностирован у мужчин. Однако в нашей
выборке отмечен более ранний возраст манифе-
стации ВЭБ+ РЖ – 54.8 лет. Кроме того, Tavakoli
и соавт. в 57% случаев отнесли ВЭБ+ РЖ к кишеч-
ному типу, тогда как в нашей группе наблюдалась
тенденция к преобладанию диффузного типа над
кишечным (46.2 vs. 38.5%).

Таблица 2. 12-, 36-, 60-месячная выживаемость больных I–III стадиями рака желудка (%) и медиана выживае-
мости

Примечание. Приведены значения p-критерия для парных сравнений.

N = 92 12 мес. 36 мес. 60 мес. 96 мес. Медиана, мес.

ВЭБ+ 100 100 100 100 Не достигнута
МСН 84.6 68.4 54.7 54.7 Не достигнута
ВЭБ– + МСС 82.6 66.5 50.6 40.5 69

Парные сравнения, 96-месячная выживаемость

ВЭБ+ МСН ВЭБ– + МСС

ВЭБ+ 0.0598 0.0446
МСН 0.0598 0.6572
ВЭБ– + МСС 0.0446 0.6572

Парные сравнения, 12-месячная выживаемость

ВЭБ+ 0.4935 0.3408
МСН 0.4935 >0.9999
ВЭБ– + МСС 0.3408 >0.9999

Парные сравнения, 36-месячная выживаемость

ВЭБ+ 0.1150 0.0557
МСН 0.1150 >0.9999
ВЭБ– + МСС 0.0557 >0.9999

Парные сравнения, 60-месячная выживаемость

ВЭБ+ 0.0537 0.0264
МСН 0.0537 >0.9999
ВЭБ– + МСС 0.0264 >0.9999
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По данным различных источников МСН РЖ
диагностируется в 10–37% опухолей желудка
[28‒30], что согласуется с частотой МСН опухо-
лей в нашем исследовании (13.2%). Поскольку
для оценки статуса МСН мы использовали эта-

лонную панель Bethesda [58], разработанную пре-
имущественно для диагностики статуса МСН при
колоректальном раке, можно предположить, что
частота МСН РЖ может быть несколько выше.
Так, Ronald и соавт. оценили МСН аденокарци-

Рис. 5. HRM-анализ соматических мутаций в генах KRAS, PIK3CA, и результаты прямого секвенирования по Сенгеру.
а – Кривая плавления при анализе кодонов 12–13 гена KRAS (синий график – дикий тип, розовый – мутантный тип).
б – Кривая плавления при анализе кодонов 1047–1049 гена PIK3СА (красный и зеленый графики – дикий тип, розо-
вый – мутантный тип). в – Гетерозиготный вариант G12D в гене KRAS. г – Гетерозиготный вариант E545K в гене
PIK3CA.
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Рис. 6. Генотипические характеристики образцов. а – Распределение больных раком желудка с учетом инфицирова-
ния ВЭБ и статуса микросателлитной нестабильности. б – Количество соматических мутаций в генах KRAS и PIK3CA
в зависимости от статуса ВЭБ и микросателлитной нестабильности. MСН – рак желудка с микросателлитной неста-
бильностью. ВЭБ+ – ВЭБ-ассоциированный рак желудка. ВЭБ– + MСС – ВЭБ-негативный микросателлитно-ста-
бильный рак желудка.
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номы желудка методом NGS. Частота МСН РЖ
составила 19.0%, уступая раку эндометрия (30.0%)
и колоректальному раку (19.0%). Отмечена высо-
кая частота МСН в широком спектре локусов, ча-
сто совпадающих с МСН локусами при раке тол-
стой кишки [44]. Несмотря на то, что Su-Jin Shin
и соавт. сообщили о большей частоте МСН-опу-
холей у женщин, в нашей группе 92.3% случаев
диагностировано у пациентов мужского пола.
Как и в других исследованиях, MСН фенотип был
представлен кишечным гистотипом [31, 32].

Согласно TCGA, мутации в гене PIK3CA могут
содержать до 80% ВЭБ+ опухолей, тогда как в ис-
следованной нами выборке лишь в одном случае
выявлен вариант E545K в экзоне 20. В исследова-
нии TCGA отмечено, что в отличие от других под-
типов РЖ, где наибольшая частота аберраций за-
регистрирована в киназном домене гена PIK3CA
(экзон 20), в ВЭБ+ опухолях мутации распределе-
ны по всему гену [14]. Таким образом, низкая ча-
стота соматических мутаций в гене PIK3CA при
ВЭБ+ РЖ может быть связана с недостаточным
количеством тестируемых экзонов и/или недо-
статочной чувствительностью HRM. Напротив,
MСН РЖ отличается высокой частотой сомати-
ческих мутаций (33.3%) в экзонах 9 и 20 гена
PIK3CA, что значительно превышает показатели,
полученные Polom и соавт. (8.1%) [59] и Corso и
соавт. (14.3%) [37]. Расхождение показателей мо-
жет быть связано с недостаточным объемом вы-
борки, использованной нами.

Кроме того, в 100% наблюдений в нашей вы-
борке с МСН отмечена высокая частота сомати-
ческих мутаций в гене KRAS (19.0%) и их сочета-
ние с мутациями в гене PIK3CA, что объясняется
гипермутированным фенотипом МСН опухолей.
Крупное международное многоцентровое иссле-
дование, изучающее статус генов KRAS и MMR у
пациентов с местно-распространенным опера-
бельным РЖ, подтвердило корреляцию между
мутациями KRAS и механизмом dMMR [60]. По
нашим результатам, а также по данным Barbi и

соавт., мутация H1047R в гене PIK3CA обнаруже-
на только в образцах МСН РЖ и связана со стату-
сом МСН [61].

Отличительной особенностью нашего иссле-
довании стало отсутствие мутаций в кодонах
597‒601 гена BRAF, патогномоничных для МСН
колоректального рака, которые служат маркером
исключения синдрома Линча [53]. Согласно про-
веденным ранее исследованиям, частота мутаций
в гене BRAF колеблется в диапазоне 0‒11% [62].

Как значения ОВ, так и результаты опублико-
ванных ранее исследований подтверждают связь
ВЭБ+ подтипа с наилучшим прогнозом – 100%
ОВ в течение 96 мес. наблюдения. Различия в ОВ
при МСН и ВЭБ- + MСС раке не были статисти-
чески значимыми, что, вероятно, связано с ма-
лым количеством пациентов в группе МСН (n = 8,
5.3%). Polom и соавт. отметили более низкую пя-
тилетнюю выживаемость пациентов с МСН и му-
тациями, чем у пациентов с геном PIK3CA дикого
типа – 40.0 vs. 70.4% соответственно. В том же ис-
следовании оценили различия в выживаемости
пациентов с МСН и различными мутациями в
PIK3CA. Оказалось, что пятилетняя выживае-
мость при мутации в экзоне 9 составила 0 и 80% ‒
при мутации в экзоне 20 [42].

На сегодняшний день в России стандарт моле-
кулярной диагностики при РЖ включает иссле-
дование статуса HER2/neu, МСН и экспрессии
PD-L1 в случае местнораспространенной неопе-
рабельной или диссеминированной аденокарци-
номы. Оценка статуса МСН возможна также при
операбельных формах РЖ для определения пока-
заний к адъювантной химиотерапии [63]. Таким
образом, индивидуализированное лечение до-
ступно преимущественно пациентам с прогрес-
сирующими стадиями РЖ. Ограниченный спектр
рекомендованных ДНК-тестов определяет акту-
альность поиска и внедрения в клиническую
практику новых молекулярных маркеров РЖ. Это
позволит прогнозировать течение заболевания
при первично операбельном РЖ, что в конечном

Таблица 3. Спектр выявленных клинически значимых вариантов в генах KRAS и PIK3CA

Примечание. При каждом варианте приведено число случаев, в которых он выявлен.

Ген ВЭБ+ МСН ВЭБ– + MСС

KRAS – –

G12A, 1*
G12V, 1*
G12D, 3*
Q61E, 1 *

PIK3CA Q546K, 1* Q546K, 1*
H1047R, 2*

E545K, 1*
H1047R, 2*

KRAS + PIK3CA –
KRAS G13D + PIK3CA E542K, 2*
KRAS G13D + PIK3CA H1047R, 1*
KRAS G12V + PIK3CA H1047R, 1*

–
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счете сможет благоприятно отразиться на показа-
телях выживаемости. Результаты многочислен-
ных исследований показали, что ВЭБ+ и МСН яв-
ляются прогностически благоприятными марке-
рами при РЖ. Вероятно, системы анализа статуса
ВЭБ и МСН в гистопатологических образцах с
помощью искусственного интеллекта, разраба-
тываемые в настоящий момент, сделают оценку
данных нарушений менее затратной и более до-
ступной [64]. Таким образом, дальнейшее изуче-
ние влияния статуса МСН и ВЭБ-инфицирова-
ния на возникновение и течение РЖ является ак-
туальной задачей. Расхождение в данных о роли
соматических мутаций в генах KRAS, PIK3CA и
BRAF делают необходимым дальнейшее изучение
прогностического и предиктивного значения
этих маркеров.

Проведение исследования одобрено комите-
том по биомедицинской этике НМИЦ онкологии
им. Н.Н. Блохина Минздрава России, все паци-
енты подписали информированное согласие
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Landscape of KRAS, BRAF, PIK3CA Genes Mutations and Clinical Features 
of EBV-Associated and MSI Gastric Cancer

A. M. Danishevich1, *, N. I. Pospehova2, A. M. Stroganova2, D. A. Golovina2, M. P. Nikulin2, 
A. E. Kalinin2, S. E. Nikolaev1, I. S. Stilidi2, and L. N. Lyubchenko3, 4

1Moscow Clinical Scientific and Practical Center named after A.S. Loginov of Moscow Department of Health,
Moscow, 111123 Russia

2Blokhin National Medical Research Center of Oncology of the Ministry of Health of the Russian Federation,
Moscow, 115478 Russia

3National Medical Research Radiological Centre of the Ministry of Health of the Russian Federation,
Moscow, 125284 Russia

4Lopatkin Scientific Research Institute of Urology and Interventional Radiology – Branch of the National Medical Research 
Radiological Centre of the Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, 105425 Russia

*e-mail: danisham7@gmail.com

Personalization of gastric cancer treatment is an urgent problem due to clinical heterogeneity and aggressive
course of the disease. In 2014, Cancer Genome Atlas researchers divided gastric cancers into four subtypes
based on molecular characteristics: Epstein–Barr virus positive (EBV+), microsatellite instability (MSI),
chromosomal instability, genomically stable. To date, there is no single method for detecting chromosomal
instability and genomically stable subtypes, while MSI analysis and EBV assessment are used in routine prac-
tice and are of the greatest clinical importance. We analyzed 159 gastric cancer samples for the presence of
MSI, EBV DNA, and somatic mutations in codons 12–13 (exon 2), 61 (exon 3), and 146 (exon 4) of the KRAS
gene, codons 597–601 (exon 15) of the BRAF gene and codons 542–546 (exon 9), 1047–1049 (exon 20) of the
PIK3CA gene. As a result, the EBV+ gastric cancer was detected in 8.2% of samples, MSI – in 13.2%. MSI
and EBV+ were found to be mutually exclusive. The mean age of patients with EBV+ and MSI cancers was
54.8 and 62.1 years, respectively. In 92.3% of EBV+ cancer was detected in men, of which 76.2% were older than
50 years. diffuse and intestinal adenocarcinomas in EBV+ cancer accounted for 6 (46.2%) and 5 (38.5%) cases,
respectively. MSI occurred in almost equal proportions in men and women (n = 10; 47.6%, n = 11; 52.4%), with
a predominance of intestinal histological type (71.4%) and lesion of the lesser curvature (28.6%). One case of
EBV+ cancer was diagnosed with the E545K variant in the PIK3CA gene. A combination of variants in the
KRAS and PIK3CA genes was found in all MSI cases. The EBV+ subtype was associated with a better prog-
nosis. Overall five-year survival rates for MSI and EBV+ cancers were 100.0 and 54.7%, respectively.

Keywords: gastric cancer, molecular classification, Epstein–Barr virus, microsatellite instability, KRAS,
BRAF, PIK3CA
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Болезнь Альцгеймера – наиболее распространенная протеинопатия, при которой у пациента на-
блюдается неуклонное снижение когнитивных функций с одновременным накоплением в тканях
мозга амилоидных бляшек – внеклеточных агрегатов амилоида β (Аβ), ассоциированных с нейро-
воспалением и нейродегенерацией. Крысы и мыши, Аβ которых отличаются от Аβ человека и дру-
гих млекопитающих тремя аминокислотными заменами, не подвержены патологии альцгеймеров-
ского типа. Однако в мозге трансгенных мышей со сверхэкспрессией Аβ человека наблюдается по-
явление амилоидных бляшек, что позволяет широко использовать этих животных в биомедицине
для моделирования ключевых аспектов болезни Альцгеймера. Трансгенные мыши линии
APPswe/PS1dE9 часто используются для исследования молекулярных механизмов болезни Альц-
геймера. В настоящей работе нами охарактеризована линия мышей APPswe/PS1dE9/Blg, получен-
ная в результате скрещивания линии APPswe/PS1dE9 на генетическом фоне СH3 с животными
С57Bl6/Chg. Нами показано, что показатели фертильности и выживаемости потомства у животных
данной линии не отличаются от показателей у контрольных животных дикого типа. Гистологиче-
ский анализ мозга животных APPswe/PS1dE9/Blg подтвердил сохранение нейроморфологических
признаков БА с увеличением количества и размеров амилоидных бляшек в мозге по мере старения
животных. Таким образом животные линии APPswe/PS1dE9/Blg являются удобной моделью при
поиске терапевтических стратегий замедления прогрессии БА.

Ключевые слова: болезнь Альцгеймера, трансгенные мыши, бета-амилоид, APP, PSEN1
DOI: 10.31857/S0026898423010081, EDN: AXGEVN

ВВЕДЕНИЕ
Болезнь Альцгеймера (БА) – нейродегенера-

тивное заболевание и самая распространенная
форма деменции [1]. БА относится к протеинопа-
тиям – группе заболеваний, в патогенезе которых
важная роль отводится изменениям структуры
и/или нарушениям метаболизма склонных к аг-
регации белков. БА характеризуется медленной
прогрессией патологического процесса и длитель-
ной продромальной стадией [2]. На сегодняшний
день еще не создано эффективных методов терапии
БА, а широкая распространенность делает это забо-
левание актуальной социальной проблемой.

В начале 20 века немецкий психиатр Алоис
Альцгеймер обнаружил в патогистологических

препаратах мозга пациентов с деменцией включе-
ния – сенильные бляшки. Позже было установле-
но, что одним из основных компонентов сениль-
ных бляшек является агрегированный бета-ами-
лоидный (Aβ) пептид. Aβ-пептид представляет
собой продукт гидролиза белка-предшественни-
ка амилоида APP (amyloid precursor protein) [3].
Согласно принятой на сегодняшний день гипоте-
зе амилоидного каскада, церебральный амилои-
доз запускает остальные патологические процес-
сы при прогрессии БА [4].

APP – широко экспрессируемый трансмем-
бранный белок первого типа имеет три основные
изоформы: APP695, APP751 и APP770. Изоформа
APP695 является основной в нейронах, тогда как
APP751 и APP770 экспрессируются преимуще-
ственно в других типах клеток [5]. Белок APP иг-
рает важную роль в разрастании нейритов и ветв-

Сокращения: БА – болезнь Альцгеймера; APP – белок-
предшественник амилоида; PSEN1 –пресенилин-1.

УДК 577.2+577.29
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ТРАНСКРИПТОМИКА
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лении аксонов в процессе развития мозга, он
участвует в синаптогенезе и обеспечении синап-
тической пластичности [5]. Белок APP в норме
подвергается неамилоидогенному процессингу с
последовательным расщеплением α- и γ-секрета-
зами внутри домена Aβ с образованием непато-
генных фрагментов (sAPPα и C-концевых фраг-
ментов (CTF)) [6]. Растворимая форма sAPPα об-
ладает нейротрофической активностью и участвует
в защите нейронов от эксайтотоксичности, регули-
руя гомеостаз кальция [5]. Последовательное про-
теолитическое расщепление APP β- и γ-секретаза-
ми приводит к образованию Aβ-пептида, спо-
собного к агрегации, а также непатогенных
фрагментов [7]. Наиболее распространены две
формы Aβ-пептида, состоящие из 40 (Aβ40) и
42 аминокислотных остатков (Aβ42), при этом
форма Aβ42 более токсична для клетки [8].

БА считается многофакторным заболеванием,
наиболее распространены его спорадические
формы с поздним дебютом (старше 65 лет). Ис-
следование семейных форм БА с более ранним
дебютом (менее 65 лет) позволило выявить гене-
тические факторы, ассоциированные с развитием
нейродегенеративных процессов в мозге боль-
ных. На сегодняшний день известно несколько
мутаций в гене APP, приводящих к существенно-
му повышению уровня Aβ42 и ассоциированных
с ранним дебютом БА [9]. Описаны также мута-
ции в генах пресенилина 1 (PSEN1) и пресенили-
на 2 (PSEN2), кодирующих трансмембранные
белки эндоплазматического ретикулума. Геном-
ные исследования выявили более 170 различных
мутаций в гене PSEN1 и 13 мутаций в гене PSEN2,
связанных с наиболее распространенными семей-
ными формами БА с ранним началом [7]. Белки
PSEN1 и PSEN2, входящие в состав комплекса
γ-секретазы, оказывают влияние на процессинг
APP [10]. Мутации в гене PSEN1 увеличивают
специфичность расщепления белка APP γ-секрета-
зой до токсичного пептида Aβ42 [11], что подтвер-
ждается повышением соотношения Aβ42/Aβ40 в
плазме пациентов с мутантным геном PSEN1 по
сравнению с плазмой крови пациентов со спора-
дическими формами БА [12].

С целью выявления молекулярных механиз-
мов, лежащих в основе развития и прогрессии БА,
созданы животные модели. К наиболее адекват-
ным и широко используемым моделям относятся
линии трансгенных мышей, в которых воспроиз-
водится прогрессирующий церебральный амило-
идоз, характерный для БА. В геном мышей были
введены трансгенные кассеты, кодирующие
наиболее часто встречающиеся мутации в генах,
ассоциированных c развитием наследственных
форм БА. Животные модели первого поколения,
основанные преимущественно на сверхэкспрес-
сии кДНК мутантных генов APP или PSEN1 чело-
века, воспроизводят основные патологические

признаки заболевания. В модельных животных
второго поколения проведена замена участков
(knock-in) гена App мыши на участки, кодирую-
щие шведскую, иберийскую и/или арктическую
мутации (AppNL–G–F). Трансгенная линия мышей
третьего поколении содержала knock-in мутации
в генах App и Psen1 (AppNL–F Psen1P117L/WT) [13].
Трансгенные животные, воспроизводящие фор-
мирование амилоидных включений – основной
тип патологии при БА, представлены в табл. 1.

Каждая линия отличалась вариабельностью па-
тологического фенотипа, зависящего от генетиче-
ского фона, условий содержания и длительности
поддержания обособленных колоний в условиях
одного вивария. В нашей работе подробно охарак-
теризована сублиния APPswe/PS1dE9.

Геном трансгенных мышей линии APPswe/PS1dE9
содержит две трансгенные кассеты, встроенные в
один локус на хромосоме 9. Первая трансгенная
кассета кодирует кДНК химерного гуманизиро-
ванного в домене Aβ и содержащего шведскую
мутацию (K670N/M671L) гена APP под контро-
лем прионного белка мыши. Вторая трансгенная
кассета кодирует кДНК гена PSEN1 человека с
делецией экзона 9 (PS1ΔE9) под контролем при-
онного белка мыши. Бигенная линия животных
APP/PS1 создана Borchelt и соавт. путем коинъ-
екции линеаризованной и очищенной плазмид-
ной ДНК в пронуклеус зиготы мыши [19]. У 10%
животных, полученных после коинъекции транс-
генных кассет, выявлено одновременное встраи-
вание обоих трансгенов [31]. Далее отобрали одну
линию с наибольшим количеством копий транс-
генной кассеты, которую использовали в даль-
нейших экспериментах. Высокий уровень транс-
генного белка PSEN1 и трансгенного APP в мозге
модельных мышей подтвержден методом имму-
ноблотинга [19].

При создании трансгенных животных внесли
модификацию в фрагмент гена прионоподобного
белка (PrP) мыши в векторе Bluescript KS+. Обо-
значенный phgPrP фрагмент в составе гена PrP
содержал последовательность размером примерно
6 т.п.н. до сайта инициации транскрипции, со-
стоящую из первого кодирующего экзона, пер-
вого интрона, кодирующую область PrP мыши,
слитую со вторым экзоном, и примерно 3 т.п.н.
3′-нетранслируемой области. Открытую рамку
считывания во фрагменте phgPrP заменили на
сайт рестрикции XhoI. Полученный модифици-
рованный вектор назвали MoPrP.Xho. В вектор
MoPrP.Xho по сайтам рестрикции XhoI между эк-
зонами 2 и 3 гена PrP мыши встроили полнораз-
мерную кДНК гена PSEN1 человека, кодирую-
щую белок с делецией аминокислотных остатков
290–319, фланкированную сайтами XhoI. кДНК
белка-предшественника амилоида, гуманизиро-
ванного в домене Аβ, содержащую шведскую му-



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 1  2023

ЛИНИЯ ТРАНСГЕННЫХ МЫШЕЙ 87

Таблица 1. Наиболее часто используемые линии трансгенных мышей, моделирующие церебральный амилоидоз

Линия (JAX mice) Мутация Промотор Амилоидные бляшки 
(возраст) Ссылка

PDAPP hAPP (V717F)
Промотор гена фактора 
роста тромбоцитов-β 
(PDGF-β)

6–9 мес.: кора,
гиппокамп,
мозолистое тело

 [14]

APP23
(B6.Cg-Tg(Thy1-
APP)3Somm/J)

hAPP751 
(K670N/M671L)

Промотор Thy1 мыши

6–8 мес.: кора
12–24 мес.: кора,
гиппокамп, таламус,
амигдала

 [15]

Tg2576
(B6;SJL-
Tg(APPSWE)2576Kha)

hAPP695 
(K670N/M671L)

Промотор гена прионного 
белка хомяка

7–8 мес.: кора
11–13 мес.: гиппокамп, 
мозжечок

 [16]

Tg-SwDI
(C57BL/6-Tg(Thy1-
APPSwDutIowa) 
BWevn/Mmjax)

hAPP770 
(K670N/M671L)
hAPP770 (E693Q) 
hAPP770 (D694N)

Промотор Thy1 мыши
3 мес.: кора, гиппокамп
6 мес.: обонятельные 
луковицы, таламус

 [17]

3хTg
(B6;129-
Tg(APPSwe,tauP301L)1L
faPsen1tm1Mpm/Mmjax)

hAPP (K670N/M671L)
hMAPT (P301L)
mPsen1 (M146V)

Промотор Thy1 мыши 
(APP, MAPT),
промотор Psen1 мыши

6 мес.: кора, гиппокамп
12 мес.: гиппокамп  [18]

APPswe/PS1dE9
(B6;C3-
Tg(APPswe,PSEN1dE9)85
Dbo/Mmjax)

Mo/HuAPP 
(K670N/M671L)
hPSEN1 ΔE9

Промотор гена прионного 
белка мыши

5–6 мес.: кора,
гиппокамп  [19]

5xFAD
(B6SJL-
Tg(APPSwFILon,PSEN1
*M146L*L286V)6799Vas/
Mmjax)

hAPP (K670N/M671L)
hAPP (V717I) hAPP 
(I716V) hPSEN1 
(M146L)
hPSEN1(L286V)

Промотор Thy1 мыши

2 мес.: кора, основание 
гиппокампа
4 мес.: спинной мозг
6 мес.: гиппокамп,
таламус, обонятельные 
луковицы, основание 
мозга

 [20]

J20
(B6.Cg-Zbtb20Tg(PDGFB-

APPSwlnd)20Lms/2Mmjax)

hAPP (K670N/M671L)
hAPP (V717F)

Промотор гена фактора 
роста тромбоцитов-β 
(PDGF-β)

5–8 мес.: кора,
гиппокамп  [21]

APPPS1
(B6.Cg-Tg(Thy1-
APPSw,Thy1-
PSEN1*L166P)21Jckr)

hAPP (K670N/M671L)
hPSEN1 (L166P) Промотор Thy1 мыши

6 недель: кора
2–3 мес.: гиппокамп
3–5 мес.: стриатум,
таламус

 [22]

PS/APP hAPP (K670N/M671L)
hPSEN1 (M146L)

Промотор гена прионного 
белка хомяка,
промотор гена фактора 
роста тромбоцитов-β 
(PDGF-β)

6 мес.: кора, гиппокамп
12 мес.: стриатум,
таламус, ствол мозга

 [23–25]

PS2Tg2576 hAPP (K670N/M671L)
hPSEN2 (N141I)

Промотор гена прионного 
белка хомяка,
промотор гена β-актина 
курицы

2–3 мес.: кора,
гиппокамп  [26]
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тацию (K670N/M671L), также клонировали в век-
тор MoPrP.Xho между экзонами 2 и 3 PrP [19].
Каждый трансген экспрессируется под контро-
лем промотора прионоподобного белка мыши.
Этот промотор активен в эмбриональном разви-
тии, у взрослых животных он обеспечивает экс-
прессию трансгена преимущественно в астроцитах
и нейронах центральной нервной системы [31].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Лабораторные животные. В работе использо-

вали сублинию мышей APPswe/PS1dE9/Blg,
полученную от скрещивания мышей B6;C3-
Tg(APPswe,PSEN1dE9)85Dbo/Mmjax (#034829-JAX)
с мышами дикого типа C57Bl6J/ChG. Линия
C57Bl6J/ChG получена из питомника Charles River
UK и поддерживалась в качестве обособленной
колонии в условиях беспатогенного вивария
ИФАВ РАН в течение 7 лет. Поддержание и раз-
множение колонии проводили путем скрещива-
ния трансгенных животных с животными дикого
типа из тех же пометов.

Экспериментальных и контрольных животных
содержали в условиях беспатогенного вивария
Белгородского государственного национального
исследовательского университета (НИУ БелГУ) в
условиях искусственно регулируемого светового
дня (12 ч день и 12 ч ночь) при температуре +22–
26°C со свободным доступом к корму и воде.

Генотипирование трансгенных животных. Ге-
номную ДНК получали из биопсийного материа-
ла уха (около 30 мг ткани). Материал помещали в

лизирующий раствор, содержащий 100 мМ NaCl,
50 мМ Трис-HCl (pH 8.0), 2 мМ EDТА и 2 мг/мл
протеиназы К, и инкубировали при 55°С в тече-
ние 12–16 ч после чего реакционную смесь про-
гревали при 85°С в течение 40 мин. Лизат центри-
фугировали в течение 1 мин при 10000 g, 1 мкл су-
пернатанта использовали в качестве матрицы в
реакции ПЦР [32].

Праймеры. Использовали праймеры, предло-
женные Jankowsky и соавт. [19], амплифицирую-
щие одновременно участок трансгенной кассеты
(при ее наличии) и участок геномной ДНК мыши.
В реакции использовали смесь из трех праймеров:
общий обратный праймер PrP_rev (5'-GTG GAT
ACC CCC TCC CCC AGC CTA GAC C), гомоло-
гичный последовательности гена PrP в геноме
мыши и в составе трансгенной кассеты; прямой
праймер PrP_for (5'-CCT CTT TGT GAC TAT
GTG GAC TGA TGT CGG), гомологичный
участку геномного PrP мыши, удаленного из век-
тора MoPrP.Xho; специфические прямые прай-
меры PS1 (5'-CAG GTG GTG GAG CAA GAT G)
и APP (5'-CCG AGA TCT CTG AAG TGA AGA
TGG ATG), гомологичные последовательностям
генов мутантных белков в составе трансгенной
кассеты. Реакционная смесь содержала 1× Taq
Turbo буфер (“Евроген”, Россия), по 0.2 мМ каж-
дого dNTP (“Евроген”), 0.5 мкМ каждого прямо-
го праймера и 1 мкМ общего обратного праймера,
2 ед. HS Taq-ДНК-полимеразы (“Евроген”). Про-
грамма амплификации: 1 цикл – 95°C, 3 мин;
30 циклов – 95°C, 20 с; 55°C (АPP) или 65°C
(PS1), 20 с; 72°C, 20 с; 1 цикл – 72°C, 2 мин.

mThy1-hAβPP751 hAPP (K670N/M671L)
hAPP (V717I) Промотор Thy1 мыши

3–6 мес.: кора
5–7 мес.: гиппокамп, 
таламус, обонятельные 
луковицы

 [27]

PLB1-triple

hAPP (K670N/M671L)
hAPP (V717I)
hMAPT (P301L)
hMAPT (R406W)
hPSEN1 (A246E)

Промотор CaMKII-α 
мыши (APP, MAPT),
промотор гена прионного 
белка мыши (PSEN1)

5–6 мес.: кора,
гиппокамп  [28]

knock-in APP
(AppNL–G–F)

Mo/HuAPP 
(K670N/M671L)
Mo/HuAPP (E693G)
Mo/HuAPP (I716F)

Промотор гена АРР мыши 2 мес.: кора
4 мес.: гиппокамп  [29]

knock-in AppNL–F 
Psen1P117L/WT

Mo/HuAPP 
(K670N/M671L)
Mo/HuAPP (I716F)
mPsen1 (P117L)

Промотор гена APP 
мыши,
промотор Psen1 мыши

3 мес.: кора
12 мес.: гиппокамп  [30]

Линия (JAX mice) Мутация Промотор Амилоидные бляшки 
(возраст) Ссылка

Таблица 1.  Окончание
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Продукты амплификации разделяли с помо-
щью электрофореза в 1.5%-ном агарозном геле в
1× ТАЕ буфере (40 мМ Трис-HCl, 20 мМ уксусная
кислота, 1 мМ EDТА, 0.5 мкг/мл бромистого эти-
дия) при 120 В в течение 30 мин.

Приготовление гистологических препаратов.
Животных подвергали терминальной анестезии,
мозг диссектировали и фиксировали в растворе
Карнуа (6 частей 96%-ного этилового спирта,
3 части хлороформа, 1 часть ледяной уксусной
кислоты) в течение ночи. Ткань дегидратировали,
используя последовательное проведение в рас-
творах этилового спирта с увеличивающейся кон-
центрацией: 75% 1 ч; 96% (I) 5 мин; 96% (II)
45 мин; 100% (I) 5 мин; 100% (II) 10 мин. Далее
последовательно инкубировали в течение 30 мин
в смеси 100%-ный этиловый спирт : хлороформ (1 : 1),
1 ч в хлороформе (I), оставляли на ночь в хлоро-
форме (II), после чего ткани пропитывали пара-
фином (три смены по 1 ч) при 60°С. Парафино-
вые блоки подготавливали на станции для заливки
Leica EG1160 (“Leica Biosystems”, ФРГ). Парафи-
новые срезы толщиной 8 мкм монтировали на
предметные стекла с полилизиновым покрытием.
Срезы депарафинизировали в течение 20 мин в
ксилоле, регидратировали, инкубируя последова-
тельно в этиловом спирте: 100% – 10 мин; 95% –
5 мин; 50% – 5 мин; далее трижды промывали в
деионизованной воде по 5 мин. Срезы окрашива-
ли раствором красителя Конго красный (0.5%
Конго красного в 50%-ном этиловом спирте) в те-
чение 5 мин и дифференцировали в растворе
0.2%-ного KOH в 80%-ном этиловом спирте в те-
чение 1 мин, промывали 3 раза по 5 мин в деиони-
зованной воде, заключали в среду на водной ос-
нове Immu-MountTM (“Thermo Scientific”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Сублиния мышей APPSWE/PS1dE9/Blg полу-
чена от скрещивания животных B6;C3-

Tg(APPswe,PSEN1dE9)85Dbo/Mmjax на смешан-
ном генетическом фоне С3H/C57Bl6 с животны-
ми C57Bl6J/ChG. Для формирования репрезента-
тивных групп экспериментальных и контрольных
животных, синхронизированных по возрасту, сна-
чала получали нужное количество родственных
производителей. Гемизиготных по трансгенной
кассете мышей скрещивали с мышами дикого ти-
па на том же смешанном генетическом фоне, по-
лученными в предыдущих скрещиваниях. Потом-
ство генотипировали методом конвенционной
ПЦР с использованием одной пары специфич-
ных праймеров – либо на PSEN1, либо на АРР,
поскольку в геноме мыши обе трансгенные кассе-
ты локализованы в одном локусе на хромосоме 9.
Схематическое изображение положения прай-
меров для амплификации трансгенной кассеты
представлено на рис. 1. Пример генотипирова-
ния по каждой из трансгенных кассет приведен
на рис. 2.

Встраивание двух трансгенных кассет в один
локус в геноме мышей, показанное в [19], позво-
ляет проводить генотипирование лишь по одной
из трансгенных кассет. Результаты проведенного
нами генотипирования подтверждают присут-
ствие обеих трансгенных кассет в нескольких по-
колениях животных. Таким образом, для геноти-
пирования мышей линии APPswe/PS1dE9/Blg
можно проводить ПЦР с праймерами к одному из
трансгенных векторов. При этом мы рекоменду-
ем подтверждать присутствие обеих трансгенных
кассет в генотипах мышей после окончательного
формирования экспериментальных и контроль-
ных групп животных в каждом третьем–четвер-
том поколении.

Для формирования экспериментальных групп
мышей APPswe/PS1dE9/Blg скрещивали с особя-
ми дикого типа из предыдущих пометов. Нами не
выявлено значительных различий в выживаемо-
сти трансгенных животных и животных дикого
типа в тех же пометах. Так, анализ результатов ге-

Рис. 1. Схема положения праймеров для детекции трансгенных кассет, содержащих кДНК гена белка-предшественника
амилоида со шведской мутацией (Mo/Hu APPswe) (а) и кДНК гена пресенилина 1 человека с делецией экзона 9 (PS1ΔE9)
в геноме мышей APPswe/PS1dE9 (б). Обе кассеты расположены в одном локусе на хромосоме 9 и экспрессируются
каждая под собственным промотором гена прионного белка мыши (PrP). Прямой праймер PrP_for гомологичен участ-
ку эндогенного прионного белка мыши. Обратный праймер PrP_rev гомологичен последовательности эндогенного
PrP и последовательности гена PrP в составе трансгенной кассеты. Прямые праймеры APP и PS1 специфично узна-
ют последовательность внутри соответствующих трансгенных кассет. Обозначения: PrP1 – экзон 1, PrP2 – экзон 2,
PrP3 – экзон 3, стрелками обозначены прямые и обратный праймеры.
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нотипирования 315 мышей показал, что транс-
генную кассету имели 52.4% потомков, 47.6% не
имели модификации генома.

Нами сформированы пары производителей,
состоящие из трансгенных самок и самцов дикого
типа и пары из трансгенных самцов и самок дикого
типа. Возраст животных-производителей 2–4 мес.
Анализ фертильности самок APPswe/PS1dE9/Blg
показал, что из общего числа ссаженных самок
фертильными оказались 74%, тогда как среди са-
мок дикого типа фертильными были 84%. Пересчет
общего количества рожденных потомков на одну
самку показал, что и самки APPswe/PS1dE9/Blg,
и самки дикого типа рожают одинаковое число
потомков (табл. 2).

Нами показано, что показатели выживаемости и
фертильности у животных линии APPswe/PS1dE9/Blg
не отличаются существенно от показателей у кон-
трольных животных дикого типа. Полученные
нами данные позволяют планировать формиро-
вание пар производителей для составления экс-
периментальных групп животных и получения
расчетного числа трансгенных животных в экспе-
риментальных когортах.

Отличительной особенностью включений
амилоидного типа является кросс-β-структура
белка в их составе, обеспечивающая связывание
со специфическими красителями, к которым от-
носятся Конго красный и тиофлавин S [2]. Сроки
регистрации дебюта патогистологических при-
знаков церебрального амилоидоза в мозге мышей
APPswe/PS1dE9 и динамика прогрессии нейроде-
генеративного процесса, полученные в разных
лабораториях, несколько различаются. Наиболее
часто патологию, уже широко распространенную
в гиппокампе и коре головного мозга, выявляют в
возрасте 6 мес. [33]. Данные о прогрессии амило-
идоза различаются в зависимости от метода ана-
лиза, размера амилоидных включений (подсчет
только крупных или средних и мелких включе-
ний), использования поправки Аберкромби для
нивелирования возможности подсчета одного и
того же включения на нескольких серийных сре-
зах, от способов окрашивания тканей – исполь-
зование специальных красителей (Конго крас-
ный или тиофлавин S) или антител к бета-амило-
иду, а также от способа анализа окрашенных
срезов – детекции включений только в диапазоне
определенных длин волн или с дополнительным
использованием поляризованного света [4, 34, 35].
Исключительно важной представляется задача
подробной характеристики данной сублинии для
ее использования в качестве модельной системы
церебрального амилоидоза.

Нами проведен гистологический анализ мозга
мышей APPswe/PS1dE9/Blg в возрасте 5.5 и
10 мес. Принцип формирования групп срезов для
морфометрического анализа включений пред-
ставлен на рис. 3.

Для оценки числа амилоидных включений в гип-
покампе и коре мозга мышей APPswe/PS1dE9/Blg
срезы полушария головного мозга окрашивали
красителем Конго красным (рис. 4). Показано,
что уже в возрасте 5.5 мес. в коре и гиппокампе
трансгенных животных обнаруживаются как
мелкие и средние, так и крупные амилоидные
включения. В возрасте 10 мес. наблюдается уве-
личение числа и размера агрегатов в мозге транс-
генных мышей. В мозге контрольных животных
дикого типа включения амилоида не обнаружи-
ваются. Согласно опубликованным данным, са-
мыми старыми животными APPswe/PS1dE9, у ко-

Рис. 2. Детекция трансгенных кассет в геноме мышей
APPswe/PS1dE9/Blg методом ПЦР. Все образцы со-
держат продукт амплификации (750 п.н.) гена прион-
ного белка мыши в качестве эндогенного контроля.
Животные дикого типа (ДТ) содержат только фрагмент
750 п.н. У трансгенных животных APPswe/PS1dE9/Blg
(1 и 2) появляется дополнительный фрагмент разме-
ром 1.3 т.п.н. после амплификации последовательно-
сти мутантного гена PSEN1 или фрагмент размером
400 п.н. после амплификации последовательности му-
тантного APP. Маркер 100+ п.н. (“Евроген”).

M 1 12 2ДТ ДТ

PS1 APP

Таблица 2. Фертильность самок при получении трансгенных животных

Самки-производители Ссаженные самки, 
всего

Не забеременевшие 
самки Потомки

Среднее число 
потомков в одном 

помете

APPswe/PS1dE9/blg 35 9 140 5.38
Дикий тип 38 6 175 5.47
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торых изучено образование амилоидных включе-
ний, были животные в возрасте 24 мес. [33].

Нами определена скорость образования пато-
логических агрегатов Аβ в коре и гиппокампе
трансгенных APP/PS1 и контрольных мышей в
возрасте 5.5 и 10 мес. (табл. 3).

БА у человека может развиваться в течение де-
сятилетий до момента появления первых симпто-
мов. Нами оценена прогрессия агрегации Аβ в
гиппокампе и коре у молодых трансгенных мы-
шей (5.5 мес.) и у стареющих животных (10 мес.).
Число включений в гиппокампе стареющих жи-

вотных увеличивается почти в 5 раз и в 4 раза воз-
растает число агрегатов в коре (p < 0.0001, t-крите-
рий Стьюдента).

Полученные нами данные соотносятся с про-
веденными ранее экспериментами по подсчету
амилоидных бляшек в мозге трансгенных самцов
линии APPswe/PS1dE9 – на срезе животных в
возрасте 4 мес. в среднем обнаруживалось около
20 бляшек в коре и примерно пять бляшек в гип-
покампе, тогда как у животных в возрасте 10 мес.
количество включений увеличивалось примерно
в 4 раза в коре и в 2 раза в гиппокампе [4].

Рис. 3. Схема раскладки срезов мозга при подготовке гистологических препаратов. Из зоны мозга толщиной 400 мкм
формировали пять стекол, состоящих из 10 срезов, на каждое предметное стекло помещали каждый пятый срез мозга.
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Рис. 4. Гистологический анализ включений Aβ на срезах мозга трансгенных животных APPswe/PS1dE9/Blg и кон-
трольных животных дикого типа в возрасте 5.5 и 10 мес.; окраска Конго красным. Шкала измерений 200 мкм.
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Свою эффективность в качестве терапевтиче-
ского средства, снижающего уровень агрегиро-
ванной формы Aβ in vivo, показали инъекции
синтетических тетрапептидов HAEE и RADD.
Эти тетрапептиды специфически связываются с
сайтом EVHH в пептиде Aβ, что приводит к по-
давлению Zn-опосредованной димеризации и
позволяет снизить уровень амилоидных бляшек,
обнаруживаемых в коре и гиппокампе трансген-
ных животных APPswe/PS1dE9 в возрасте 7 мес.
[36]. Также экспериментально показано, что изо-
меризация остатка Asp7 и фосфорилирование
Ser8 в пептиде Aβ42 может препятствовать Zn-за-
висимой агрегации. Инъекции синтетического
пептида isoD7-pS8-Aβ42 с такими модифика-
циями приводили к статистически значимому
снижению числа амилоидных включений более
чем в 3 раза в мозге 8-месячных животных
APPswe/PS1dE9 (7.4 ± 2.8) по сравнению с группой
трансгенных животных без инъекции (28.7 ± 4.6)
[37]. Инъекции синтетического пептида pS8-Aβ42
с фосфорилированным остатком Ser8 также сни-
жали число агрегатов амилоидного типа в 1.5 ра-
за в гиппокампе 8-месячных трансгенных жи-
вотных APPswe/PS1dE9 (18.3 ± 0.94) по сравне-
нию с контрольными животными без инъекций
(28.7 ± 4.6) [38].

Таким образом, число агрегатов Аβ в мозге
трансгенных мышей линии APPswe/PS1dE9 яв-
ляется важным параметром, который следует
учитывать при поиске терапевтических стратегий
замедления прогрессии БА.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования РФ, (соглаше-
ние № 075-15-2021-1346). Работы с животными
финансировались из средств Государственного
задания лаборатории генетических технологий и
генного редактирования для биомедицины и ве-
теринарии FZWG-2021-0016.

Работу с животными проводили в соответ-
ствии с “Правилами лабораторной практики в
Российской Федерации” от 1.04.2016 № 199н.
Проведение эксперимента утверждено на заседа-
нии этического комитета НИУ БелГУ от 8.02.2021,
протокол № 02.21-4.
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APPswe/PS1dE9/Blg Transgenic Mouse Line 
for Modeling Cerebral Amyloid Angiopathy in Alzheimer’s Disease

E. A. Lysikova1, *, E. V. Kuzubova2, A. I. Radchenko2, E. A. Patrakhanov2, K. D. Chaprov1, 2, 
M. V. Korokin2, A. V. Deykin2, O. S. Gudyrev2, and M. V. Pokrovskii2

1Institute of Physiologically Active Compounds, Russian Academy of Sciences, Chernogolovka, 142432 Russia
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Alzheimer’s disease (AD) is the most common proteinopathy, which is accompanied by a steady decrease in the
patient’s cognitive functions with simultaneous accumulation of extracellular aggregates of amyloid β (Aβ) –
amyloid plaques in the brain tissues and associated with neuroinflammation and neurodegeneration. Unlike hu-
mans and all other mammals, rats and mice have three amino acid substitutions in Aβ and do not reproduce the
Alzheimer’s pathology. However, the appearance of amyloid plaques is observed in the brains of transgenic mice
with the overexpression of human Aβ, which makes it possible to widely use these transgenic animals in biomed-
icine for the manifestation of AD. Transgenic mouse line APPswe/PS1dE9 is a widely used animal model for
the study of the molecular mechanisms of AD. In this paper we provide a detailed description of the
APPswe/PS1dE9/Blg subline of animals obtained by crossing APPswe/PS1dE9 mice on a CH3 genetic back-
ground with C57Bl6/Chg animals. We have shown no difference in parameters of offspring’s survival and fertil-
ity of this line compared to wild-type control animals. Histological analysis of the brain of APPswe/PS1dE9/Blg
line confirmed the main neuromorphological feature of AD with the progression in number and size of amyloid
plaques during aging. Thus, APPswe/PS1dE9/Blg line is a convenient model in the search for therapeutic strat-
egies for AD.

Keywords: Alzheimer disease, transgenic mice, amyloid beta, cerebral amyloid angiopathy
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Уровень экспрессии гетерологичных генов в трансгенных растениях служит важным показателем
эффективности работы генов. Тонкая настройка экспрессии трансгенов ограничена небольшим ре-
пертуаром известных на данный момент эффективных промоторов. Нами клонирован и охаракте-
ризован тканеспецифичный фрагмент промотора гена хитиназы класса I сои (GmChi1). Промотор
GmChi1 (GmChi1P) клонировали из сои сорта Jungery. Последовательность промотора содержит ряд
предполагаемых цис-действующих элементов, включая тканеспецифичные мотивы и мотивы, регу-
лируемые в условиях стресса. По результатам гистохимического анализа самая высокая активность
репортерного фермента β-глюкуронидазы (GUS), находящегося под контролем GmChi1P, обнару-
жена в корнях трансгенного растения, Nicotiana tabacum cv. NC89, на стадии формирования ростка
с четырьмя листьями. Интересно, что обработка салициловой кислотой эффективно подавляла вы-
сокую активность GUS в корнях трансгенного табака. Делеционным анализом GmChi1P установ-
лено, что последовательности, расположенные между позициями ‒719 и ‒382, содержат ключевые
цис-элементы, ответственные за экспрессию репортерного гена uidA (кодирующего GUS) в листьях,
корнях и местах поранения Nicotiana tabacum. Кроме того, согласно результатам флуорометрическо-
го анализа, активность укороченных промоторов: от ChiP(‒1292) до ChiP(‒719) ‒ в корнях транс-
генного табака значительно подавляется абсцизовой кислотой и полностью ‒ салициловой. Обна-
ружено также, что промотор ChiP(‒382) экспрессируется исключительно в рыльце цветков транс-
генного растения. С использованием репортерного фермента GUS не обнаружено окрашивания в
других органах цветка трансгенного Nicotiana tabacum, включая чашелистики, лепестки, пыльники,
нити и завязи, а также ни в одной из вегетативных тканей. Полученные результаты свидетельствуют
о том, что фрагмент промотора ChiP(‒382) может быть использован в тканеспецифичной регуля-
ции экспрессии генов и генной инженерии растений.

Ключевые слова: GmChi1, соя, промотор, трансгенные растения, Nicotiana tabacum, стигмаспеци-
фичный промотор
DOI: 10.31857/S0026898423010172, EDN: AXAYSA
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Identification of Stigma-Specific Expression Fragment
in the Promoter of the Soybean Chitinase Class I Gene

C. M. Zhao1, H. Hou1, M. G. Xing2, and R.-G. Xue1, *
1College of Life Sciences, Qingdao Agricultural University, Qingdao, 266109 China

2Ubrigene (Jinan) Biosciences Co., Ltd, Jinan, 250000 China
*e-mail: xuerengao@163.com

The expression level of heterologous genes in transgenic plants serves as an important indicator of gene effi-
ciency. The small number of currently known effective promoters, limits the possibilities in fine-tuning the
expression of transgenes. We cloned and characterized a tissue-specific promoter fragment of the soybean
chitinase class I gene (GmChi1). The GmChi1 promoter (GmChi1P) was cloned from Jungery soybean. The
promoter sequence contains a number of putative cis-acting elements, including tissue-specific and stress-
regulated motifs. By histochemical analysis, the GmChi1P-controlled β-glucuronidase (GUS) reporter en-
zyme activity was shown to be highest in the roots of transgenic Nicotiana tabacum cv. NC89 at the four-leaf
sprout formation stage. Interestingly, the high GUS activity in transgenic tobacco roots was effectively sup-
pressed by salicylic acid (SA) treatment. Deletion analysis of GmChi1P revealed that the sequences located
between positions ‒719 and ‒382 contain key cis-elements responsible for the reporter uidA gene expression
(encoding GUS) in leaves, roots, and wounds of Nicotiana tabacum. In addition, f luorometric analysis
showed that the activity of the shortened ChiP(‒1292) to ChiP(‒719) promoters in the roots of transgenic
tobacco was significantly suppressed by abscisic acid and completely suppressed by SA. The ChiP(‒382)
promoter was also found to be expressed exclusively in the stigma of transgenic tobacco f lowers. Using the
GUS reporter enzyme, no staining was detected in other f lower organs in transgenic Nicotiana tabacum,
including sepals, petals, anthers, filaments, and ovaries, or in any vegetative tissues. The results indicate
that the promoter fragment ChiP(‒382) can be used in tissue-specific regulation of gene expression and
plant genetic engineering.

Keywords: GmChi1, soybean, promoter, transgenic plant, Nicotiana tabacum, stigma-specific promoter
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У большинства исследованных организмов экспрессия генов связана с рядом эволюционных осо-
бенностей, относящихся к белоккодирующим последовательностям. В частности, экспрессия генов
положительно коррелирует со средней интенсивностью отрицательного отбора и влияет на исполь-
зование кодонов. Нами изучена связь между экспрессией генов и паттернами отбора у двух видов
ресничных простейших рода Euplotes. Мы обнаружили, что на использование кодонов влияет экс-
прессия генов в этих организмах, что указывает на дополнительные эволюционные ограничения на
возникновение мутаций в сильно экспрессируемых генах по сравнению с генами, экспрессируемы-
ми с меньшей скоростью. В то же время, на уровне синонимичных и несинонимичных замен мы на-
блюдаем более сильное ограничение на гены, экспрессируемые с более низкой скоростью, по срав-
нению с генами с более высокой скоростью экспрессии. Наше исследование дополняет дискуссию
об общих закономерностях эволюции и ставит новые вопросы о механизмах контроля экспрессии
генов у инфузорий.

Ключевые слова: экспрессия генов, отрицательный отбор, инфузории, ресничные простейшие,
Еuplotes, эволюция белоккодирующих последовательностей
DOI: 10.31857/S002689842301010X, EDN: AWYZOB
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Unusual Dependence between Gene Expression and Negative Selection in Euplotes
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In most of the studied organisms, gene expression is associated with a number of evolutionary features per-
taining to the protein-coding sequences. In particular, gene expression positively correlates with the aver-
age intensity of negative selection and inf luences codon usage. Here, we study the connection between
gene expression and selection patterns in two species of ciliate protists of the genus Euplotes. We find that
codon usage is inf luenced by gene expression in these organisms, pointing at additional evolutionary con-
straints on mutations in heavily expressed genes relative to the genes expressed at lower rates. At the same
time, at the level of synonymous vs. non-synonymous substitutions we observe a stronger constraint on the
genes expressed at lower rates relative to those with higher rates of expression. Our study adds to the dis-
cussion about the general evolutionary patterns and opens new questions about the mechanisms of control
of gene expression in ciliates.

Keywords: gene expression, negative selection, infusoria, ciliates, Euplotes, coding constraint
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Белки семейства ArdB подавляют активность белков системы рестрикции–модификации I типа
(RM-I). Механизм действия ArdB к настоящему моменту остается неизвестным; спектр ингибиру-
емых ими мишеней исследован недостаточно. Нами показано, что присутствие гена ardB из конъ-
югативной плазмиды R64 подавляет активность EcoAI – представителя семейства IB системы ре-
стрикции–модификации. Ввиду обнаруженного отсутствия специфичности ArdB к определенному
семейству рестриктаз системы RM-I (ингибирует как IA-, так и IB-семейство) можно предполагать,
что механизм антирестрикционной активности этого белка не зависит от последовательности как
ДНК в сайте узнавания, так и структуры рестриктазы системы RM-I.

Ключевые слова: антирестрикция, RM-I, ArdB, EcoAI
DOI: 10.31857/S0026898423010056, EDN: AWVMVU

Для защиты генетического материала от гид-
ролиза системами рестрикции–модификации ви-
русы, плазмиды и транспозоны используют ряд
стратегий, одна из которых – продукция антире-
стрикционных белков. К ним относятся такие
ингибиторы рестриктаз, как Ocr, ArdA и ArdB [1–3].
Некоторые антирестриктазы (Ocr и ArdA) отно-
сятся к ДНК-миметиками, т.е. структурно и элек-
тростатически имитируют В-форму ДНК и за
счет этого функционируют как конкурентные
ингибиторы ферментов рестрикции [4, 5]. Белок
ArdB не относится к ДНК-миметикам, так как его
структура не имеет ничего общего со структурой
ДНК [6]. Ранее была высказана гипотеза, соглас-
но которой механизм действия белков семейства
ArdB состоит в том, что они неспецифически свя-
зываются с ДНК [7], поэтому рестриктаза I типа,

транслоцируя ДНК перед ее гидролизом, “стал-
кивается” с молекулой антирестрикционного
белка. В результате R-субъединица рестриктазы об-
разуется комплекс с ArdB, что блокирует трансло-
кацию и соответственно рестрикцию [8]. Однако
пока это только неподтвержденная гипотеза.

Антирестрикционная активность ArdB описа-
на А. Белогуровым (А. Belogurov) и др. [9] для
представителя семейства IА ‒ EcoKI. А D. Serfio-
tis-Mitsa и соавт. [10] показали, что ArdB ингиби-
рует рестриктазы из семейств IВ, IС и ID. Однако
авторы не сравнивали активность ArdB против
семейств IA и IB системы рестрикции–модифи-
кации I типа (RM-I), так как гены исследованных
рестриктаз были локализованы в хромосомах
бактерий неизогенных штаммов.

В представленной работе проведено сравнение
антирестрикционной активности ArdB по отно-
шению к ферментам EcoKI и EcoAI системы RM-I
в штамме Escherichia coli TG1.

Сокращения: ЕОР (efficiency of plating) – эффективность
посева; RM-I (restriction-modification system, type I) – си-
стема рестрикции–модификации I типа.
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КУДРЯВЦЕВА и др.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Бактериальные штаммы и условия культивиро-

вания. Штамм Escherichia coli TG1 (thi relA supE44
hsdR17 hsdM Δ(lac-proAB) [F' traD36 proAB lacIqZ
ΔM15]) был получен из Всероссийской коллек-
ции промышленных микроорганизмов (ВКПМ)
НИЦ “Курчатовский институт” (Москва, Россия).
Клетки культивировали в среде LB (“Диа-М”, Рос-
сия) с добавлением антибиотиков: ампициллин
(400 мкг/мл), канамицин (80 мкг/мл) или хлорам-
феникол (20 мкг/мл). Агаризованная среда содер-
жала 1.5% Бактоагара (“Диа-М”). Верхний слой
содержал 0.7% Бактоагара и при индукции про-
мотора гена PrhaB – 2 г/л рамнозы (“Диа-М”).

Конструирование плазмид. В качестве источни-
ка гена ardB использовали конъюгативную плаз-
миду R64, в качестве источника генов, определя-
ющих экспрессию EcoKI, – хромосому штамма
E. coli MG1655 (ВКПМ НИЦ “Курчатовский ин-
ститут”). В качестве источника генов, определя-
ющих экспрессию EcoAI, использовали хромосо-
му E. coli NK354 [10].

ПЦР-амплификацию клонированных генов,
эндонуклеазную обработку, электрофорез в ага-
розном геле, изолирование фрагментов ДНК
проводили по общепринятой методике [11].

Наборы последовательно расположенных ге-
нов hsd (hsdS, hsdR, hsdM) с конститутивными
промоторами, определяющими экспрессию си-
стем рестрикции–модификации EcoKI и EcoAI,
были клонированы в вектор pACYC184 по сайтам
рестрикции BamHI, HindIII.

Полученные конструкции представлены в
табл. 1.

Трансформацию бактерий плазмидами прово-
дили кальциевым методом [11].

Анализ ферментативной активности рестриктаз.
Эндонуклеазную активность ферментов опреде-

ляли с использованием фаговой методики [13] –
по эффективности посева (ЕОР – efficiency of
plating) фага λ.0 – и выражали как отношение
числа бляшек на газоне штамма E. coli TG1 с тем
или иным набором плазмид к их числу на газоне
того же штамма, не несущего плазмид. Актив-
ность рестриктаз оценивали по снижению ЕОР
по отношению к штамму TG1 без плазмид.

Экспрессия и анализ антирестрикционной ак-
тивности ArdB. Для проверки антирестрикцион-
ной активности клетки инкубировали в среде LB
в течение 4 ч с аэрацией 200 об/мин с последую-
щим добавлением фага λ (любезно предоставлен
проф. R. Devoret, Laboratoire d’Enzymologie, Cen-
tre National de la Recherche Scientifique, Франция)
и высевом на агаризованную среду. Величину
EOP оценивали как отношение числа получен-
ных негативных колоний на газоне с исследуемы-
ми клетками к числу негативных колоний, обра-
зованных E. coli TG1.

Для индукции экспрессии гена, определяюще-
го синтез ArdB(R64) под контролем промотора
PrhaB, в среду LB добавляли рамнозу (2 мг/мл)
через 2 ч после засева (OD600 ~ 0.1).

Уровень экспрессии ArdB контролировали ме-
тодом электрофореза в 15%-ном ПААГ в денату-
рирующих условиях (SDS-PAGE) с окрашивани-
ем Кумасси G-250 [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для оценки антирестрикционной активности

ArdB клетки E. coli TG1 трансформировали плаз-
мидами, содержащими гены системы RM-I:
pACYCEcoKI (семейство IA) или pAM35 (семей-
ство IB), – и плазмидами с геном ardB: pTZArdB
или pArdBRam. Их исследовали по отдельности
или в комбинации (рестриктаза + антирестрикта-
за). В результате отслеживали влияние трех раз-

Таблица 1. Плазмиды, использованные в работе

Плазмида Описание Источник

pAM35 В вектор pACYC184 вставлены гены субъединиц S, M и R рестриктазы 
EcoAI под контролем собственного промотора, Cmr

Эта работа

pACYCEcoKI В вектор pACYC184 вставлены гены субъединиц S, M и R рестриктазы 
EcoКI под контролем собственного промотора, Cmr

Эта работа

pTZArdB Вектор pTZ57R содержит ген ardB из плазмиды R64 под контролем про-
мотора Plac, Apr

 [12]

pArdBRam Вектор pRhamhIL-10LT содержит ген ardB из плазмиды R64 под кон-
тролем сильного, индуцируемого рамнозой промотора гена rhaB, Kmr

Эта работа



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 1  2023

АКТИВНОСТЬ АНТИРЕСТРИКЦИОННОГО БЕЛКА ArdB 103

ных концентраций ArdB в клетке: с плазмидой
pTZArdB (ardB под промотором гена Plac, но без
индукции ИПТГ), pArdBRam с промотором гена
PrhaB, который сильнее Plac, и pArdBRam с до-
бавлением рамнозы для индукции экспрессии с
промотора PrhaB.

На полученные трансформанты высевали фаг
λ.0 для определения ЕОР, как описано выше. Ре-
зультаты проведенных экспериментов представ-
лены в табл. 2.

Как видно из данных, представленных в табл. 2,
рестрикционная активность эндонуклеазы EcoАI,
экспрессируемой трансформантом E. coli TG1-
pAM35, значительно ниже, чем EcoKI в клетках
E. coli TG1-pACYCEcoKI: снижение EOP на 1.5 и
на 4 порядка соответственно. По всей видимости,
это обусловлено разным числом сайтов узнава-
ния этих рестриктаз в геноме фага λ (5 для EcoКI
и 1 для EcoАI).

По результатам экспериментов можно заклю-
чить, что белок ArdB активен в отношении EcoАI –
типового представителя семейства IВ системы
RM-I. Даже экспрессия ArdB с относительно сла-
бого лактозного промотора вызывала частичное
восстановление уровня ЕОР. При экспрессии
ArdB с более сильного промотора PrhaB выявле-
но повышение антирестрикционной активности
ArdB, связанное с увеличением количества белка
в клетке (рис. 1).

Полученные результаты можно рассматривать
как важное подтверждение упомянутых выше ре-
зультатов D. Serfiotis-Mitsa и др. [10] о способно-
сти ArdB ингибировать активность EcoAI.

Сравнение эффективности ингибирования
активности двух различных RM-систем белком
ArdB позволяет выдвинуть гипотезу о неспеци-
фичности его работы, то есть способности инги-

бировать RM-I независимо от последовательно-
сти сайта узнавания.

На основании данных, представленных в табл. 2,
можно говорить о проявлении антирестрик-
тазной активности ArdB как против эндонуклеаз
семейств IA, так и IB (EcoKI и EcoAI соответ-
ственно). Отметим, что для этих экспериментов
EcoKI и EcoAI экспрессировали, используя изо-
генные штаммы E. coli TG1. Эффективность ин-
гибирования EcoKI и EcoAI с помощью ArdB
практически одинакова и для обеих эндонуклеаз
составляет более 98% (табл. 2). Эндонуклеазы

Таблица 2. Антирестрикционная активность ArdB

a Эффективность посева фага λ.0 определяли как отношение числа бляшек, образованных трансформированными клетками
E. coli, к числу бляшек, образованных штаммом TG1; чем меньше это соотношение, тем выше эндонуклеазная активность
исследуемого фермента. Представлены средние результаты трех независимых экспериментов.

b Положительный контроль.

Штамм E. coli

EOPa

Штамм E. coli

EOP

EcoАI (семейство IВ)
EcoKI

(семейство IA)b

TG1 1.00 ± 0.11 TG1 1.0 ± 0.11
TG1-pAM35 (5.5 ± 1.78) × 10–2 TG1-pACYCEcoKI (4.7 ± 2.12) × 10–4

TG1-pAM35-pTZArdB (1.6 ± 0.23) × 10–1 TG1-pACYCEcoKI-pTZArdB (4.7 ± 0.52) × 10–2

TG1-pAM35-pArdBRam (без индук-
ции)

(2.9 ± 0.15) × 10–1 TG1-pACYCEcoKI-pArdBRam + индукция (3.9 ± 0.89) × 10–1

TG1-pAM35-ArdBRam + индукция (5.7 ± 0.95) × 10–1

Рис. 1. Электрофоретический анализ лизатов клеток
E. coli TG1. Дорожки: 1 – маркер молекулярной мас-
сы белков PageRuler Unstained Protein Ladder (“Ther-
mo Fisher Scientific”, США); 2 – E. coli TG1; 3 – E. coli
TG1-pAM35-pArdBRam без индукции; 4 – E. coli
TG1-pAM35-pArdBRam + рамноза.
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EcoAI и EcoKI узнают разные последовательно-
сти ДНК [15, 16], поэтому одинаковую эффектив-
ность ингибирования их активности можно рас-
сматривать как подтверждение высказанной ги-
потезы о неспецифичности ArdB относительно
нуклеотидной последовательности ДНК, узнава-
емой S-субъединицей комплекса RM-I. Скорее
всего, ArdB распознает пространственную струк-
туру ДНК в сайте расщепления рестриктазой или
вблизи него.

Ранее в работах Г.Б. Завильгельского и И.В. Ма-
нухова [7, 8] был предположен механизм работы
ArdB, объясняющий природу его антирестрикци-
онной активности. В частности предполагалось,
что ArdB ингибирует транслокацию ДНК R-субъ-
единицами комплекса RM-I и, как следствие, не-
зависимо от работы S-субъединицы комплекса, а
значит и от последовательности узнаваемого ею
сайта. Теперь нами подтверждено одно из основ-
ных следствий этой гипотезы ‒ универсальность
механизма действия ArdB. Таким образом, вся
накопленная к настоящему времени информация
по особенностям структуры, каталитической ак-
тивности и другим важным свойствам ArdB впол-
не согласуется с гипотезой, хотя ее доказатель-
ность нуждается в дальнейшей проверке.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (22-74-00027). Тео-
ретическая оценка применимости результатов
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1022060200069-0-1.6.2;1.6.4;1.6.5;1.6.10;1.6.19 по
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Anti-Restriction Activity of ArdB Protein against EcoAI Endonuclease
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ArdB proteins are known to inhibit the activity of type I restriction–modification (RM-I) system, in parti-
cular EcoKI (family IA). The mechanism of ArdB’s activity still remains unknown; the spectrum of targets
inhibited by them has been poorly studied. In this work, it was shown that the presence of the ardB gene from
R64 plasmid could suppress the activity of EcoAI endonuclease (IB family) in Escherichia coli TG1 cells. The
absence of specificity of ArdB to a certain RM-I system (it inhibits both the IA- and IB-family), it can be
assumed that the mechanism of the anti-restriction activity of this protein does not depend on both the
sequence DNA at the recognition site and the structure of the restrictase of the RM-I systems.

Keywords: antirestriction, RM-I, ArdB, EcoAI
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LPS/ATP-ИНДУЦИРОВАННЫЙ ПИРОПТОЗ МАКРОФАГОВ

ЧЕРЕЗ ПУТЬ ROS/NLRP31
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Как побочный продукт митохондриального дыхания или метаболизма активные формы кислорода
(ROS) могут действовать как сигнальные молекулы для активации инфламмасомы NLRP3 (NLR
family pyrin domain containing 3), тем самым индуцируя иммунный ответ. NLRP3 инфламмасома
действует как сенсор различных опасных сигналов и играет центральную роль в контроле возник-
новения пироптоза. Пироптоз макрофагов тесно связан с атеросклерозом, артритом, фиброзом лег-
ких и другими воспалительными заболеваниями. Метилофиопогонанон А (МО-А) ‒ основной го-
моизофлавоноид, входящий в состав китайского лекарственного растения Ophiopogonis Radix и
проявляющий антиоксидантную активность. Однако неясно, может ли MO-A ослаблять пироптоз
макрофагов путем ингибирования окислительного стресса. Нами показано, что MO-A усиливает
активность супероксиддисмутазы и каталазы, ингибирует образование ROS, снижает активацию
NLRP3-инфламмасомы и высвобождение лактатдегидрогеназы, а также подавляет пироптоз в мак-
рофагах, индуцированный липополисахаридами (LPS) и аденозинтрифосфатом (ATP). Эти эффек-
ты могут быть отменены активатором ROS ‒ пероксидом водорода (H2O2). Таким образом, MO-A
может ингибировать пироптоз макрофагов через путь ROS/NLRP3 и, следовательно, рассматри-
ваться в качестве кандидата для разработки противовоспалительного лекарственного средства.

Ключевые слова: инфламмасома NLRP3, пироптоз, макрофаги, активные формы кислорода, мети-
лофиопогонанон А
DOI: 10.31857/S0026898423010196, EDN: AWTQTV
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Methylophiopogonanone A Inhibits LPS/ATP-Induced Macrophage Pyroptosis 
via ROS/NLRP3 Pathway
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As a byproduct of mitochondrial respiration or metabolism, reactive oxygen species (ROS) can act as a sig-
naling molecule to activate NLR family pyrin domain containing 3 (NLRP3) inflammasome, thereby trig-
gering immune response. NLRP3 inflammasome acts as a sensor of various danger signals and is central to
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the control of pyroptosis occurrence. Macrophage pyroptosis is closely related to atherosclerosis, arthritis,
pulmonary fibrosis and other inflammatory diseases. Methylophiopogonanone A (MO-A) is a main homo-
isoflavonoid in Chinese herb Ophiopogonis Radix, which has antioxidant effect. However, it is not clear
whether MO-A can alleviate macrophage pyroptosis by inhibiting oxidative stress. Here we have shown that
MO-A increases the activities of superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT), inhibits the production of
ROS, reduces the activation of NLRP3 inflammasome and the release of lactate dehydrogenase (LDH), and
inhibits pyroptosis in macrophages induced by lipopolysaccharides (LPS) and adenosine triphosphate (ATP).
These effects can be reversed by the ROS promoter hydrogen peroxide (H2O2). Therefore, MO-A can inhibit
macrophage pyroptosis through the ROS/NLRP3 pathway and may be considered as a candidate drug for the
treatment of inflammatory diseases.

Keywords: NLRP3 inflammasome, pyroptosis, macrophages, ROS, methylophiopogonanone A
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ИНСУЛЯТОРНЫЙ БЕЛОК CP190 РЕГУЛИРУЕТ ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ 
ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ СПЕРМАТОЦИТОВ В КЛЕТКАХ

МУЖСКОГО ЗАРОДЫШЕВОГО ПУТИ Drosophila melanogaster1
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Белок CP190 – один из ключевых компонентов инсуляторных комплексов дрозофилы, изучение
которого важно для понимания механизмов регуляции генов в процессе дифференцировки клеток.
Однако мутанты по гену Cp190 погибают, не доживая до взрослого состояния, что существенно
усложняет изучение функций этого гена в клетках взрослого организма. Чтобы преодолеть эту про-
блему и исследовать регуляторные эффекты CP190 в развитии тканей имаго, мы разработали систе-
му условного спасения мутантов Cp190. Спасающая конструкция, содержащая кодирующую после-
довательность гена Cp190, направленно удаляется при помощи Cre/loxP-опосредованной рекомби-
нации только в половых клетках семенников, что позволяет изучать эффекты мутации в клетках
мужского зародышевого пути. С использованием высокопроизводительного транскриптомного
анализа установлено, что инактивации CP190 влияет на экспрессию генов в клетках зародышевого
пути. Обнаружено, что мутация Cp190 противоположным образом влияет на тканеспецифичные ге-
ны, экспрессия которых подавляется CP190, и гены домашнего хозяйства, активатором которых
выступает CP190. Мутация Cp190 также приводила к активации экспрессии субпопуляции генов
дифференцировки сперматоцитов, которые регулируются транскрипционным комплексом tMAC.
Полученные результаты указывают на то, что основной функцией CP190 в процессе сперматогенеза
является координация взаимодействий между генами дифференцировки и специфичными для них
транскрипционными активаторами.

Ключевые слова: CP190, инсуляторные белки, Drosophila melanogaster, РНК-seq
DOI: 10.31857/S0026898423010147, EDN: AWRYNA

ВВЕДЕНИЕ
Специализация клеток многоклеточного орга-

низма сопровождается активацией “генов разви-
тия” под воздействием энхансеров [1], а ключе-
вую роль в регуляции промотор–энхансерных
взаимодействий играют инсуляторные белки [2].
Они образуют физические контакты между спе-
циальными участками ДНК-инсуляторами, и тем
самым обеспечивают пространственные взаимо-
действия промоторов и цис-регуляторных эле-
ментов. Сходным образом инсуляторные белки
блокируют неспецифичные промотор–энхансер-
ные взаимодействия и устанавливают барьеры
между соседними доменами на хромосомах.

У Drosophila melanogaster обнаружена почти
дюжина специализированных белков, которые в

различных комбинациях связываются с инсуля-
торами [3–6]. Один из ключевых – белок CP190,
взаимодействует с большинством известных ин-
суляторов. Белок CP190 участвует в формирова-
нии физических ДНК-контактов, регуляции
трехмерной архитектуры ядра, а также в блоки-
ровке промотор-энхансерных взаимодействий
[7–9]. В ряде случаев CP190 выступает в роли
транскрипционного фактора и привлекает к ге-
нам-мишеням регуляторные белки и эпигенети-
ческие модификаторы [6, 10–12].

Потеря функции CP190 сопровождается нару-
шениями транскрипции, которые, в частности,
затрагивают гомеозисные гены, кодирующие
ключевые регуляторы развития [8, 13, 14]. Нуль-
мутации гена Cp190 являются рецессивными ле-
талями, приводящими к гибели D. melanogaster на
стадии куколки [15, 16], что затрудняет исследо-
вание регуляторных эффектов CP190 в клетках

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
DOI 10.31857/S0026898423010147.

УДК 577.218
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имаго. По этой причине влияние этого белка на
экспрессию генов и морфологию ядра изучали
либо на культурах клеток, либо на ранних стадиях
развития [8, 13], что накладывает ряд ограниче-
ний при интерпретации результатов.

В нашей работе в качестве модельной системы
клеточной дифференцировки мы использовали
сперматогенез D. melanogaster. В ходе дифферен-
цировки клеток мужского зародышевого пути
под воздействием специализированных тран-
скрипционных факторов tMAC и tTAF активиру-
ются более 1000 специфичных генов [17, 18]. При
этом лишь небольшая доля геномных сайтов свя-
зывания tMAC и tTAF находится в непосред-
ственной близости от генов-мишеней [18]. Это
может предполагать регуляцию генов посред-
ством сети пространственных взаимодействий
между регуляторными элементами генома при
участии инсуляторных белков. Чтобы изучить
влияние CP190 на регуляцию генов в процессе
клеточной дифференцировки, разработана гене-
тическая система, которая позволяет избиратель-
но исследовать проявления летальных мутаций
Cp190 в клетках зародышевого пути взрослых сам-
цов. С использованием этого подхода мы оценили
влияние белка CP190 на экспрессию генов в се-
менниках и проанализировали его влияние на ре-
гуляцию генов дифференцировки сперматоцитов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Молекулярное клонирование и трансформация

дрозофилы. Спасающая конструкция (GenBank
ON783212), содержащая кодирующую последова-
тельность гена Cp190 под контролем промотора
гена Ubi63E, создана на основе вектора pUAST-
attB, как описано в разделе “Результаты иссле-
дования”. С использованием этой конструкции
проведен phiC31-опосредованный трансгенез
линии y–w–;P{y[+t7.7] = CaryP}attP40;M{vas-
int.B}ZH-102D, несущей сайт интеграции attP40
во второй хромосоме, в результате чего получили
линию y1w67;CP190-mCD8-GFP [19].

Линии мух. Все линии D. melanogaster содержа-
ли при температуре 25°С на стандартном корме.
В работе использовали следующие линии:
y1w67;CP190-mCD8-GFP, несущую спасающую
конструкцию; y1w67;nanos-Cre, содержащую
трансген nanos-Cre, интегрированный в сайт
attP40 [18, 20]; y1w67;+/+;Cp1902,e1/TM6 [15] и
y1w67;+/+;Cp1903,e1/TM6 [16], содержащие му-
тантные аллели Cp190. Стандартными генетиче-
скими скрещиваниями получены линии
y1w67;CDSCP190;Cp1902,e1/TM6 и y1w67;nanos-
Cre;Cp1903,e1/TM6. Для проведения Cre/loxP-
опосредованной рекомбинации скрещивали самок,
несущих спасающую конструкцию, с самцами, не-
сущими конструкцию nanos-Cre. При проведении

контрольных экспериментов в рамках тран-
скриптомного анализа использовали линию
y1w67;{Ubi>stop>mCD8-GFP}, несущую трансген
{Ubi>stop>mCD8-GFP} в сайте attP40 [20].

Выделение РНК и обратная транскрипция. Для
анализа экспрессии в целых семенниках диссек-
тировали 25 пар семенников и выделяли РНК с
использованием реагента TRIZOL (“Invitrogen”,
CША, 15596018). кДНК нарабатывали, используя
1 мкг суммарной РНК, обратную транскрипцию
проводили с помощью Superscript II Reverse Tran-
scriptase (“Invitrogen”, 18080093) c использовани-
ем dT-олигонуклеотидов в качестве затравки.

Количественная ПЦР. Количественную ПЦР
проводили с использованием реакционной
смеси БиоМастер HS-qPCR SYBR Blue (“Био-
лабмикс”, Россия, MHC030). Последователь-
ности использованных праймеров приведены в
табл. S1 (см. Дополнительные материалы на сайте
http://www.molecbio.ru/downloads/2023/1/supp_
Romanov_rus.pdf). Эффективность удаления спа-
сающей кассеты оценивали при помощи метода
ΔΔCt, экспрессию CP190 измеряли методом стан-
дартной кривой. Для нормирования использова-
ли ген Actin42A. Стандартную кривую строили,
используя серийные разведения образцов геном-
ной ДНК личиночных имагинальных дисков са-
мок у1w67;CP190-mCD8-GFP.

Микроскопия. Для анализа флуоресценции
GFP in vivo семенники переносили на предметное
стекло в каплю PBS, накрывали покровным стек-
лом и сразу анализировали на флуоресцентном
микроскопе. Семенники для иммуноокрашива-
ния фиксировали стандартным методом (2%-ный
раствор формальдегида в PBST) [21]. В работе ис-
пользовали первичные антитела крысы к CP190
(любезно предоставлены А.К. Головниным) [22]
и вторичные антитела (anti-Rat Cross-Adsorbed
A568, “Thermo Fisher Scientific”, США, A-11077).
Препараты анализировали на конфокальном
микроскопе Сarl Zeiss LSM 710 (Германия).

Анализ транскриптома методом РНК-seq. В экс-
перименте использовали семенники самцов ге-
нотипов y1w67;CP190-mCD8-GFP/nanos-Cre и
y1w67;CP190-mCD8-GFP/nanos-Cre;Cp1902/Cp1903.
Контролем служили семенники самцов
y1w67;Ubi>stop>mCD8-GFP/nanos-Cre с репортер-
ной конструкцией Ubi>stop>mCD8-GFP, интегри-
рованной в сайт attP40 во второй хромосоме [20].
Суммарную РНК выделяли из 25 пар семенников
с использованием реагента TRIZOL. Пробопод-
готовку библиотек проводили с использованием
набора TruSeq RNA Sample Preparation v2 Kit (“Il-
lumina”, США, RS-121-2002). Секвенирование
библиотек проводили на платформе Illumina
MiSeq в режиме парных прочтений 2 × 75 п.н. По-
лучено от 3.7 до 6.5 млн парных прочтений на об-
разец.
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Геномное выравнивание осуществляли с по-
мощью инструмента HiSat2 [23] (сборка генома
dm6, Release 6 plus ISO1 MT, Aug. 2014) со стан-
дартными параметрами. Количество прочтений для
каждого гена суммировано при помощи Feature-
Counts [24] с использованием геномной аннотации
UCSC refGene (https://hgdownload.soe.ucsc.edu/golden-
Path/dm6/bigZips/genes/dm6.refGene.gtf.gz). Использо-
вали от двух до трех биологических повторов экс-
перимента с каждым генотипом; профили экс-
прессии генов в образцах разных генотипов показали
высокую корреляцию (рис. S1, см. Дополнительные
материалы на сайте http://www.molecbio.ru/down-
loads/2023/1/supp_Romanov_rus.pdf). Дифференци-
альную экспрессию генов анализировали при по-
мощи алгоритма DESeq2 [25] с параметрами
“ashr” [26] и “ihv” [27]. Данные по экспрессии ге-
нов в целых семенниках мутантов can, comr,
mip40, bam получены ранее и доступны в базе дан-
ных Gene Expression Omnibus (GSE97182) [18].
Данные по экспрессии генов в тканях дрозофилы
получены из базы modENCODE [28] и кластери-
зованы при помощи программы Cluster 3.0 [29].
Обогащение тканеспецифичными генами анали-
зировали при помощи пакета TissueEnrich [30].
Данные секвенирования транскриптома единич-
ных клеток семенников получены из базы Fly Cell
Atlas и проанализированы с использованием про-
граммного пакета Seurat [31, 32]. Результаты се-
квенирования доступны в базе данных Gene Ex-
pression Omnibus (PRJNA847720).

Связывание Can, Comr и Mip40 c CP190-зависи-
мыми генами. Данные по связыванию белков Can,
Comr и Mip40 с хромосомами клеток мужского
зародышевого пути получены ранее при помощи
метода DamID-seq (GSE97182) [18]. Сайты связы-
вания белков картировали с использованием на-
бора программ DamID-Seq [33]. Все гены в геноме
были разделены на заданное число фрагментов.
Обогащение связывания белков в области генов
исследуемой выборки оценивали, сопоставляя ча-
стоту встречаемости центров GATC-фрагментов,
связанных белком (согласно данным DamID-seq),
в каждом фрагменте гена, со средним значением
по всем генам D. melanogaster. Статистическую
значимость обогащения оценивали с помощью
точного теста Фишера.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Система условного спасения обеспечивает 

жизнеспособность мутантов Cp190
Мутанты по гену, кодирующему инсулятор-

ный белок CP190, не доживают до взрослой ста-
дии [15, 16], поэтому исследование функции это-
го гена в тканях имаго D. melanogaster сопряжено с
экспериментальными трудностями. Чтобы пре-
одолеть эту проблему и установить регуляторную
функцию CP190 в клетках зародышевого пути

взрослых самцов, мы разработали генетическую
систему для тканеспецифичного условного спа-
сения мутации Cp190 (рис. 1а).

Система состоит из двух генетических кон-
струкций. Первая – спасающая конструкция
CP190-mCD8-GFP – содержит кодирующую по-
следовательность гена Cp190 под контролем кон-
ститутивного промотора гена Ubi63E, который
успешно использовали ранее для спасения ле-
тальной мутации Cp190 [34, 35]. Вслед за кодиру-
ющей последовательностью Cp190 помещен ги-
бридный терминатор транскрипции HIS3-SV40 и
кодирующая последовательность гена химерного
репортерного белка mCD8-GFP [36, 37]. Кодиру-
ющая последовательность Cp190 и терминатор
транскрипции фланкированы loxP-сайтами узна-
вания рекомбиназы Cre и образуют спасающую
генную кассету (рис. 1а). Вторая конструкция со-
держит ген рекомбиназы Cre под управлением
промотора гена nanos, что обеспечивает наработ-
ку белка исключительно в клетках зародышевого
пути (рис. 1а) [18, 20]. При наличии обеих кон-
струкций в организме мутантов Cp190 спасающая
кассета будет специфически удалена из клеток за-
родышевого пути рекомбиназой Cre. В соматиче-
ских  клетках спасающая кассета не вырезается,
обеспечивая  жизнеспособность организма.  При
удалении кассеты в клетках зародышевого пути
кодирующая последовательность гена химерного
репортерного белка mCD8-GFP сближается с
промотором гена Ubi63E, что позволяет получить
клетки с дефицитом Cp190, помеченные GFP
(рис. 1б).

С использованием системы phiC31-опосредо-
ванного трансгенеза генетическая конструкция
CP190-mCD8-GFP была встроена в сайт attP40 во
второй хромосоме [19]. Трансгенные мухи как с
одной, так и с двумя копиями конструкции жиз-
неспособны и фертильны (данные не показаны).
При этом одной копии оказалось достаточно для
спасения летального фенотипа компаунд-гетеро-
зигот Cp1902/Cp1903, у которых не образуется
функциональный белок CP190 [15, 16]. Одновре-
менно с этим экспрессия одной или двух копий
спасающей конструкции не вызывала аномалий
развития как в комбинации с Cp1902/Cp1903, так и
на фоне дикого типа. Это свидетельствует об уме-
ренном уровне эктопической экспрессии CP190,
поскольку сильное повышение экспрессии этого
гена вызывает серьезные дефекты развития [34].

В серии генетических скрещиваний получены
самцы, несущие конструкции CP190-mCD8-GFP
и nanos-Cre на фоне мутации Cp190 (y1w67; CP190-
mCD8-GFP/nanos-Сre; Cp1902/Cp1903). В клетках
зародышевого пути таких самцов выявлена акти-
вация репортерного белка mCD8-GFP, начиная
со стадии ранних сперматоцитов, что свидетель-
ствовало об удалении спасающей генной кассеты
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Рис. 1. Генетическая система для условного спасения мутантов с потерей функции Cp190. а – Схема спасающей
конструкции Cp190-mCD8-GFP и конструкции nanos-Cre для экспрессии рекомбиназы Cre в клетках зародышевого
пути дрозофилы. б – Принципиальная схема условного спасения мутантов Cp1902/Cp1903 (см. пояснения в тексте).
в – Снимки семенников самцов, не несущих спасающую конструкцию, с одной дозой спасающей конструкции и с
условным спасением мутации Cp190. Режим фазового контраста (верхний ряд) и детекция флуоресценции GFP
(нижний ряд). Желтым пунктиром обозначены границы семенников. Условные обозначения: Ст.т – хвосты спер-
матид; Ст – головы сперматид; Тр – дыхательные трубочки; Сг – область семенника, содержащая сперматогонии
(непрерывная линия); Сц – область семенника, содержащая сперматоциты (пунктирная линия).
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(рис. 1в). Такие самцы обладали нормальной
жизнеспособностью и не имели видимых нару-
шений сперматогенеза. GFP-негативные сперма-
тоциты и GFP-позитивные соматические клетки
оболочки визуально не обнаружены, что указыва-
ет на высокую эффективность и специфичность
удаления спасающей конструкции.

В контрольных образцах семенников y1w67, а
также семенников самцов, несущих спасающую
конструкцию в отсутствие Cre-рекомбиназы, на-
блюдалась только фоновая автофлуоресценция,
характерная для дыхательных трубочек и фраг-
ментов сперматид (рис. 1в). Это подтверждает на-
дежное блокирование экспрессии репортерного
белка во всех типах клеток семенника.

Дополнительная проверка эффективности
удаления спасающей кассеты из генома клеток
зародышевого пути при помощи количественной
ПЦР показала, что спасающая конструкция сохра-
няется в 49.6% клеток целого семенника (рис. 2а).
Это значение соответствует доле соматических
клеток в семеннике (50.4%), оцененной исходя из
данных секвенирования транскриптома единич-
ных клеток семенника [31]. Этот результат свиде-
тельствует о том, что спасающая кассета удаляет-
ся в подавляющем большинстве половых клеток.

Система условного спасения значительно снижает 
уровень эктопической экспрессии Cp190 в клетках 

мужского зародышевого пути имаго

Мы проанализировали уровни экспрессии
мРНК эндогенного и трансгенного гена Cp190
методом количественной ПЦР с праймерами на
кодирующую область гена Cp190 и 3′-нетрансли-
руемую область эндогенного Cp190 (рис. 2б). Пер-
вая пара праймеров позволяет измерить уровень
экспрессии и эндогенного, и трансгенного Cp190,
а вторая пара – только эндогенной мРНК Cp190.
Установлено, что удаление спасающей кассеты
под воздействием nanos-Cre приводило к сниже-
нию экспрессии кодирующей последовательно-
сти Сp190 в целых семенниках в 3.8 раза (рис. 2в).
Вместе с тем, уровень экспрессии кодирующей
последовательности Cp190 оставался в 2.4 раза
выше по сравнению с контролем дикого типа,
что, по всей видимости, можно объяснить повы-
шенным (в сравнении с эндогенным) уровнем
экспрессии трансгенного Cp190 в соматических
клетках, а также сохранением спасающей кон-
струкции в единичных сперматоцитах (рис. 2г).

Получение мутантных по Cp190 клеток заро-
дышевого пути подтверждено иммуноокрашива-
нием (рис. 2г). В семенниках y1w67;CP190-mCD8-

GFP/nanos-Cre;Cp1902/Cp1903 белок CP190 обна-
ружен в ядрах клеток на апикальном конце семен-
ника, где располагаются недифференцированные
сперматогонии, а также в ядрах соматических кле-

ток оболочки. Вместе с тем, экспрессия CP190 на-
блюдалась лишь в единичных ядрах сперматоцитов.
В семенниках дикого типа стабильный уровень экс-
прессии CP190 наблюдался как в соматических, так
и в половых клетках. Таким образом, разработан-
ная система обеспечивает спасение мутантного
фенотипа Cp190 в соматических клетках, а также
достаточно эффективное удаление спасающей
кассеты в клетках мужского зародышевого пути,
что на фоне мутации позволяет изолированно
воспроизвести мутантный фенотип Cp190 в поло-
вых клетках взрослых самцов.

Мутация Cp190 влияет на экспрессию генов 
дифференцировки в клетках мужского 

зародышевого пути

Влияние CP190 на экспрессию генов в семен-
никах имаго оценивали с помощью высокопро-
изводительного секвенирования транскриптома
(РНК-seq) и последующего анализа дифференци-
альной экспрессии (табл. S2, см. Дополнитель-
ные материалы на сайте http://www.molec-
bio.ru/downloads/2023/1/supp_Romanov_rus.zip).
В экспериментах использовали трехнедельных
самцов, так как в этом возрасте семенники
y1w67;CP190-mCD8-GFP/nanos-Cre и y1w67;CP190-

mCD8-GFP/nanos-Cre;Cp1902/Cp1903 имеют эк-
вивалентный уровень экспрессии Cp190 (рис. S2,
см. Дополнительные материалы на сайте http://
www.molecbio.ru/downloads/2023/1/supp_Romanov_
rus.zip). Важно отметить, что активность спасаю-
щей кассеты контролируется промотором гена
Ubi63E, из-за чего уровень транскрипции Cp190
превышает эндогенный (рис. 2в), что может вли-
ять на экспрессию генов. Чтобы аккуратно учесть
этот эффект в нашем эксперименте, мы оценили
влияние повышенной экспрессии Cp190 в сома-
тических клетках на транскриптом целых семен-
ников.

С этой целью мы измерили экспрессию генов в
семенниках самцов y1w67;CP190-mCD8-GFP/nanos-
Cre;+/+, в которых экспрессируется эндогенный
функциональный ген Cp190, а спасающая кассета
активна только в соматических клетках. Для срав-
нения использовали экспрессию генов в семен-
никах самцов контрольной линии. Присутствие
спасающей конструкции привело к умеренным
изменениям транскрипции: экспрессия 12 генов
изменялась более чем в 8 раз (рис. 3а). Анализ
семенников с условным спасением мутации
Cp190 в соматических клетках (y1w67;CP190-

mCD8-GFP/nanos-cre;Cp1902/Cp1903) выявил 89
генов, чья экспрессия изменялась более чем в 8
раз в сравнении с контролем (рис. 3а).

Кроме того, из 226 генов, дифференциально
экспрессирующихся на фоне условного спасения
мутации Cp190 (экспрессия 154 генов повыси-
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Рис. 2. Cre-опосредованная рекомбинация приводит к удалению спасающей кассеты и утрате CP190 в клетках муж-
ского зародышевого пути. а – Количество копий спасающей кассеты в семенниках c условным спасением сравни-
вали с количеством в имагинальных дисках личинок, несущих двойную дозу конструкции CP190-mCD8-GFP. Число
копий спасающей кассеты нормировали на дозу конструкции. Пунктирной линией обозначена доля соматических
клеток в семенниках дрозофилы по данным секвенирования транскриптома единичных клеток [31]. б – Расположе-
ние мишеней для ОТ-кПЦР в гене Cp190. Соответствующие праймеры использованы для измерения экспрессии эн-
догенного и трансгенного Cp190. в – Нормированная экспрессия Cp190 в семенниках трехдневных имаго с кон-
струкциями CP190-mCD8-GFP и nanos-Cre. Экспрессию измеряли при помощи праймеров к локусам, обозначен-
ным на диаграмме б – Экспрессию нормировали на активность гена домашнего хозяйства Actin42A. Величина P-value
получена с помощью теста Стьюдента с двусторонним распределением. г – Конфокальные изображения семенни-
ков с иммуноокрашиванием антителами анти-CP190. В верхнем ряду – семенник дикого типа (y w). В нижнем ряду –
семенник с условным спасением. ДНК окрашивали красителем Hoechst. Непрерывной желтой линией подчеркну-
ты границы семенников. Звездочкой отмечен апикальный конец семенника. Длинной стрелкой показаны сомати-
ческие клетки оболочки. Пунктирной линией показано скопление CP190-негативных сперматоцитов. Короткой
стрелкой показан CP190-позитивный сперматоцит. Масштаб 10 мкм.
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Рис. 3. Истощение CP190 в клетках мужского зародышевого пути сопровождается активацией семенник-специфич-
ных генов и инактивацией генов домашнего хозяйства. а – Дифференциальная экспрессия генов в семенниках с по-
вышенной экспрессией CP190 в соматических клетках (диаграмма слева) или в семенниках с условным спасением
(диаграмма справа) по результатам РНК-seq. По вертикальной оси отложен логарифмированный диапазон изменения
экспрессии (Log2FoldChange, LFC) трансгенных семенников по сравнению с контролем. По горизонтальной оси от-
ложена нормированная средняя экспрессия в семенниках контрольной линии. Гены со статистически значимым из-
менением экспрессии (|LFC| > 1, P < 0.05) помечены красным цветом. Значения LFC генов с незначимым изменением
экспрессии (серые точки, N.S.) были для наглядности усечены при помощи эмпирического байесовского подхода.
Пунктирными линиями указаны значения LFC ± 3 и 0. Красным показано число красных точек со значением LFC в
интервале между ближайшими пунктирными линиями. б – Пересечение между множествами генов, экспрессия ко-
торых значимо повысилась и понизилась в семенниках с условным спасением или в семенниках с повышенной экс-
прессией CP190 в соматических клетках (красные точки на диаграмме а. Гены, экспрессия которых изменилась толь-
ко на фоне условного спасения, обозначены как Набор № 1 и Набор № 2. в – Нормированная экспрессия генов из
Наборов № 1 и № 2 в разных тканях дрозофилы по данным modENCODE [28]. г – Анализ тканеспецифичной экспрес-
сии CP190-зависимых генов в клетках мужского зародышевого пути.
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лась, 72 – понизилась), транскрипция 43 изменя-
лась и на фоне повышенной экспрессии Сp190 (у
34 генов повысилась, у 9 снизилась) (рис. 3б). Эти
43 гена были исключены из дальнейшего анализа,
направленного на выделение специфического
эффекта мутации в гене Cp190 на экспрессию ге-
нов в клетках зародышевого пути.

После этой поправки обнаружили 120 генов,
чья экспрессия усиливалась на фоне мутации
Cp190 (Набор № 1), и 63 гена, уровень экспрессии
которых снижался (Набор № 2) (рис. 3б). Чтобы
охарактеризовать эти выборки, мы проанализи-
ровали профили экспрессии входящих в них ге-
нов в разных тканях с использованием тран-
скриптомных данных базы modENCODE [28].
Оказалось, что в Наборе №1 можно выделить три
основных кластера, представленных генами, ак-
тивными в мужской репродуктивной, нервной и
пищеварительной системах (рис. 3в). Гены же
Набора № 2 экспрессируются повсеместно и
лишь 14 из них можно причислить к семенник-
специфичным. Анализ паттернов экспрессии ге-
нов в различных тканях дрозофилы с использова-
нием программы TissueEnrich [30] подтвердил
преобладание семенник-специфичных генов в
Наборе № 1, но не в Наборе № 2 (рис. 3г). Таким
образом, белок CP190 может участвовать как в
поддержании экспрессии повсеместно активных
генов в семенниках, так и в репрессии (или моду-
ляции) активности тканеспецифичных генов, в том
числе и генов, участвующих в сперматогенезе.

Вместе с тем, необходимо учитывать, что кле-
точный состав семенника достаточно разнообра-
зен, он представлен несколькими типами сомати-
ческих клеток, а также клетками зародышевого
пути, находящимися на разных стадиях диффе-
ренцировки. Различные клеточные типы имеют
характерные отличия в профиле экспрессии, что
подтверждается данными секвенирования тран-

скриптома единичных клеток семенников. Оха-
рактеризованные профили экспрессии отдель-
ных клеточных популяций позволяют выделить
специфичные гены-маркеры, а также установить,
в каких клетках активен тот или иной ген в норме.

Чтобы определить, в каких конкретно клетках
семенника в норме активны Cp190-зависимые ге-
ны, мы использовали гены-маркеры различных
клеточных популяций семенников дрозофилы из
базы данных DRscDB [31, 38]. В Наборе № 1 об-
наружены лишь единичные гены-маркеры сома-
тических клеток, тогда как маркеры сперматоци-
тов в сумме составляли 10% (рис. 4а). В Наборе
№ 2 маркерами жировых и пигментных клеток
были 22% генов, маркеры же клеток зародышевого
пути были единичными (рис. 4а). Кластеризация
выборки генов Набора № 1 по уровню экспрес-
сии в разных клеточных популяциях семенника с
использованием базы данных транскриптома
единичных клеток Fly Cell Atlas [31] позволила
установить, что транскрипция 66% генов харак-
терна для сперматоцитов (рис. 4б). Не менее 60%
экспрессии таких генов обеспечивается клетками
зародышевого пути, что позволяет отнести боль-
шинство генов Набора № 1 к генам дифференци-
ровки сперматоцитов (рис. 4б). Напротив, лишь
пятую часть генов Набора № 2 можно идентифи-
цировать как гены дифференцировки спермато-
цитов, а их общее количество в 5.7 раза меньше,
чем в Наборе № 1. Все вместе это позволяет пред-
положить, что CP190 оказывает преимуществен-
но репрессорное воздействие по отношению к ге-
нам дифференцировки сперматоцитов.

Основная часть генов из Набора № 2 в норме
активна преимущественно в соматических клет-
ках семенников (рис. 4б). Вместе с тем, оставался
открытым вопрос, изменяется ли уровень экс-
прессии этих генов в клетках зародышевого пути
на фоне истощения Cp190. С использованием

Рис. 4. Утрата CP190 в клетках мужского зародышевого пути приводит к нарушению активности генов дифференци-
ровки сперматоцитов. а – Обогащение генов-маркеров клеточных типов в Наборах № 1 и № 2 по данным DRscDB
[38]. Клеточные типы аннотированы в эксперименте по секвенированию транскриптома единичных клеток [31], в не-
которых случаях они включают несколько субпопуляций с собственным набором генов-маркеров. Принадлежность
субпопуляций клеточным типам обозначена цветными прямоугольниками. Размер кругов характеризует представ-
ленность маркеров во всем наборе. Статистическая значимость обогащения вычислена в точном тесте Фишера. Мар-
керы со значимым обогащением обведены красным. б – Экспрессия генов из Наборов № 1 и № 2 в клеточных попу-
ляциях семенника по данным Fly Cell Atlas [31]. Принадлежность популяций клеточным типам и анатомическим
структурам в семеннике закодирована цветными прямоугольниками. Цвет точек характеризует уровень экспрессии
гена в сравнении со средней экспрессией в клетках семенника. Размер точек описывает долю клеток в популяции, в
которых обнаружены транскрипты данного гена. На столбчатой диаграмме показан вклад клеток зародышевого пути
и соматических клеток в общую транскрипцию каждого гена в целом семеннике. При помощи иерархической класте-
ризации по уровням экспрессии в популяциях клеток гены в каждом наборе разделены на два кластера. В Наборе № 1
отчетливо выделяются гены с высокой активностью в сперматоцитах (гены дифференцировки сперматоцитов). В На-
боре № 2 кластеры можно охарактеризовать как гены соматической специализации и гены дифференцировки спер-
матоцитов. в – Сравнение оценок изменения экспрессии в двух кластерах из Набора 2. Оценки диапазона изменений
экспрессии (Log2FoldChange) получены отдельно для генов дифференцировки сперматоцитов (красный цвет) и генов
соматической специализации (синий цвет) из предположения, что в семенниках с условным спасением инактивация
произошла только в клетках зародышевого пути (темно-серые прямоугольники) или только в соматических клетках
(светло-серые прямоугольники). Наблюдаемые значения Log2FoldChange показаны белыми прямоугольниками.
Условные обозначения: ***P < 5 × 10–8 в тесте Вилкоксона, N.S. – P > 0.05.
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данных о транскриптомах единичных клеток [31],
позволяющих оценить вклад отдельной клеточ-
ной популяции семенников в уровень экспрессии
генов, мы смоделировали два профиля экспрес-
сии, соответствующих образцам целых семенни-
ков, в одном профиле исследуемые гены были
инактивированы в клетках зародышевого пути, а
в другом – в соматических клетках. На следую-
щем этапе мы сопоставили реальные изменения
экспрессии генов Набора № 2 с моделями инакти-
вации генов в отдельных клеточных популяциях.
Инактивация генов, активных преимущественно
в соматических клетках, только в соматических
или только в половых клетках не позволяет смо-
делировать такое же сильное падение транскрип-
ции, какое мы наблюдали в семенниках с услов-
ным спасением (P < 5 × 10–8 в тесте Вилкоксона)
(рис. 4в). Напротив, оценка генов дифференци-
ровки сперматоцитов, полученная на основе ги-
потезы об инактивации в зародышевом пути, не

отличается от реальных значений (P = 0.23 в тесте
Вилкоксона) (рис. 4в). Такое наблюдение может
указывать на то, что падение транскрипции генов
Набора № 2, характерных для соматических кле-
ток, происходит как в половых, так и в соматиче-
ских клетках.

Интересно отметить, что схожие регуляторные
эффекты CP190 обнаружены и в культуре сомати-
ческих клеток дрозофилы. С использованием по-
лученных ранее данных транскриптомного ана-
лиза клеток Kc167 на фоне инактивации Cp190
посредством РНК-интерференции мы обнаружи-
ли повышение экспрессии 820 генов и снижение
только 260 (рис. 5а) [13]. Активирующиеся гены
также представлены преимущественно генами,
специфичными для семенников, нервной ткани и
пищеварительной системы (рис. 5б, в). Гены же,
экспрессия которых снижалась на фоне истоще-
ния Cp190, имели неспецифичные профили экс-
прессии (рис. 5б, в).

Рис. 5. CP190 подавляет активность тканеспецифичных генов и способствует активации генов домашнего хозяйства в
клетках Кс167. а – Эффект инактивации Cp190 в клетках Kc167 согласно данным эксперимента [13]. Дифференциаль-
ную экспрессию анализировали таким же способом, как на рис. 3а. б – Экспрессия CP190-зависимых генов (красные
точки на диаграмме а) в тканях дрозофилы согласно данным modENCODE [28]. в – Анализ тканеспецифичной экс-
прессии CP190-зависимых генов клеток Kc167.
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Мутация Cp190 нарушает экспрессию
генов-мишеней tMAC

Активация генов дифференцировки происхо-
дит скоординировано в фазе роста сперматоцитов
первого порядка. Описано несколько мутаций,
которые нарушают этот процесс [17]. Так, мута-
ция гена bam вызывает остановку сперматогенеза
на стадии сперматогониев, в результате чего се-
менники обогащаются слабо дифференцирован-
ными клетками зародышевого пути [39]. Гены
mip40, comr и can являются генами задержки мей-
оза, они кодируют транскрипционные факторы,
а их мутации приводят к остановке сперматогене-
за на стадии первичных сперматоцитов [17].

Нарушения в работе Mip40 и Comr, которые
входят в состав семенник-специфичного ком-

плекса задержки мейоза tMAC, вызывают драма-
тичные изменения экспрессии генов в семенни-
ках [17, 18]. Нарушения же в работе белков из
группы семенник-специфичных факторов тран-
скрипции tTAF, включая Can, вызывают менее
выраженные изменения в транскриптоме семен-
ников. Вместе tTAF и tMAC обеспечивают акти-
вацию программы дифференцировки спермато-
цитов, причем только часть генов регулируется
этими факторами напрямую [18].

Учитывая связь CP190 с генами дифференци-
ровки, мы предположили функциональное взаи-
модействие между CP190, tTAF и tMAC. Ранее мы
получили профили экспрессии генов в семенни-
ках мутантов bam, mip40, comr и can, а также кар-
тировали сайты связывания Mip40, Comr и Can с
хромосомами в клетках зародышевого пути [18].

Рис. 6. Делеция CP190 в клетках мужского зародышевого пути приводит к нарушению активности tMAC-зависимых
генов дифференцировки сперматоцитов. а – Экспрессия генов из двух кластеров Набора № 1 в семенниках дикого ти-
па и мутантов с нарушением дифференцировки клеток мужского зародышевого пути. Цветными прямоугольниками
показано на каких стадиях сперматогенеза останавливается дифференцировка клеток в семенниках каждого геноти-
па. Гены mip40 и comr кодируют компоненты семенник-специфичного транскрипционного активатора tMAC. Ген can
кодирует один из белков tTAF. Статистическая значимость отличий экспрессии генов в семенниках мутантов и дикого
типа установлена в тесте Вилкоксона. б – Обогащение Набора № 1 генами, вокруг которых в хромосомах клеток за-
родышевого пути самцов в разных участках связываются транскрипционные факторы Can, Comr и Mip40 [18]. Стати-
стическая значимость обогащения измерена с помощью точного теста Фишера. Обозначения: TSS – сайт начала тран-
скрипции; TES – сайт завершения транскрипции. в – То же, что в а, для генов из двух кластеров Набора № 2. г – То
же, что в б, для генов из Набора № 2.
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Мы проанализировали экспрессию генов, кото-
рые активируются в семенниках с условным спа-
сением (Набор № 1), в семенниках дикого типа и
мутантов bam, mip40, comr и can (рис. 6а).

Активность генов дифференцировки сперма-
тоцитов из Набора № 1 (рис. 4б) значительно сни-
жена у мутантов bam, mip40 и comr, но не у мутан-
тов can (рис. 6а). Остальные гены из Набора № 1
почти не реагируют на мутации mip40, comr и can,
только мутация bam приводит к незначительному
снижению их экспрессии, что можно объяснить
присутствием среди них генов с высокой актив-
ностью в сперматоцитах (рис. 4б). Таким обра-
зом, CP190 ограничивает активность tMAC-зави-
симых генов дифференцировки сперматоцитов.

Профили распределения Comr, Mip40 и Can на
хромосомах показывают, что эти белки чаще
ожидаемого связываются с генами из Набора № 1,
причем наиболее интенсивно связывается тран-
скрипционный фактор Comr (рис. 6б). Таким
образом, мутация Cp190 затрагивает активность
генов, непосредственно регулируемых комплек-
сом tMAC.

Для экспрессии генов Набора № 2 характерны
менее выраженные различия между мутантами
bam, mip40, comr и can, и диким типом (рис. 6в),
хотя и у мутантов с нарушениями в tMAC, и у му-
тантов bam снижается экспрессия генов диффе-
ренцировки сперматоцитов и генов, характерных
для соматических клеток. Гены из Набора № 2
имеют некоторую связь с транскрипционным
фактором Comr (рис. 6г), что указывает на воз-
можность прямой активации их экспрессии ком-
плексом tMAC, и белок CP190 участвует в этом
процессе.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В этой работе мы подробно изучили влияние

белка CP190 на активность генов в клетках заро-
дышевого пути D. melanogaster. Как оказалось, ос-
новное влияние мутация Cp190 оказывает на субпо-
пуляцию генов дифференцировки сперматоцитов,
которые регулируются транскрипционным ком-
плексом tMAC. Интересно, что в отсутствие бел-
ка CP190 активность этих генов усиливается в
2 раза и более, что позволяет сделать вывод о мо-
дуляции их активности этим белком в норме,
ограничивающим уровень их экспрессии.

В целом, на культурах клеток дрозофилы пока-
заны умеренные изменения транскриптома на
фоне истощения инсуляторного белка CP190 [8,
13, 40]. Нами также выявлены лишь 183 гена, экс-
прессия которых зависит от CP190 в сперматоци-
тах. Экспрессия 120 из этих генов повышалась на
фоне мутации Cp190, а 63 – снижалась, что гово-
рит в пользу превалирующей репрессорной
функции CP190. На культурах клеток показано

также, что CP190, как и другие инсуляторные
белки, в большей степени склонен к подавлению
транскрипции, несмотря на одновременную ак-
тиваторную функцию [13, 41].

Мы обнаружили, что CP190 противополож-
ным образом влияет на активность тканеспеци-
фичных генов и генов домашнего хозяйства, что
указывает на возможность существования не-
скольких механизмов, с помощью которых CP190
контролирует активность этих генов. Можно
предположить, что CP190 способен выступать в
качестве транскрипционного фактора для генов,
активация которых зависит от CP190. Это кос-
венно подтверждается тем, что для активации
CP190-связанных генов требуется кооперативное
действие CP190 и фактора M1BP – регулятора ге-
нов домашнего хозяйства [13]. Причем промото-
ры генов, экспрессия которых снижается в клет-
ках с нокдауном, обогащены CP190, в то время
как репрессорный эффект CP190, по всей вероят-
ности, реализуется не напрямую [13].

Важно отметить, что активация генетической
программы дифференцировки клеток мужского
зародышевого пути сопровождается значитель-
ной перестройкой архитектуры хроматина [42].
Так, на стадии сперматоцитов уменьшается коли-
чество дистальных контактов, а промоторы ак-
тивных генов дифференцировки оказываются в
изолированном окружении [42]. Показано уча-
стие CP190, наряду с белком Chro, в формирова-
нии и поддержании топологически ассоцииро-
ванных доменов (ТАД) [41]. Причем обнаружено,
что нарушение экспрессии генов в результате
удаления CP190 коррелирует с изменением гра-
ниц окружающего их ТАД [41]. Более того, ТАДы,
содержащие гены домашнего хозяйства, имеют
тенденцию к более высокой стабильности [41].
Это позволяет предположить, что наблюдаемое
дифференциальное влияние CP190 на экспрес-
сию тканеспецифичных генов и генов домашнего
хозяйства может быть обусловлено различиями в
механизмах регуляции на уровне структуры хро-
матина, в результате чего гены домашнего хозяй-
ства активируются под действием CP190, тогда
как тканеспецифичные гены подавляются.

Учитывая отсутствие влияния на дифферен-
цировку клеток мужского зародышевого пути,
нормальную фертильность мутантных самцов, а
также умеренный эффект на изменение паттерна
экспрессии генов, инсуляторный белок CP190
вряд ли можно рассматривать в качестве ключе-
вого регуляторного фактора сперматогенеза. Для
сравнения, мутация сomr (tMAC) затрагивает экс-
прессию более 2500 генов и вызывает задержку
мейоза [43]. Однако с учетом ключевой роли
CP190 в регуляции архитектуры ядра можно
предположить, что недостаточность CP190 при-
водит к сбоям в коммуникации специфичных
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факторов транскрипции и их регуляторных эле-
ментов, а также к более общим нарушениям
структуры хроматина, что вызывает нарушения в
механизмах тонкой регуляции экспрессии.

В ходе исследования мы обнаружили, что на-
рушение экспрессии CP190 приводит к инактива-
ции tMAC-зависимых генов дифференцировки
сперматоцитов. Примечательно, что в соматиче-
ских клетках дрозофилы функционирует гомо-
логичный tMAC репрессорный комплекс
dREAM – партнер CP190, основная функция ко-
торого состоит в регуляции генов дифференци-
ровки и клеточного цикла [44–47]. Взаимодей-
ствие CP190 и dREAM в культурах клеток играет
важную роль в управлении парами дивергентных
генов – близлежащих генов с противоположно
направленными промоторами [46]. Привлечение
dREAM к дивергентным генам дрозофилы про-
исходит за счет CP190 и позволяет добиваться
снижения экспрессии только одного гена в паре.
Наличие у dREAM и tMAC общих субъединиц
(например, Mip40 и Caf1), а также связь между
CP190 и tMAC-зависимыми генами позволяет
предположить, что CP190 участвует в привлече-
нии tMAC к хромосомам. Дальнейшие исследо-
вания позволят объяснить, почему основной эф-
фект истощения CP190 в клетках мужского заро-
дышевого пути заключается в дерегуляции генов
дифференцировки сперматоцитов.
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Insulator Protein CP190 Regulates Expression оf Spermatocyte Differentiation Genes
in Drosophila melanogaster Male Germline

S. E. Romanov1, 2, V. V. Shloma1, D. E. Koryakov1, S. N. Belyakin1, and P. P. Lakitionov1, 2, *
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CP190 protein is one of the key components of Drosophila insulator complexes, and its study is important for
understanding the mechanisms of gene regulation during cell differentiation. However, Cp190 mutants die
before reaching adulthood, which significantly complicates the study of its functions in imago. To overcome
this problem and to investigate the regulatory effects of CP190 in adult tissues development, we have designed
a conditional rescue system for Cp190 mutants. Using Cre/loxP-mediated recombination, the rescue con-
struct containing Cp190 coding sequence is effectively eliminated specifically in spermatocyte, allowing us to
study the effect of the mutation in male germ cells. Using high-throughput transcriptome analysis we deter-
mined the function of CP190 on gene expression in germline cells. Cp190 mutation was found to have oppo-
site effects on tissue-specific genes, which expression is repressed by CP190, and housekeeping genes, that
require CP190 for activation. Mutation of Cp190 also promoted expression of a set of spermatocyte differen-
tiation genes that are regulated by tMAC transcriptional complex. Our results indicate that the main function
of CP190 in the process of spermatogenesis is the coordination of interactions between differentiation genes
and their specific transcriptional activators.

Keywords: CP190, insulator proteins, Drosophila melanogaster, RNA-seq
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Жидкофазное разделение белков происходит в ряде биологических процессов, таких как регуляция
транскрипции, процессинг и созревание РНК. Sm-подобный белок 4 (LSM4) участвует во множе-
стве процессов, включая сплайсинг пре-мРНК и сборку P-телец. Перед проведением исследований
по участию LSM4 в разделении двух жидких фаз в ходе процессинга или созревания РНК необходи-
мо сначала обнаружить эту способность белка LSM4 в системе in vitro. Плазмиду, экспрессирующую
белок mCherry-LSM4, получали на основе вектора pET30a и использовали для выделения белка
mCherry-LSM4 из прокариотических клеток (Escherichia coli штамм BL21). Белок mCherry-LSM4
очищали с использованием аффинной хроматографии на Ni-NTA-агарозе, а затем жидкостной хро-
матографии быстрого разрешения (FPLC). Широкопольную флуоресцентную микроскопию Delta-
Vision использовали для наблюдения за динамическим разделением фаз жидкость‒жидкость в пре-
паратах белка LSM4 in vitro. В ходе анализа структуры белка LSM4 с помощью базы данных Predictor
of Natural Disordered Regions установлено, что его С-конец содержит домен низкой сложности. Из
E. coli получен очищенный препарат полноразмерного белка LSM4 человека. Показано, что LSM4
человека обеспечивает зависимое от концентрации разделение фаз жидкость‒жидкость in vitro в бу-
фере с краудинг-агентами. Соли в высокой концентрации и 1,6-гександиол блокируют LSM4-инду-
цированное разделение двух жидких фаз. Кроме того, in vitro наблюдается слияние капель белка
LSM4. Полученные результаты свидетельствуют о том, что полноразмерный белок LSM4 человека
обладает способностью образовывать жидкие включения и вызывать разделение фаз жид-
кость‒жидкость in vitro.

Ключевые слова: разделение фаз жидкость‒жидкость, Sm-подобный белок 4, жидкостная экспресс-
хроматография белков, очистка белков, биофизический процесс
DOI: 10.31857/S0026898423010068, EDN: AWQDCU
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Phase Separation of Purified Human LSM4 Protein
H. Li1, Y. Ju2, W. W. Liu1, Y. Y. Ma3, H. Ye3, *, and N. Li3, **
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Liquid–liquid phase separation of proteins occur in a number of biological processes, such as regulation of
transcription, processing, and RNA maturation. Sm-like protein 4 (LSM4) is involved in multiple processes,
including pre-mRNA splicing and P-bodies assembly. Before investigating the involvement of LSM4 in the
separation of the two liquid phases during RNA processing or maturation, the separation of the liquid phases in
an in vitro preparation of LSM4 protein should be first be detected. The mCherry-LSM4 plasmid was derived
from pET30a and used to isolate mCherry-LSM4 protein from prokaryotic cells (Escherichia coli strain BL21).
The mCherry-LSM4 protein was purified using Ni-NTA resin. The protein was further purified by fast pro-
tein liquid chromatography. Delta-Vision wide-field f luorescence microscopy was used to observe the dy-
namic liquid–liquid phase separation of the LSM4 protein in vitro. Analysis of the LSM4 protein structure
using the Predictor of Natural Disordered Regions database revealed that its C-terminus contains a low com-
plexity domain. A purified preparation of full-length human LSM4 protein was obtained from E. coli. Human
LSM4 was shown to provide concentration-dependent separation of liquid–liquid phases in vitro in buffer
with crowding reagents. Salts in high concentration and 1,6-hexanediol block the LSM4-induced separation
of the two liquid phases. In addition, in vitro fusion of LSM4 protein droplets is observed. These results indi-
cate that the full-length human LSM4 protein has the ability to form liquid inclusions and induce liquid–liq-
uid phase separation in vitro.

Keywords: liquid–liquid phase separation, Sm-like protein 4, fast protein liquid chromatography, protein pu-
rification, biophysical process
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Повышение точности предсказания структуры и функций белков в последнее время связано в ос-
новном с применением и совершенствованием методов машинного обучения. Кодирование ин-
формации, содержащейся в последовательности аминокислот, ‒ первый этап предсказания струк-
туры, и поэтому оно играет фундаментальную роль в конечном успехе этих методов. Мы предлагаем
единую методику генерации предикторов сложного вида, позволяющую формализовать предполо-
жения о факторах, которые влияют на структуру и функцию белка. Кроме того, в рамках этой за-
дачи предложен подход к созданию и использованию баз данных структурных свойств, предостав-
ляющих новые возможности для статистического описания и анализа структурных свойств.
Предложенные методы позволяют создавать и тестировать наборы предикторов (описывающих
факторы, которые влияют на структуру и функцию белка) как для конкретных задач, так и уни-
версальных. Статистические методы построения моделей, которые мы используем, позволяют от-
бирать статистически значимые предикторы и улучшать таким образом предсказательные моде-
ли. На классическом примере предсказания вторичной структуры белка мы показали эффектив-
ность данного подхода, получив точность предсказания для трех классов DSSP: Q3 = 81.3%.
Предложенный метод реализован в виде мультиплатформенной программы на языке С++ для ко-
мандной строки. Исходный код и использованные в этой работе данные расположены по ссылке
https://github.com/Milchevskiy/protein-encoding-projects

Ключевые слова: белок, вторичная структура, функция, предикторы, предсказание, пошаговый
регрессионный анализ, пошаговый дискриминантный анализ
DOI: 10.31857/S0026898423010093, EDN: AWNZLZ

ВВЕДЕНИЕ

Согласно термодинамической гипотезе Anfinsen
[1], информация о структуре и функциях белка со-
держится в его аминокислотной последователь-
ности. Так, из этой последовательности может
быть извлечена информация о физико-химиче-
ских свойствах белка, контактные потенциалы
аминокислот в цепи, эволюционные данные и
другая информация. На основе этих данных стро-
ят предсказания структуры и свойств белков.

В последние годы наблюдали значительный
прогресс в методах предсказании структуры и
функций белка на основе первичной структуры.
Существенные продвижения произошли в таких

задачах, как предсказание вторичной [2] и локаль-
ной [3] структуры белка, белковых контактов [4],
белоксвязывающих участков [5] и др. Прогресс в
этих задачах достигнут в основном за счет ис-
пользования методов машинного обучения, осо-
бенно глубокого обучения [6]. Фактически, в те-
кущий момент высокая точность предсказания
структуры и функций белка достижима только
методами машинного обучения. Подготовка дан-
ных для обучения предсказательных моделей ‒
наиболее трудоемкая задача, по-видимому, как в
методическом, так и в алгоритмическом смысле.
Суть проблемы в том, что генерация входных дан-
ных для машинного обучения в задачах предска-
зания структур и функций белков ‒ нестандарт-
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ная процедура, которая обычно реализуется в
контексте конкретной задачи. Кроме того, огром-
ный массив данных о свойствах аминокислот со-
держится в разрозненных источниках.

Чтобы получить адекватные результаты, осно-
ванные на машинном обучении, обычно необхо-
димы три составляющих: репрезентативные обуча-
ющие выборки, мощные алгоритмы машинного
обучения и эффективное представление объектов
через набор предикторов. Последние достижения
в предсказании структуры белков связаны с уве-
личением объема доступных данных о структуре
и функции белков, а также с революционным
прогрессом в развитии алгоритмов глубокого ма-
шинного обучения [2]. В то же время методы
представления белковых данных (amino acid en-
coding method, кодирование последовательности
аминокислот) не привлекали пристального вни-
мания исследователей.

Экстенсивные методы совершенствования
предсказаний, связанные с ростом объемов до-
ступных баз данных, а также с улучшением мето-
дов собственно машинного обучения, практиче-
ски исчерпали себя. Мы полагаем, что повыше-
ние точности предсказаний лежит в области
развития подходов к кодированию биологиче-
ских данных в предикторы для последующего ис-
пользования в предсказательных моделях. Созда-
ваемый набор предикторов должен давать воз-
можность формулировать и тестировать наши
предположения о природе связи между последо-
вательностью и структурой через физико-хими-
ческие свойства, определяемые этой последова-
тельностью.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В последние десятилетия предложены различ-
ные алгоритмы кодирования аминокислотных
последовательностей в предикторы [7, 8]. Наибо-
лее широко для формирования предикторов ис-
пользуют следующие кодировки: one-hot enco-
ding, position specific scoring matrix (PSSM), а также
физико-химические кодировки свойств амино-
кислот в белковой цепи. В дополнение к этим
предложены такие варианты, как кодирование,
оцененное по энергиям контакта между остатка-
ми [9] и полученное в результате выравнивания
структуры белка [10] и из контекста последова-
тельности [11]. Подробный обзор и классифика-
ция современных методов формирования пре-
дикторов для белковых последовательностей
представлены в обзоре X. Jing и др. [12].

Cформулированные ранее подходы разнород-
ны. Единый подход, включающий в себя форми-
рование предикторов на основе всей доступной
информации по аминокислотной последователь-
ности (физической, химической, биологической),

отсутствует. Например, в базе AAindex [13] собрана
информация о более чем 550 физико-химических
свойствах аминокислот. Подавляющее большин-
ство этих свойств не использовали при предсказа-
ниях методами машинного обучения.

Мы предлагаем единый алгоритм генерации
предикторов сложного вида, позволяющий фор-
мализовать предположения о факторах, влияющих
на структуру и функцию белков. Этот алгоритм
включает, в том числе, генерацию регулярных вы-
ражений для создания предикторов, создание и
использование баз данных структурных свойств и
формирование предикторов непосредственно из
физико-химических свойств.

Кроме того, метод позволяет создавать комби-
нированные предикторы, составленные из всех
выше перечисленных типов. Ниже мы подробно
описываем типы создаваемых предикторов, ме-
тоды их создания и анализа в процессе построе-
ния предварительных моделей с помощью поша-
гового регрессионного анализа и пошагового
дискриминантного анализа.

Предикторы, основанные на базе свойств ами-
нокислот AAindex. Как уже упоминали, в базе
данных AAindex [13] систематизировано более
550 физико-химических свойств аминокислот.
Кроме них эта база данных также содержит раз-
личные матрицы аминокислотных мутаций (ami-
no acid mutation matrices) и потенциалы попарных
контактов (pair-wise contact potentials). По пред-
лагаемой нами методике принцип формирования
предикторов для всех этих данных одинаков.

Простейшим способом генерации предикто-
ров для характеристики некоторого свойства бел-
ковой цепи (например, гидрофобности) является
сопоставление последовательности набору соот-
ветствующих каждой аминокислоте значений
гидрофобности. Однако наивно предполагать, что
свойства аминокислотной последовательности
описываются линейно гидрофобностью отдель-
ных аминокислот.

Проиллюстрируем генерацию набора предик-
торов по предсказанию локальной структуры белка
[14]. Рассмотрим фрагмент последовательности
из n остатков. Каждая аминокислота 
имеет определенное значение гидрофобности

. Далее к этому массиву значений
свойств применимо функциональное преобразо-
вание: 

(1)

где T – период, k – номер аминокислоты внутри
фрагмента, Hk – гидрофобность k-й аминокисло-
ты. В данном случае функциональная трансформа-
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ция отражает периодическое изменение гидрофоб-
ности с периодом T во фрагменте из n остатков.

Если рассматриваемый участок находится в
периодической (например, спиральной) конфор-
мации, то величина, рассчитанная по формуле (1),
будет максимальна для периода T этой спирали.
Остается “угадать” этот период, а также мини-
мальное число остатков n, на котором сформиро-
ванный предиктор будет значимым, т.е. отличать-
ся от случайного шума по заданным статистиче-
ским критериям. Способы задания статистических
критериев подробно описаны ниже в подразделе
“пошаговый регрессионный анализ”. Далее, в ба-
зе AAindex представлено более 30 свойств, назы-
ваемых шкалами гидрофобности. Какую из них

выбрать? Расчетные методы, которые мы исполь-
зовали для отладки модели, позволяют количе-
ственно сравнивать значимость множества пре-
дикторов. В рассматриваемом случае мы собрали
в набор предикторы, построенные по формуле (1),
для всех шкал гидрофобности и при различных диа-
пазонах параметров T и n. Применение пошагового
регрессионного анализа позволило выявить наи-
более значимые предикторы и отбросить несуще-
ственные, что представляет основной этап усо-
вершенствования модели.

В общем виде схема генерации предикторов, ос-
нованных на физико-химических свойствах, пред-
полагает этап функциональной трансформации:

Алгоритм предполагает также возможность
создания исследователями собственных функций
функциональной трансформации, отражающих
их гипотезы о возможных факторах, влияющих
на структуру и функции белков.

Регулярные выражения как предикторы. Одна
из широко используемых кодировок ‒ так назы-
ваемая “binary encoding” [15]. В ней последова-
тельность кодируется числами 0 и 1. В простей-
шем случае так называемого “one-hot encoding”
каждую позицию в аминокислотной последова-
тельности описывает бинарный вектор (0 и 1)
размерности 20. Такой вектор содержит только
одну единицу в позиции (поэтому он назван one-
hot), соответствующей рассматриваемой амино-
кислоте, тогда как все остальные заполнены нуля-
ми. Из-за большой размерности и разреженности
представления в “one-hot encoding” используют
также вырожденные представления. Вырождение
состоит в том, что 20 стандартных аминокислот
распределяются по группам. Например, М. Day-
hoff [16] опираясь на статистику точечных мута-
ций, распредел стандартные аминокислоты по
шести группам: [H, R, K], [D, E, N, Q], [C], [S, T,
P, A, G], [M, I, L, V], [F, Y, W].

Предлагаемый нами метод обладает возмож-
ностью генерировать предикторы для заранее вы-
бранных распределений аминокислот по группам
для более общей ситуации: когда рассматривают
не отдельные аминокислоты, а некоторый уча-
сток последовательности (так называемое word,
или “cлово”) заданной длины, при этом для каж-
дого положения этого участка определяют свои
правила разделения на группы. Эта задача пред-
ставляет задание так называемых регулярных вы-
ражений. В качестве примера в табл. 1 приведен
вариант распределения по группам для тетрапеп-
тидов. Такой способ уменьшения размерности
задачи называют “заданием редуцированных ал-
фавитов” [14].

В положении левее на 2 остатка от текущего
(“–2” – сдвиг) положения все аминокислоты,
кроме глицина и пролина, считают неразличи-
мыми. В положении “-1” предполагают эквива-
лентность Н, К, R, затем D, E, N, Q и т.д. В теку-
щем положении “0” все аминокислоты различа-
ются. В табл. 1 приведена также виртуальная
аминокислота “О”, которая нужна для представле-
ния фрагментов, находящихся на концах последо-
вательности. Например, слово “OOMA” означает
виртуальный тетрапептид, содержащий две ами-

Предикторы
Аминокислотная

последовательность
{a1, …, an}

Массив значений
из БД AAindex

{H1, …, Hn}

Функциональная трансформация
F(H1, …, Hn)

Таблица 1. Пример распределения аминокислот по группам внутри тетрапептида

Сдвиг Распределение аминокислот по группам эквивалентности

–2 [ARNDCQEHILKMFPSTWYV] [G] [P] [O]
–1 [HRK] [DENQ] [C] [STPAG] [MILV] [FYW] [O]

0 [A] [R] [N] [D] [C] [Q] [E] [H] [I] [L] [K] [M] [F] [P] [S] [T] [W] [Y] [V] [G] [P]
1 [ARNDCQEHILKMFPSTWYV] [G] [P] [O]
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нокислоты, M и A, на N-конце белка. Чтобы опи-
сать положение последовательности по прави-
лам, приведенным в табл. 1, необходимо 4 × 6 ×
× 20 × 4 = 1920 предикторов. Это все еще разре-
женный массив, однако он существенно отли-
чается по размеру от one-hot массива, который
состоял бы из всех возможных тетрапептидов и
имел размер 204 = 160000. Более сжатый характер
массива и его существенно меньший размер поз-
воляют использовать статистические методы для
связи последовательности со структурой и функ-
циями белка. В частности, в следующем разделе
описано использование предикторов, построен-
ных на статистических характеристиках встречае-
мости структурных элементов.

Предикторы, построенные на статистических
характеристиках встречаемости структурных эле-
ментов. Создание базы данных структурных эле-
ментов. В качестве примера рассмотрим примене-
ние статистики встречаемости структурных эле-
ментов – 16 пентапептидов из работы А. de Brevern
и др. [17]. Этот набор структурных фрагментов
(Protein Blocks ‒ PB) широко используют для бо-
лее детального описания конформации белковой
цепи (по сравнению с общепринятой разметкой
вторичной структуры DSSP [18]). Расстояние
между фрагментами структуры главной цепи в
терминах RMSD описывает формула:

(2)

где  и  – фрагменты структуры главной цепи
белка, а  

 – декартовы координаты атомов глав-
ной цепи N, Cα, C, а M – число остатков во фраг-
менте.

Рассмотрим один из этих структурных элемен-
тов:  – и произвольный фрагмент
последовательности длиной 5 остатков.  –
частота встречаемости последовательности seq

среди последовательностей с известной структу-
рой (например, обучающая выборка). Пусть

 – среднее расстояние (в терминах RMSD)
между атомами главной цепи пентапептидов, об-
разующими последовательность seq, и атомами
главной цепи j-го блока . Далее,  – среднее
расстояние между  и всеми пентапептидами

обучающей выборки. Соответственно  и  –
дисперсии расстояния для пентапептидов, имею-
щих последовательность seq и для всех пентапеп-

тидов выборки , где N – размер

обучающей выборки, а .

Поскольку , .

Следовательно,

(3)

где  – оценка дисперсии расстояния. Фор-
мула (3) определяет статистику Стьюдента для за-
дачи сравнения выборочных средних. По значе-
нию этой величины мы оцениваем вероятность
того, что среднее расстояние до j-го блока PB для
пентапептидов всей обучающей выборки боль-
ше, чем для выборки пентапептидов с последо-
вательностью seq. Из формулы (3) следует, что
число вхождений  фрагмента seq оказы-
вает существенное влияние на результат, по-
скольку малые значения  могут приво-
дить к искаженной оценке . Именно с
этим обстоятельством связано использование
редуцированных алфавитов, описанных выше.

В общем виде схему, описывающую формиро-
вание предикторов, построенных на статистиче-
ских характеристиках встречаемости структур-
ных элементов, можно представить следующим
образом:

Чтобы применить формулу (3), необходимо
составить базу данных встречаемости белковых
структур для получения величин 

.
Функциональная трансформация, задаваемая

формулой (3), не единственное преобразование,
которое можно использовать для генерации пре-

дикторов, связанных со встречаемостью струк-
турных элементов, но для всех таких предикторов
нужно хранить именно указанный выше набор ве-
личин. Приведенные выше параметры сохраняют
в базах данных свойств структурных элементов.
При построении предсказательной модели можно
использовать множество таких баз данных, раз-
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Предикторы
Аминокислотная

последовательность
{a1, …, an}
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редуцирование
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личающихся редуцированными алфавитами,
длиной фрагмента последовательности и метри-
кой, задающей расстояние между фрагментами.
Например, вместо метрики RMSD (root mean
square deviation) можно использовать RMSDA (root
mean square deviation of angular values) [17], либо
другую метрику.

Комбинированные предикторы. В некоторых
случаях может возникнуть необходимость ис-
пользования предикторов, учитывающих одно-
временно несколько физико-химических или
функциональных свойств белковой последова-
тельности.

Комбинированные предикторы представляют
дополнительные возможности для создания пре-
дикторов сложного вида. Они могут быть состав-
лены по заранее заданному сценарию из несколь-
ких описанных выше предикторов и условий.
Чтобы реализовать эту возможность, каждому
предиктору присваивается свое имя, по которому
к нему обращаются для задания комбинирован-
ного предиктора. Простейший случай ‒ перемно-
жение двух или нескольких предикторов. Для ло-
гических переменных это означает одновремен-
ное выполнение условий, определяемых для
каждого из предикторов. В качестве примера рас-
смотрим три булевых предиктора:

1. Присутствие двух алифатических аминокис-
лот на расстоянии от –6 до –2 от текущего поло-
жения.

2. Присутствие двух алифатических аминокис-
лот на расстоянии от +3 до +6 от текущего поло-
жения.

3. Присутствие как пролина, так и глицина на
расстоянии от –2 до +3.

Логическим произведением этих трех предик-
торов будет комбинированный предиктор, кото-
рый устойчив к единичным вставкам и делециям.
Комбинированные предикторы, составленные
подобным образом, мы использовали для описа-
ния и последующего поиска β-шпилек.

В других случаях можно задавать различные
логические условия, например результирующий
предиктор, составленный из двух предикторов,
который равен первому предиктору, если второй
лежит в заданных пределах, в противном случае
равен нулю.

Также возможно задание вложенных процедур
генерации предикторов, в которых используют
комбинированные предикторы, составленные на
предыдущих шагах.

Расчетные методы для построения предсказа-
тельной модели. Чтобы оценить качество сфор-
мированной системы предикторов и для ее усо-
вершенствования, предложено использование
оригинальных модификаций регрессионного и
дискриминантного анализов.

Пошаговый регрессионный анализ. Линейный
регрессионный анализ [19] для задач предсказа-
ния структуры и функций белка нуждается в моди-
фикации, которая позволяет добавлять (для улуч-
шения качества предсказания) или удалять (для
упрощения регрессионной функции) предикторы.
Пошаговая регрессия позволяет частично автома-
тизировать процедуру получения набора регресси-
онных функций без существенных дополнитель-
ных вычислительных затрат. Предикторы, вклю-
ченные в итоговую регрессионную функцию,
должны удовлетворять определенным критериям.
Мы использовали подход, основанный на стати-
стике Фишера (F-статистики) [20], для проверки
значимости регрессионного коэффициента пре-
диктора при принятии решения о включении или
исключении его из регрессионной модели. Состав
предикторов, включенных в итоговую регрессион-
ную модель, зависит от пороговых значений F-ста-
тистики исключения и F-статистики включения.
Следовательно, пороговые значения F-статисти-
ки влияют на состав и, таким образом, на каче-
ство предсказательной модели. Схема используе-
мого в нашей методике пошагового регрессион-
ного анализа изображена на рис. 1a.

Реализованный в алгоритме (и программном
пакете) пошаговый регрессионный анализ обла-
дает следующими возможностями:

1. Определение оптимального порогового значе-
ния F-статистики. Пороговые значения F-стати-
стики и оптимальный набор предикторов выби-
рают с помощью метода перекрестной проверки
(k-fold cross validation). Иначе говоря, для задачи,
содержащей N объектов, N раз создают регресси-
онную модель, на каждом шаге из нее исключают
один из объектов и предсказывают значение за-
висимой переменной для этого объекта. Итог
этой процедуры – массивы предсказанных и экс-
периментальных значений зависимых перемен-
ных. Коэффициент корреляции Пирсона между
этими массивами выбран мерой качества модели.
Повторяя эту процедуру с различными пороговы-
ми значениями F-статистики, мы выбирали ту
модель, для которой коэффициент корреляции
максимален. Анализ состава предикторов в окон-
чательной модели и сравнения их статистической
значимости дает ценную информацию о факто-
рах, определяющих локальную структуру.

2. Возможность одновременно рассчитывать
не одну зависимую переменную. В задаче предска-
зания локальной структуры начальный набор
предикторов (до отбора удовлетворяющих поро-
говым значениям F-статистики) одинаков для
каждой из зависимых переменных (например,
для шаблонов локальной структуры, таких как
α-спираль, β-слой и т.д.). Подобная ситуация
может встречаться во многих задачах. Самым за-
тратным в смысле числа вычислительных опера-
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ций (требующих на 2 порядка больше операций
в случае реальных задач, чем все остальные) явля-
ется этап вычисления матрицы перекрестных
произведений, пропорциональный M × (M + 6)N
[20], где M – число предикторов в начальном на-
боре, N – число объектов. Мы модифицировали
стандартный метод, вычисляя расширенную
матрицу перекрестных произведений размером
(M + P)(M + P) один раз. Впоследствии эту мат-
рицу используют для получения регрессионных
функций для всех P зависимых переменных. Эта
модификация обеспечивает радикальное повы-
шение производительности.

Пошаговый дискриминантный анализ. Приме-
нение пошагового дискриминантного анализа
[20] имеет много общего с применением пошаго-
вого регрессионного. В этом случае с помощью
F-статистики также определяют набор статисти-
чески значимых предикторов, но не для пред-
сказания зависимой переменной, а для класси-

фикации наблюдаемых объектов по группам.
Алгоритмы формирования значимых предикто-
ров в стандартном пошаговом методе дискрими-
нантного анализа и пошаговом регрессионном
анализе практически идентичны. Так же, как и в
регрессионном анализе, происходит определение
оптимального набора предикторов с помощью
метода перекрестной проверки (k-fold cross valida-
tion). В качестве меры качества предсказательной
модели выбрана доля правильно классифициро-
ванных (предсказанных) объектов. Схема исполь-
зуемого в нашей методике пошагового дискрими-
национного анализа изображена на рис. 1б.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Описанные в предыдущих разделах подходы
реализованы в виде пакета программ для генера-
ции и тестирования наборов предикторов опи-
санными выше статистическими методами.

Рис. 1. Схемы формирования статистической модели для предсказания: a ‒ локальной структуры (LS) по аминокис-
лотной последовательности белка; б ‒ вторичной структуры белка с использованием пошагового дискриминацион-
ного анализа.
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Иллюстрация применения нашего пакета про-
грамм к реальным задачам представляет обраще-
ние к классической задаче предсказания вторич-
ной структуры белка. При этом использовали все
указанные выше типы предикторов. В частности,
мы выполняли создание и отладку предсказатель-
ной модели c применением вычислительных про-
цедур, которые обеспечивают оценку вклада от-
дельных предикторов. Отладка модели ‒ итера-
тивная процедура: на каждой итерации строят
предсказательную модель, затем редактируют на-
бор предикторов, исходя из статистической зна-
чимости каждого предиктора и качества получен-
ной модели. При создании модели использовали
последовательно пошаговые регрессионный и
дискриминантный анализы. Технически совре-
менные компьютеры позволяют задавать боль-
шое число предикторов для обучения модели (до
10000 и более). Процедура выявления значимых
предикторов позволяет шаг за шагом выявлять
имеющиеся закономерности, модифицировать и
комбинировать предикторы, улучшая при этом
модель.

Создание модели предсказания состоит из
двух этапов. На первом этапе использована ре-
грессионная модель для предсказания классифи-
кации по обобщенным координатам для 16 базо-
вых структур (protein blocks) [14] (рис. 1a), затем
эти обобщенные координаты использовали как
предикторы (вместе с дополнительными предик-
торами) для построения модели с помощью по-
шагового дискриминантного анализа (рис. 1б).

Проиллюстрируем первый этап создания
предсказательной модели на примере двух наибо-
лее важных наборов предикторов. Первый из них
основан исключительно на физико-химических
свойствах аминокислот из базы данных AAindex,
использующихся для функционального преобра-
зования по формуле (1). В процессе отладки таких
предикторов опробованы не только все 30 шкал
гидрофобности из этой базы, но и все остальные
свойства из этой базы. Оказалось, что наиболее
значимы предикторы, составленные по шкале
WERD780101, которая формально не относится к
гидрофобности, а характеризует склонность ами-
нокислот быть внутри глобулы белка [21]. При
этом среди всех опробованных значений периода
выявлен период, равный 3.6 остаткам, что соот-
ветствует α-спиральной конформации. Опти-
мальная длина фрагмента, на которой этот пре-
диктор наиболее статистически весóм, составляет
8 остатков. На рис. 2 видно, что гидрофильные
аминокислоты ориентированы к водной поверх-
ности белка через 3–4 остатка.

Второй тип предикторов менее очевиден, од-
нако для предсказания многих из 16 структурных
классов де Бреверна (de Brevern) [17] предикторы
этого типа обладают наибольшей статистической

значимостью. На примере этого типа предикто-
ров мы иллюстрируем поиск адекватного функ-
ционального преобразования, отражающего
скрытые закономерности. При этом мы исходили
из предположения, что если для всех фрагментов
(в данном случае пентапептидов), имеющих по-
следовательность seq, характерна конформация,
близкая к одной из 16 шаблонных структур де
Бреверна, то среднее расстояние (RMSD) между
этими фрагментами и этой шаблонной структу-
рой будет меньше, чем среднее расстояние между
этой же шаблонной структурой и фрагментами
всей выборки. Это расстояние может быть запи-
сано так:

(4)

где k ‒ номер шаблонной структуры (protein
block), N ‒ общее число фрагментов обучающей
выборки,  ‒ число фрагментов с после-
довательностью seq,  ‒ расстояние от i-го
фрагмента до k-го protein block,  – рас-
стояние от i-го фрагмента c последовательностью
seq до k-го protein block. Максимум выражения (4)
соответствует максимальной близости фрагмен-
тов с последовательностью seq к k-й шаблонной
структуре (protein block) де Бреверна.

Но как можно сравнивать случаи, когда
 и когда ? Как добить-

ся того, чтобы вклад этого предиктора в регрес-
сионную функцию был линейным? Выполнили
тестирование различных функциональных пре-
образований и в итоге предикторы, задаваемые
формулой (5), стали наиболее статистически
значимыми:

(5)

Алфавит не обязательно имеет длину 5 остат-
ков, совпадающую с длиной шаблонных структур
де Бреверна. В данной задаче в процессе отладки
модели мы подбирали редуцированные алфавиты
длиной до 15 остатков, используя различные спо-
собы распределения аминокислот по эквивалент-
ным группам. В частности, самый значимый пре-
диктор для предсказания конформации β-слоя
(protein block “D” де Бреверна) получен по фор-
муле (5) для случая редуцированного алфавита
для фрагмента длиной 7 остатков (табл. 2).
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Обучающая выборка
Мы использовали стандартный метод созда-

ния обучающих выборок PISCES30 [22]. Отбор
белковых цепей из PDB выполнен по следующим
параметрам: разрешение не хуже 2.5 Å, R-фактор
не менее 1.0 и гомология последовательностей не
более 30%. В итоге получена обучающая выборка,
состоящая из 17148 негомологичных белковых це-
пей, структуры которых определены с помощью
рентгеноструктурного анализа.

Предсказание вторичной структуры
Обучающая выборка для оценки эффективно-

сти модели предсказания разделена на две части в
соотношении 4 : 1. Бóльшую часть использовали

для обучения, меньшую – для оценки качества
предсказания.

Предсказание выполняли для трех DSSP клас-
сов (α-спираль “H”, β-слой “E”, неупорядочен-
ная структура “–”). Качество предсказательной
модели можно оценить при помощи матрицы
ошибок (confusion matrix), диагональные элемен-
ты которой содержат число правильно предска-
занных конформаций соответствующего класса,
а элементы каждой строки характеризуют распре-
деление предсказаний по классам. В табл. 3 при-
ведены результаты, полученные для контрольной
выборки. В частности, класс H (α-спираль)
встретился 307026 раз (281863 + 5 + 25158). Из
них этот класс верно предсказали 281863 раз, 5 раз

Рис. 2. Формирование предиктора, связанного с периодическими вариациями гидрофобности, вдоль цепи в белке 1P1M.
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ошибочно как β-слой и 25158 раз неверно как не-
упорядоченную структуру.

Чтобы дополнительно проконтролировать ка-
чество предсказательной модели, использовали
классическую выборку пептидов СВ513 [23], ко-
торую широко применяли другие авторы для ана-
лиза эффективности методов предсказания и
сравнения этих методов между собой. Выборка
представляет собой набор 513 белковых цепей (и
частей белковый цепей), подобранных специаль-
но для перекрестной проверки методов предска-
зания вторичной структуры так, чтобы миними-
зировать влияние внутренней гомологии. Также
мы выполнили сравнение точности предсказаний
нашего метода с другими современными методами
предсказания структур, такими как GApred [24],
SPIDER2 [25], Jpred4 [26], FSVM [27], SSpro5 [28].
Результаты предсказания, выполненные предла-
гаемым нами подходом, и их сравнение с другими
методами (данные других программ получены из
работы [24]) приведены в табл. 4.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученное качество предсказания для трех
DSSP-классов составляет Q3 = 82.62% для кон-
трольной подвыборки из нашей обучающей вы-
борки и 81.44% для выборки СВ513 [23]. Этот ре-
зультат говорит о высоком качестве предсказания.
Лучшие, так называемые state-of-the-art, методы
предсказания обеспечивают качество Q3 в диапа-
зоне 80‒85% [29‒32], хотя в этой работе предска-
зание выполняли без использования методов
машинного обучения и данных о гомологичных
белках (фактически, результат можно назвать

предварительным для последующего примене-
ния методов машинного обучения).

Очевидно (табл. 3 и 4), что наилучшая точность
предсказаний (91%) получена для DSSP-класса H
(α-спираль). Это связано с тем, что класс Н наи-
более структурно однороден и почти полностью
совпадает с предсказанием класса M из струк-
турной классификации де Бреверна [17]. При
этом ошибочные ложноотрицательные предска-
зания (8%) относятся к классу неупорядоченных
структур (обозначаемых “–“ в разметке 3 классов
DSSP). Внутри этого класса, согласно структур-
ной классификации DSSP, имеется класс T (turn),
который структурно близок α-спирали. Этим фак-
тором объясняют ложноположительные предска-
зания (8%) для класса H со стороны класса “–”.
В нашей модели предсказания α-спирального
класса и класса E (β-слой) практически не пере-
секаются. Это вполне ожидаемо, поскольку эти
классы максимально структурно различаются (в
смысле RMSD между пентапептидами), а пред-

Таблица 2. Распределения аминокислот по группам для фрагмента длиной 7 остатков

Сдвиг Распределение аминокислот по группам эквивалентности

–3 [A] [R] [N] [D] [C] [Q] [E] [H] [I] [L] [K] [M] [F] [P] [S] [T] [W] [Y] [V] [G] [P]
–2 [A] [R] [N] [D] [C] [Q] [E] [H] [I] [L] [K] [M] [F] [P] [S] [T] [W] [Y] [V] [G] [P]
–1 [ALMC] [VIFYWKRHDENQST] [GP] [O] [X]

0 [ALMC] [VIFYWKRHDENQST] [GP] [X]
1 [ALMC] [VIFYWKRHDENQST] [GP] [O] [X]
2 [A] [R] [N] [D] [C] [Q] [E] [H] [I] [L] [K] [M] [F] [P] [S] [T] [W] [Y] [V] [G] [P]
3 [A] [R] [N] [D] [C] [Q] [E] [H] [I] [L] [K] [M] [F] [P] [S] [T] [W] [Y] [V] [G] [P]

Таблица 3. Матрица ошибок для трех классов DSSP

DSSP-класс
Содержание ошибок

число %
Н E – Н E –

Н 281863 5 25158 91.80 0.001 8.19
E 212 139392 42698 0.12 76.46 23.42
– 26264 44671 239587 8.46 14.39 77.16

Таблица 4. Сравнение точности предсказаний трех
DSSP-классов, выполненное для выборки CB513 раз-
личными методами предсказания

Метод
DSSP-класс

Q3 Н E –

GApred 85.3 83.3 85.5 84.8
SPIDER2 73.5 72.4 79.3 78.7
Jpred4 65.6 60.2 63.4 67.1
FSVM 83.0 82.0 80.0 79.0
SSpro5 82.0 78.3 83.0 80.5
Наш метод 81.4 91.2 76.3 76.2
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сказания DSSP-классов основаны на предсказа-
нии распределения по 16 структурным блокам
де Бреверна. Отметим, что расстояние между
структурными блоками M, соответствующими
идеальной α-спирали, и D, близкими к антипа-
раллельному β-слою, составляет 3.12 Å и близко
к максимальному среди попарных расстояний
для 16 структурных классов [14].

Точность предсказания DSSP класса E (β-слой)
(76%) заметно ниже класса H (α-спираль) ввиду
того, что среди класса неупорядоченных структур
присутствуют конформации, близкие (в смысле
RMSD) к предсказываемому классу E. Это приво-
дит к значительным ложноположительным (23%)
и ложноотрицательным (14%) ошибкам.

Структурную классификацию DSSP определя-
ют преимущественно по водородным связям
белковых цепей, поэтому такие DSSP-классы,
как β-слои, имеют размытую структуру. Даже для
случая 8 DSSP-классов эта проблема остается ак-
туальной. Чтобы описать более детально локаль-
ную структуру, создали структурные классифика-
ции, основанные на других принципах. В частно-
сти, структурная классификация де Бреверна
основана на фиксированных углах Phi и Psi для
каждого из 16 структурных блоков. Точность
предсказания, основанного на физико-химиче-
ских свойствах аминокислот, в этом случае соста-
вила Q16 = 67.9% [14], при этом для α-спирально-
го структурного блока “М” точность предсказа-
ния превысила 97%. Поскольку для предсказания
мы не использовали множественные выравнива-
ния последовательностей, эта точность, по-види-
мому, определена тем, что удалось найти суще-
ственные физико-химические параметры, опре-
деляющие структуру этого структурного блока.
Эти параметры заданы в виде предикторов, со-
зданных и отобранных с помощью предлагаемых
нами алгоритмов создания предикторов и отлад-
ки предсказывающей модели. Многие предикто-
ры удалось интерпретировать (например, пре-
дикторы, образованные по формуле (1)).

Как видно из табл. 4, на выборке CB513 [23]
наш метод в его текущей реализации существен-
но лучше предсказывает α-спирали (превосходя
на 8% даже “генетические” алгоритмы и на 9% и
более другие state-of-the-art методы) и проявил
себя несколько хуже в предсказании β-слоев
(уступая 9% “генетическому” алгоритму и отста-
вая от наиболее передовых state-of-the-art мето-
дов до 7%) и неупорядоченных структур (отстава-
ние от “генетического” алгоритма – 9%, от наибо-
лее передовых state-of-the-art методов – 4%). Это
может быть связано с тем, что наше предсказание
α-спирали проще связать именно со структурны-
ми параметрами, поскольку структура α-спирали
задана более формализовано, чем структура
β-слоев и тем более неупорядоченных структур.

Кроме того, β-слои структурно близки к некото-
рым участкам, относимым к неупорядоченным
(например, левая спираль типа полипролин II).
Практически одинаковые пространственные
структуры, близкие к конформации β-слоя, могут
быть отнесены к разным DSSP-классам только по
наличию/отсутствию характерных водородных
связей, некоторые из которых вообще могут быть
сформированы разными белковыми цепями. Ин-
формацию для отнесения таких спорных участ-
ков к одному из классов, по-видимому, можно
получить исключительно из известной структуры
гомологичных белков после их выравнивания по
последовательности. В предлагаемом методе мы
не использовали выравнивание последователь-
ностей, поскольку занимались иллюстрацией
возможностей метода генерации и отладка набо-
ра предикторов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предложена методика формирования и усо-

вершенствования наборов предикторов для по-
следующего использования в задачах предсказа-
ния структуры и функций белка методами ма-
шинного обучения. Представлены примеры
формирования наборов предикторов разных ти-
пов. Приведены примеры, иллюстрирующие ра-
боту пакета программ. Описана процедура зада-
ния пользователем собственных предикторов по
аналогии с уже присутствующими в библиотеке.
Представленная процедура усовершенствования
предсказательной модели с помощью регрессион-
ного и дискриминантного анализов – мощный
инструмент поиска и тестирования наличия скры-
тых закономерностей, заложенных в исходных
данных. Полученные с помощью машинного обу-
чения результаты зачастую весьма сложно интер-
претировать, в то время как предложенный метод
позволяет выявить физико-химические факторы,
определяющие структуру белка.

Генерацию предикторов и улучшение модели с
применением классических статистических ме-
тодов мы рассматриваем как подготовительную
процедуру для современных методов машинного
обучения, хотя при удачном выборе и последую-
щей оптимизации набора входных предикторов
использование классических методов построения
предсказательных моделей обеспечивает вполне
конкурентоспособные результаты.

Применение предложенной методики созда-
ния предикторов для предсказания структуры и
функций белка методами машинного обучения
будет продолжено нами в последующих работах.
Кроме применения методов машинного обуче-
ния мы планируем подключить информацию о
структуре гомологичных белков (template-based
method) и создать алгоритм переключения между
template-based method и non-template-based method
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в зависимости от предсказываемого белка. Пока-
зано, что подобный подход приводит к повыше-
нию точности на 3‒6% [33]. Весьма перспектив-
ным представляется применение изложенных в
работе методов для предсказания более деталь-
ных, чем вторичная структура, структурных клас-
сификаций, например по структурным блокам
де Бреверна [17] или еще более детальных класси-
фикаций с различным числом элементов и раз-
личной длиной фрагментов, которые мы специ-
ально разрабатываем [14].

В текущем виде предложенный метод и про-
граммное обеспечение могут быть использованы
в составе комбинированного подхода, сочетаю-
щего использование различных методов/про-
грамм предсказания для первичного предсказа-
ния координат α-спиральных участков в предска-
зываемых пептидах, поскольку по точности
предсказания таких участков предложенный на-
ми метод и его программная реализация суще-
ственно превосходят все существующие аналоги.

Авторы благодарны Центру высокоточного ре-
дактирования и генетических технологий для био-
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A Method to Generate Complex Predictive Features
for ML-Based Prediction of the Local Protein Structure
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Recently, the prediction of protein structure and function from its sequence underwent a rapid increase in
performance. It is primarily due to the application of machine learning methods, many of which rely on the
predictive features supplied to them. It is thus crucial to retrieve the information encoded in the amino acid
sequence of a protein. Here, we propose a method to generate a set of complex yet interpretable predictors,
which aids in revealing factors that influence protein conformation. The proposed method allows us to gene-
rate predictive features and test them for significance in two scenarios: for a general description of the protein
structures and functions, as well as for highly specific predictive tasks. Having generated an exhaustive set of
predictors, we narrow it down to a smaller curated set of informative features using feature selection methods,
which increases the performance of subsequent predictive modelling. We illustrate the effectiveness of the
proposed methodology by applying it in the context of local protein structure prediction, where the rate of
correct prediction for DSSP Q3 (three-class classification) is 81.3%. The method is implemented in C++
for command line use and can be run on any operating system. The source code is released on GitHub:
https://github.com/Milchevskiy/protein-encoding-projects.

Keywords: local structure prediction, protein secondary structure prediction, protein function, protein se-
quence encoding, protein conformation, stepwise regression, stepwise discriminant analysis
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Ферменты пути транссульфурации и продукции сероводорода – цистатионин-β-синтаза (CBS), ци-
статионин-γ-лиаза (CSE) и 3-меркаптопируват-сульфотрансфераза (3-МST) – играют важную ци-
топротекторную роль в организме. Ранее с помощью технологии CRISPR/Cas9 мы получили линии
Drosophila melanogaster с делециями генов cbs, cse, mst, а также с двойной делецией генов cbs и cse. На-
ми проанализировано влияние этих делеций на паттерн белкового синтеза в слюнных железах ли-
чинок третьего возраста и в яичниках половозрелых мух. В слюнных железах линий с делециями cbs
и cse обнаружено снижение накопления белка FBP2, содержащего 20% остатков метионина. В яич-
никах выявлены изменения в уровне экспрессии и в точках изофокусирования белков, участвую-
щих в защите клеток от окислительного стресса, гипоксии и в деградации белков. Показано, что
степень окисленности белков в линиях мух с делециями ферментов транссульфурации сходна со
степенью окисленности в контрольной линии. Обнаружено снижение общего количества протеа-
сом и их каталитических субъединиц в линиях с делециями генов cbs и cse.

Ключевые слова: гены пути транссульфурации, CRISPR/Cas9-технология, протеасомы, дрозофила
DOI: 10.31857/S0026898423010160, EDN: AWNKFK

ВВЕДЕНИЕ
Сероводород (H2S), считавшийся ранее отно-

сительно токсичным газом, исследуется в настоя-
щее время в качестве биологического медиатора,
участвующего во многих физиологических про-
цессах у всех высших организмов.

Сероводород имеет важное значение для
устойчивости клеток к окислительному стрессу и
влияет на продолжительность жизни [1–5]. H2S
является эндогенным модулятором окислитель-
ного стресса, удаляющим активные радикалы
кислорода (ROS) и азота [6], увеличивающим уро-
вень внутриклеточного глутатиона (GSH) [7], по-
вышающим уровень антиоксидантной защиты [6].
Ферменты цистатионин-β-синтаза (CBS), циста-
тионин-γ-лиаза (CSE) и 3-меркаптопируват-
сульфотрансфераза (3-МST) играют центральную
роль в синтезе H2S, превращая гомоцистеин в ци-
стеин после распада метионина [8, 9] в результате
реакции транссульфурации (TSP). Показано, что
подавление экспрессии гена cbs приводит к на-

коплению гомоцистеина и развитию гомоцисти-
нурии – мультисистемного расстройства, затра-
гивающего соединительную и мышечную ткань,
центральную нервную систему и сердечно-сосу-
дистую систему [10]. CBS также необходима для
женской репродуктивной функции [11]. Проти-
воречивые результаты получены при исследова-
нии мышей со сниженной экспрессией гена cse.
Одни авторы показали, что делеция гена cse или
подавление его экспрессии улучшают выживае-
мость мышей при эндотоксическом шоке, сни-
жая уровень воспалительной реакции [12–14].
Согласно другим данным, экспрессия cse играeт
важную роль в функционировании эндотелия и
состоянии сосудов, способствуя ангиогенезу в
ишемизированных участках и увеличивая прони-
цаемость эндотелия [15, 16], а также может инги-
бировать прогрессию нейродегенеративных забо-
леваний [17].

Нами получены линии Drosophila melanogaster с
делецией основных генов серного метаболизма [18].
Анализ транскриптома целых мух с делецией ге-
нов cbs и cse, а также двойных трансформантов
выявил изменения в уровне экспрессии множе-
ства генов, вовлеченных в различные биологиче-
ские процессы. Наиболее существенными были

Сокращения: CBS – цистатионин-β-синтаза, CSE – ци-
статионин-γ-лиаза, 3-МST – меркаптопируват-сульфо-
трансфераза, FBP2 – белок жирового тела 2, TSP – транс-
сульфурация.

УДК 575.1/2:577.1
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изменения уровня экспрессии генов, участвую-
щих в процессах окислительного восстановления
и репродукции [18].

Модельная система дрозофилы делает воз-
можным изучение влияния делеций генов серно-
го метаболизма на уровне целого организма. Ин-
тересно было понять, какие физиологические па-
раметры подвергаются наибольшим изменениям
при делеции этих генов. Выявлены значимые на-
рушения в функционировании репродуктивной
системы самок. Отмечена задержка в развитии
яичников и в откладке яиц у линий мух с делеци-
ей гена cbs, задержка в развитии на стадиях от от-
кладки яиц до окукливания и сокращение дли-
тельности репродуктивного возраста у линий с
двойной делецией генов cbs и cse [19].

В представленной работе методом двумерного
электрофореза изучены паттерны белков из
слюнных желез личинок третьего возраста, а так-
же из яичников 5-дневных мух D. melanogaster с
делецией генов cbs, cse и mst. В линиях с делецией
генов серного метаболизма выявлены изменения
в уровне экспрессии ряда белков. Исследована
активность и общее количество протеасом в изу-
чаемых линиях мух.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Содержание дрозофил. В работе использовали
лабораторные линии D. melanogaster, полученные
из стокового центра Bloomington Drosophila Stock
Center (линия 58492), а также линии с делецией
генов серного метаболизма, полученные в нашей
лаборатории – линия с делецией гена cbs (CBS–/–),
линия с делецией гена cse (CSE–/–), линии с де-
лециями обоих генов (CBS–/–;CSE–/– (1) и
CBS–/–;CSE–/– (2)), линия с делецией гена mst
(MST–/–). В эксперименте использовали дев-
ственных самок, которых содержали в течение
5 дней в пробирках со стандартным кормом при
температуре +24°C, не более 20 самок в пробирке.

Двумерный электрофорез белков (2D). Для по-
лучения белковых проб для 2D-электрофореза из
личинок третьего возраста извлекали слюнные
железы (или яичники из 5-дневных самок) в фос-
фатно-солевом буфере (PBS). Слюнные железы
метили в течение 1 ч в 200 мкл PBS, добавляя
1 мкл (1.85 MBq) L-35S-метионина (“Amersham
Biosciences Corp.”, США). Одновременно готови-
ли немеченые пробы. Далее железы лизировали в
75 мкл буфера О′Фаррелла с 1% PMSF и 1% кок-
тейля ингибиторов протеаз (“Amresco”, США),
растирали и центрифугировали (10 мин, 10000 g).
Супернатант замораживали в жидком азоте и хра-
нили при –70°С. 2D-электрофорез проводили со-
гласно классическому методу О’Фаррелла [20] с
некоторыми вариациями. На первое направление
c изофокусом 3.5–9 pH наносили лизат из 10 пар

слюнных желез. После изофокусирования стол-
бики геля извлекали из трубок, промывали в тече-
ние 40 мин в буфере Лэммли для подготовки к
электрофорезу во втором направлении и замора-
живали при –80°С. Во втором направлении бел-
ки разделяли методом диск-электрофореза в
11%-ном полиакриламидном геле (ПААГ). После
окрашивания гели высушивали для последующей
радиоавтографии. Радиоавтографию проводили
на Typhoon FLA 9500 (“GE Healthcare Life Sciences”,
США). Гели окрашивали в 0.2%-ном растворе
Coomassie Brilliant Blue G-250, вырезали белко-
вые пятна, которые использовали для проведения
масс-спектрометрического анализа.

Измерение активности протеасом. Активность
протеасом измеряли в соответствии с [21] с неко-
торыми изменениями. Пятидневных самок дро-
зофилы замораживали в жидком азоте, далее го-
могенизировали в лизирующем буфере NP40
(50 мM Tрис-HCl pH 7.4, 150 мM NaCl, 1% NP40).
Концентрацию белка определяли по методу
Бредфорда. В полученные 25 мкг лизата с кон-
центрацией белка 1 мкг/мкл добавляли 50 мкМ
Me4 BodipyFL-Ahx 3 Leu 3 VS (флуоресцентно
меченный аналог субстрата, реагирующий с N-кон-
цевым треонином всех активных субъединиц
протеасом).

Образцы инкубировали в течение 1 ч при
+37°C. Белки разделяли с помощью гель-электро-
фореза в денатурирующих условиях (SDS-PAGE) в
12.5%-ном ПААГ. Сканирование геля проводили
на системе ChemiDoc MP (возбуждение при
480 нм и эмиссия при 530 нм).

Измерение общего количества протеасом. Для
определения количества протеасом мух замора-
живали в жидком азоте и лизировали в буфере
Лэммли. Белки разделяли в 12.5%-ном ПААГ.
После электрофореза белки переносили на нит-
роцеллюлозную мембрану (“Amersham Protran
0.45 μm”, Великобритания) методом полусухого
блотинга. Протеасомы выявляли с помощью пер-
вичных антител к субъединицам α1, 2, 3, 5, 6 & 7
20S протеасомы (MCP231, “Enzo Life Sciences”,
Швейцария, разведение 1 : 1000) и вторичных ан-
тител козы к IgG мыши, конъюгированных с пе-
роксидазой хрена (HRP) (разведение 1 : 5000).
Иммунные комплексы выявляли с помощью хе-
милюминесцентного набора Thermo Scientific Su-
perSignal West Pico Plus (США) с последующей
визуализацией на системе ChemiDoc MP.

MALDI-TOF-масс-спектрометрия. Масс-спек-
трометрию пептидов после трипсинолиза белков
проводили, как описано ранее [22]. Белки иден-
тифицировали, используя программное обеспече-
ние Mascot (www.matrixscience.com) в базе NCBI.

Обсчет данных и статистический анализ. В каж-
дом эксперименте анализировали по три биоло-
гических повтора. При измерении активности
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протеасом интенсивность свечения обсчитыва-
ли по общему количеству белка, окрашенного
Coomassie Brilliant Blue G-250. При измерении
общего количества протеасом в качестве внутрен-
него контроля использовали актин. Результаты
обрабатывали с помощью программы Fiji. В каж-
дом эксперименте рассчитывали стандартные от-
клонения и значение t-коэффициента Стьюдента.

Детекция окисленных белков. Пятидневных
мух замораживали в жидком азоте. Гомогенизи-
ровали в буфере RIPA, содержащем 2% β-меркап-
тоэтанола. Окисление белков оценивали с помо-
щью набора OxyBlot Protein Oxidation Detection
Kit (“Millipore”, США) в соответствии с инструк-
циями производителя. В этом методе карбониль-
ные группы белков дериватизируют до 2,4-динит-
рофенилгидразона (ДНФ-гидразон) путем реакции
с 2,4-динитрофенилгидразином (ДНФГ). Далее
ДНФ-дериватизированные белки выявляют мето-
дом Вестерн-блотинга с помощью антител, специ-
фичных к ДНФ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Изменения в уровне накопления белка 
жирового тела у линий мух с делецией гена cbs

Ранее мы показали, что у линий D. melanogaster
с делецией гена cbs, особенно у линий с двойной
делецией генов cbs и cse, наблюдается задержка
развития на стадиях от откладки яиц до окуклива-
ния [19]. С целью выявления возможных причин
удлинения времени развития мы провели про-

теомный анализ белков, выделенных из слюнных
желез личинок третьей стадии развития.

Анализ меченных метионином белков из
слюнных желез изучаемых линий мух выявил
множественные незначительные различия в
уровне синтеза белков с низким уровнем экс-
прессии, детектируемые при включении метио-
нина, но не видимые при окрашивании гелей
Coomassie. Нами обнаружено значимое различие в
уровне экспрессии белка жирового тела 2 (FBP2)
(рис. 1). Ген fbp2 кодирует белок из 256 аминокис-
лотных остатков, который накапливается в жиро-
вом теле личинок третьей стадии и в куколках.
Этот белок гомологичен алкогольдегидрогеназе,
кодируемой геном Adh, но не обладает фермента-
тивной активностью. Кодируемый fbp2 полипеп-
тид содержит 20% остатков метионина, тогда как
в зрелом полипептиде, кодируемом Adh, имеется
лишь один остаток метионина [23]. Предполага-
ется, что FBP2 является белком, служащим ис-
точником метионина и серы, необходимых на
стадии метаморфоза дрозофилы.

На рис. 1 видно мощное включение метионина
в белок FBP2 (отмечен стрелкой) в контрольной
линии и снижение уровня включения метионина
в этот белок в линии с делецией гена cse. В линиях
с делецией гена cbs и с двойной делецией генов cbs
и cse наблюдали наиболее значительное сниже-
ние синтеза этого белка.

Анализ гелей, окрашенных в растворе Coomassie,
подтвердил различия в уровне накопления белка
FBP2 в анализируемых линиях (рис. 2). Мы также
проанализировали линию с делецией гена mst.

Рис. 1. Включение S35-метионина в белки слюнных желез Drosophila melanogaster. Белки разделяли методом двумерно-
го электрофореза. Слюнные железы выделяли из линий: 58492 – контроль, линии с делециями CSE–/– и CBS–/–, и
с двойной делецией CBS–/–;CSE–/–. Стрелка указывает положение белка FBP2.

58492 CSE–/–

CBS–/– CBS–/–;CSE–/–
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Делеция этого гена не влияет на путь транссуль-
фурации и, соответственно, на синтез аминокис-
лот. Уровень синтеза белка FBP2 в этой линии
остается таким же, как в контрольной линии (не
показано).

Проведенный нами ранее анализ уровня ами-
нокислот [24] выявил двух–трехкратное увеличе-
ние количества свободного метионина в линиях
мух с делецией гена cbs и с двойной делецией ге-
нов cbs и cse. Таким образом, наши результаты по-
казывают существование обратной корреляции
между уровнем свободного метионина и уровнем
экспрессии белка FBP2 и предполагают, что на-
копление этого белка зависит от уровня накопле-
ния метионина. Можно предположить, что на-
рушение пути транссульфурации (рис. 3), при-
водящее к накоплению метионина и снижению
уровня цистеина, может влиять на уровень син-
теза запасающих белков, используемых в про-
цессе метаморфоза.

Анализ протеома яичников

Ранее мы выявили изменения в развитии яични-
ков и плодовитости у самок дрозофилы с делецией
гена cbs и с двойной делецией генов cbs и cse [19].
В данной работе методом 2D-электрофореза изу-
чали синтез белков в яичниках девственных пяти-
дневных самок этих линий. Наиболее значимые
различия наблюдали при сравнении линий с
двойной делецией CBS–/–;CSE–/– с контроль-
ной линией (рис. 4).

Интересно, что среди белков с измененным
уровнем экспрессии или с измененной точкой
изофокусирования идентифицированы два бел-
ка, относящихся к семейству тиоредоксинов
(рис. 4, белки #1 (Jafrac1) и #7 (Thioredoxin- like);
табл. 1). Тиоредоксины – высококонсервативные
белки, содержащие в активном центре каталити-
чески активный цистеиновый S–S-мостик. Тио-
редоксины обладают свойствами редокс-актив-
ного дисульфида белковой природы и служат пе-
реносчиками электронов, а также играют важную
роль в защите клеток от окислительного стресса
путем детоксикации пероксидов. Экспрессия ге-
на jafrac1 в нейронах снижает уровень ROS, вос-
станавливает функцию митохондрий, ослабляет
активацию JNK, вызванную паракватом [25]. Из
рис. 4 видно, что в линии CBS–/–;CSE–/– повы-
шен уровень экспрессии белков #1 и #7, а белок
Jafrac1 сдвинут в кислую сторону, что свидетель-
ствует о модификации этого важного белка.
Транскриптомный анализ, проведенный нами ра-
нее, выявил увеличение уровня экспрессии jafrac1
у самцов с делетированными генами cbs и cse [18].
Также мы наблюдали повышение уровня экс-
прессии мРНК [18] и белка Lethal(2)-37Cc. Уро-
вень экспрессии белка Lethal(2)-37Cc увеличива-
ется при хронической гипоксии и имеет адапто-
генный эффект [26]. Наш транскриптомный
анализ выявил увеличение экспрессии всех ге-
нов, кодирующих белки хориона. Мы также об-
наружили увеличение уровня экспрессии белка
хориона Cp7Fc (Chorion protein c at 7F). Двумер-
ный электрофорез (рис. 4) выявил смещение в

Рис. 2. Двумерный электрофорез белков слюнных желез. Гели окрашивали в 0.2%-ном растворе Coomassie Brilliant
Blue G-250. Стрелкой отмечен белок FBP2.

58492 CSE–/–

CBS–/– CBS–/–;CSE–/–
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кислую область точки изофокусирования одной
из основных субъединиц протеасомы (Proteasome
beta 4 subunit) и изменение уровня экспрессии ме-
таллопротеазного компонента 26S протеасомы
CSN5. Эти изменения могут влиять на актив-
ность протеасом.

Активность протеасом и уровень их экспрессии 
в изучаемых линиях дрозофилы

На основании результатов 2D-анализа пред-
ставлялось интересным проанализировать коли-
чество и активность протеасом в изучаемых ли-
ниях дрозофилы. Известно, что основной функ-
цией протеасом является деградация различных
белков, в том числе окисленных и поврежденных,
до коротких пептидов [27, 28]. Ранее была выяв-
лена активация протеасом в условиях окисли-
тельного стресса и в ходе восстановления после
теплового шока [29, 30].

Мы предположили возможность изменения
активности протеасом в линиях мух с делетиро-
ванными генами серного метаболизма. Для про-
верки этой гипотезы измерили общую активность
протеасом в белковом лизате, полученном из пя-
тидневных самок (рис. 5). Видно, что во всех ли-
ниях с делетированными генами cbs и cse, а также
у двойных трансформантов наблюдается умень-
шение количества каталитически-активных субъ-
единиц протеасом. В линии с делецией гена mst это
снижение минимально.

Для того, чтобы выяснить, не связано ли сни-
жение активности протеасом с уменьшением их
общего количества, был проведен Вестерн-блот-
анализ содержания структурных субъединиц про-
теасом в лизатах тканей (рис. 6).

Видно, что в линиях с делецией генов серного
метаболизма наблюдается снижение содержания
субъединиц α1, 2, 3, 5, 6, 7 протеасом. Таким об-
разом наблюдается корреляция между снижени-

Рис. 3. Путь транссульфурации и трансметилирования. Гомоцистеин синтезируется из метионина, получаемого с
пищей. Гомоцистеин может быть реметилирован в метионин под действием 5,10–метилентетрагидрофолатредукта-
зы (MTHFR). CBS конденсирует гомоцистеин с серином с образованием цистатионина, который служит субстра-
том для CSE при синтезе цистеина. CSE может генерировать H2S либо из цистеина, либо из гомоцистеина. CBS при
генерировании H2S использует комбинацию цистеина и гомоцистеина. Третий фермент, генерирующий H2S, 3-MST,
в сочетании с цистеинамино-трансферазой (CAT) использует цистеин для образования H2S.
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ем количества каталитически-активных и струк-
турных субъединиц протеасом. Полученные дан-
ные оказались довольно неожиданными для нас.
Ранее транскриптомный анализ библиотек РНК,
полученных из самок исследуемых нами линий,
не выявил значимых различий в уровне экспрес-
сии генов, кодирующих структурные белки про-
теасом и убиквитинлигаз [18]. При этом мы вы-
явили активацию генов, участвующих в окисли-

тельно-восстановительных процессах в линиях с
делециями генов cbs, cse, что свидетельствует об
окислительном стрессе. Известно, что накопление
окисленных белков приводит к активации протеа-
сом и деградации окисленных белков [29–31]. Ис-
ходя из этих соображений, мы проверили, имеют-
ся ли различия в количестве окисленных белков в
линиях с делециями генов серного метаболизма.
ОксиБлот-анализ экстрактов, полученных из пя-

Рис. 4. Двумерный электрофорез белков, выделенных из яичников 5-дневных девственных самок контрольной ли-
нии 58492 и линии с двойной делецией CBS–/–;CSE–/–. Окрашивание Coomassie Brilliant Blue G-250. Цифрами
отмечены белки, идентифицированные методом пептидного фингерпринтинга (табл. 1).

58492 CBS–/–;CSE–/–

1

2
3

4 5

6

7
8

1
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Рис. 5. а – Выявление каталитически активных субъединиц протеасом, специфически связывающихся с флуоресцент-
ным зондом Me4BodipyFL–Ahx3Leu3VS. 1, 2 – Контрольная линия 58492; 3, 4 – CSE–/–; 5, 6 – CBS–/–; 7, 8 – CBS–/–,
CSE–/–(1); 9, 10 – CBS–/–, CSE–/–(2); 11 – MST–/–; K(–) – отрицательный контроль. б – Изменение количества ка-
талитически–активных субъединиц, нормализация по актину, окрашенному Coomassie G-250. 1 – 58492; 2 – CSE–/–;
3, 4 – CBS–/–; 5 – CBS–/–, CSE–/–(1); 6 – CBS–/–; CSE–/–(2); 7 – MST–/–. Объединены данные трех независимых
экспериментов. Статистическая значимость изменения по сравнению с контрольной линией. *p < 0.05, **p < 0.01.
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Таблица 1. Основные белки, характер экспрессии которых изменился

Белок Краткая характеристика 2D-анализ: сравнение белков линии 
CBS–/–;CSE–/– и 58492

#1. Jafrac1
(Thioredoxin peroxidase 1, 
CG1633)

Тиолспецифическая пероксидаза, катализи-
рует восстановление пероксида водорода и 
органических гидропероксидов до воды и 
спиртов соответственно

Уровень экспрессии увеличивается 
в 1.2 раза, сдвигается точка изофо-
кусирования сдвигается в кислую 
сторону

#2. Fer1HCH
(Ferritin 1 heavy chain 
homologue, CG2216)

Одна из двух субъединиц основного ком-
плекса хранения железа – молекулы ферри-
тина 1

#3. Prosβ4
(Proteasome beta4 subunit, 
GC17331)

Субъединица протеасомы-β4 Изменяется точка изофокусирова-
ния (сдвигается в кислую сторону)

#4. MFS14
(Lethal(2)-37Cc, CG15095)

Транспортер 14 надсемейства основных 
посредников (MFS14) участвует в реакции на 
гипоксию.

Уровень экспрессии увеличивается
в 1.2 раза

#5. Hsp26
(Heat shock protein 26, 
CG4183)

Белок теплового шока 26 (Hsp26), участвует в 
белковом фолдинге

Уровень экспрессии снижается 
0.74 раза

#6. Cp7Fc
(Chorion protein c at 7F 
(Cp7Fc), isoform A)

Белок хориона С в 7F (Cp7Fc), принадлежит к 
семейству из девяти белков хориона. Экспрес-
сируется в фолликулярных клетках

Уровень экспрессии увеличивается
в 1.9 раза

#7. Txl
(Thioredoxin- like,
CG5495)

Тиоредоксин-подобный белок, участвует, 
согласно предварительному анализу, в окис-
лительно-восстановительном гомеостазе 
клетки

Уровень экспрессии увеличивается 
в 1.5 раза

#8. COP9 signalosome
subunit 5, CSN5
(Metalloprotease compo-
nent of the 26S proteasome, 
CG14884)

CSN5 – пятая субъединица сигналосомы 
COP9. Сигналосома играет центральную роль 
в регуляции E3-куллинового кольца убикви-
тинлигаз

Уровень экспрессии снижается 
0.75 раза

Рис. 6. а – Вестерн–блот–анализ белков со специфическими антителами к субъединицам α1, 2, 3, 5, 6, 7 протеасомы
20S (см. Экспериментальную часть). 1 – Контрольная линия 58492; 2 – CSE–/–; 3, 4 – СBS–/–; 5 – CBS–/–; CSE–/–(1);
6 – CBS–/–;CSE–/–(2); 7, 8 – MST–/–; K(+) – положительный контроль. б –Изменение общего количества субъединиц
протеасом, нормализация по актину. 1 – 58492; 2 – CSE–/–; 3, 4 – CBS–/–; 5 – CBS–/–, CSE–/–(1); 6 – CBS–/–,
CSE–/–(2); 7 – MST–/–. Общее количество протеасом вычисляли по данным трех независимых экспериментов. Ста-
тистическая значимость изменения по сравнению с контрольной линией. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005.
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тидневных самок, использовали для определения
общего количества окисленных белков (рис. 7).

Из рис. 7 видно, что по количеству окислен-
ных белков линии мух с делециями генов серного
метаболизма не отличаются статистически зна-
чимо от контрольной линии, что может свиде-
тельствовать об адаптации мух к сниженной про-
дукции сероводорода и предотвращении окисле-
ния белков.

Причины и механизмы снижения количества
протеасом требуют дальнейшего изучения. Мы
полагаем, что одной из возможных причин явля-
ется дисбаланс количества свободных аминокис-
лот (избыток метионина и недостаток цистеина) у
мух с делециями генов cbs и cse. Ранее на клетках
млекопитающих показали, что аминокислотное
голодание значительно ускоряет деградацию 26S
протеасомы, что может приводить к снижению
числа таких комплексов в клетке [33, 34].

Полученные нами результаты показали, что
нарушение пути транссульфурации и трансмети-
лирования при делеции генов cbs и cse имеет значи-
мые последствия на уровне протеома. У личинок
третьего возраста выявлено снижение синтеза и на-
копления белка FBP2, запасающего метионин.
В яичниках обнаружены изменения в характере
экспрессии белков, участвующих в защите орга-
низма от окислительного стресса и гипоксии.
Особый интерес вызывает снижение количества
каталитически-активных и структурных субъеди-
ниц протеасом у мух с делециями генов cbs и cse,
что требует дальнейшего изучения.
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The Effect of the Knockout of Major Transsulfuration Genes on the Pattern 
of Protein Synthesis in D. melanogaster

A. S. Zakluta1, V. Y. Shilova1, and O. G. Zatsepina1, *
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The enzymes involved in the transsulfuration pathway and hydrogen sulfide production – cystathionine-β-
synthase (CBS), cystathionine-γ-lyase (CSE) and 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase (3-MST) – play an
important cytoprotective role in the functioning of the organism. Using CRISPER/Cas9 technology, we ob-
tained Drosophila lines with deleted cbs, cse, and mst genes as well as with double deletion of cbs and cse genes.
We analyzed the effect of these mutations on the pattern of protein synthesis in the salivary glands of third
instar larvae and in the ovaries of mature f lies. In the salivary glands of lines with cbs and cse deletions, a de-
crease was found in the accumulation of the FBP2 storage protein containing 20% methionine amino acid
residues. In the ovaries, changes were detected in the level of expression and isofocusing points of proteins
involved in cell protection against oxidative stress, hypoxia, and protein degradation. It was shown that in the
lines with deletions of transsulfuration enzymes the proteins have a similar degree of oxidation to that of the
control line. A decrease in the total number of proteasomes and their activity was found in the lines with de-
letions of the cbs and cse genes.
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