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Ассоциированные с опухолями фибробласты часто являются основным компонентом микроокру-
жения опухоли, создающим ту самую “почву”, в которой успешно развиваются злокачественные
клетки. Ассоциированные с опухолью фибробласты могут способствовать росту опухоли, инвазии,
метастазированию и устойчивости к терапии. Однако клинические испытания стратегий лечения,
нацеленных на такие фибробласты, в основном заканчивались неудачей. Более того, появились
данные, что ассоциированные с опухолью фибробласты способны сдерживать развитие опухоли.
В этом обзоре рассмотрены текущие представления о функциональной гетерогенности ассоцииро-
ванных с опухолью фибробластов, их бимодальности в развитии и прогрессии опухолей. Понимание
стимулирующей и сдерживающей развитие опухоли активностей ассоциированных с опухолями фиб-
робластов может способствовать разработке новых диагностических и терапевтических подходов.

Ключевые слова: ассоциированные с опухолями фибробласты, гетерогенность, маркеры, онкогенез,
метастазирование, строма опухоли, микроокружение опухоли
DOI: 10.31857/S0026898423050105, EDN: YVVDRL

ВВЕДЕНИЕ
Ассоциированные с опухолью фибробласты

(CAF), признанные одними из самых распростра-
ненных клеток в микроокружении опухоли
(TME), представляют собой высокогетерогенные
клетки мезенхимального происхождения с разно-
образными функциями, которые могут либо спо-
собствовать, либо ограничивать прогрессию опу-
холи [1, 2]. Предполагается, что значительные
различия между отдельными субпопуляциями
CAF во многом связаны с особенностями их про-
исхождения [3, 4]. Также важно отметить, что
свойства CAF могут динамически меняться по
мере развития опухоли. Всесторонняя характери-
стика опухолеобразующей и сдерживающей рост
опухоли активностей подтипов CAF, включая то,
как эти сложные бимодальные функции развива-

ются и подчиняются опухолевым клеткам в ходе
прогрессии опухоли, может способствовать раз-
работке новых диагностических и терапевтиче-
ских подходов [2].

Опухольстимулирующие воздействия CAF
обусловлены секрецией ими множества факто-
ров, усиливающих пролиферацию опухолевых
клеток. Кроме того, в ходе онкогенеза CAF актив-
но участвуют в обмене коллагена и в формирова-
нии его сшивок, что приводит к десмоплазии
опухоли (т.е. к избыточному отложению коллаге-
на в TME) и увеличению ее жесткости [5]. CAF
ответственны за ремоделирование внеклеточного
матрикса (ECM), активно участвуя в его протео-
лизе, сшивании и сборке, что может способство-
вать процессам миграции и инвазии злокаче-
ственных клеток [6]. Процессы ангиогенеза и

Сокращения: CAF – ассоциированные c опухолями фибробласты; myCAF – миофибробластные CAF; iCAF – воспали-
тельные CAF; COL11A1 –альфа-1 цепь коллагена типа 11; CSF1 – колониестимулирующий фактор 1; CTGF – фактор ро-
ста соединительной ткани; ECM – внеклеточный матрикс; EMT – эпителиально-мезенхимальный переход; FAP – белок
активации фибробластов; FGF – фактор роста фибробластов; FSP-1 – фибробласт-специфичный белок 1 (или S100A4);
HGF – фактор роста гепатоцитов; HIF1 – индуцируемый гипоксией фактор 1; IGF1 – инсулиноподобный фактор роста 1;
IL – интерлейкин; LIF – лейкозингибирующий фактор; NF – нормальные (резидентные, покоящиеся) фибробласты;
PDAC –аденокарцинома протоков поджелудочной железы; PDGF – фактор роста тромбоцитов; PDGFRα/β – рецепторы
α и β фактора роста тромбоцитов; PDPN – подопланин; PGF – фактор роста плаценты; POSTN – периостин, белок вне-
клеточного матрикса; ROS – активные формы кислорода; SDF1 – фактор 1 стромальных клеток (или CXCL12); sc-RNA-
seq – секвенирование РНК единичной клетки; α-SMA – альфа-актин гладких мышц (продукт гена ACTA2); TGF-β –
трансформирующий фактор роста бета; TME – микроокружение опухоли; TNF-α – фактор некроза опухоли альфа;
VEGF – фактор роста эндотелия сосудов.

УДК 616-006;576.54
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лимфангиогенеза при раке могут быть усилены
секретомом CAF, в основном за счет секреции ан-
гиогенных факторов [7–9]. Путем иммуноредак-
тирования опухолевые клетки и клетки TME,
включая CAF, могут регулировать проопухолевые
и защитные механизмы иммунной системы во
время онкогенеза, при этом CAF становятся ме-
диаторами иммуносупрессии, способствуя про-
грессированию опухоли [10].

Обнаружение перечисленных проонкогенных
функций CAF привело к тому, что CAF стали рас-
сматривать как привлекательную терапевтиче-
скую мишень, однако попытки воздействия на эти
клетки в основном заканчивались неудачей, а в не-
которых случаях ускоряли прогрессирование опу-
холи и приводили к ухудшению выживаемости.

К настоящему времени накопилось много дан-
ных о гетерогенности CAF и разнонаправленно-
сти их функций. В этом обзоре мы рассмотрим
функциональную гетерогенность CAF в развитии
и прогрессии опухолей.

ПРОИСХОЖДЕНИЕ CAF
В настоящее время к фибробластам относят

интерстициальные клетки мезенхимального про-
исхождения, которые не являются эпителиаль-
ными, эндотелиальными или иммунными клет-
ками. Фибробласты – это, возможно, наиболее
пластичные и универсальные клетки, которые
способствуют структурному поддержанию тка-
ней и участвуют в процессах заживления ран в
большинстве органов. Однако при раке происхо-

дит такое приспособление обычных физиологи-
ческих процессов, которое создает благоприят-
ную микросреду для успешного роста опухоли
[11]. Согласно одной из версий, принадлежащей
Гарольду Дворжаку, рак ведет себя как “раны…
которые никогда не заживают”, а трансформация
стромы в опухольассоциированную, обусловлена
“неудачным заживлением ран” [12].

CAF можно рассматривать как фибробласты,
расположенные внутри опухоли или рядом с ней.
Одно время CAF считались гомогенной популя-
цией стромальных клеток, продуцирующих раз-
личные факторы и компоненты ECM и ответ-
ственных за 3D архитектуру опухоли. Однако мно-
гочисленные исследования, проведенные за
последние два десятилетия, показали, что CAF ге-
терогенны по своему происхождению, фенотипу,
функциям и присутствию в опухолях [1–4, 13, 14].

CAF происходят как из резидентных клеток
TME (фибробластов, звездчатых клеток поджелу-
дочной железы или печени, эпителиальных клеток
(через эпителиально-мезенхимальный переход
(EMT)), эндотелиальных клеток (через эндотели-
ально-мезенхимальный переход), перицитов и
адипоцитов (через трансдифференцировку)), так
и из отдаленных клеток (например, мезенхималь-
ных стволовых клеток костного мозга) [2, 3]. Пря-
мая корреляция между функцией определенного
подтипа CAF и его происхождением точно не
установлена. Скорее всего, CAF, происходящие
из разных источников, имеют функционально
различные фенотипы [14]. В табл. 1 представлены
основные данные о путях происхождения CAF.

Таблица 1. Происхождение CAF
Тип исходных клеток Способ активации Пути активации Ссылка

Резидентные покоящи-
еся фибробласты

TGF-β, PDGF, EGF, FGF, BMP, Sonic 
Hedgehog (SHH)

ERK, SHH/SMO, NF-κB [1, 15–21]

Взаимодействие с соседними клетками Notch [22]
Воспалительные факторы IL-1 активирует путь NF-κB, IL-6 акти-

вирует пути STAT/JAK/STAT
[23, 24]

Физические изменения ECM, жесткость 
и состав

Активация фактора транскрипции YAP [25–27]

Физиологический стресс Факторы теплового шока [28]
Геномный стресс, разрушение ДНК, 
хемо- и радиотерапии, гипоксия

ROS, HIF-1α [14,
29–32]

Индукция тканевого ингибитора MPP-1 
(TIMP-1)

IL-6/STAT3 [33]

Витамины А и D SMAD или ренин-ангиотензиновая 
система

[34–36]

Мезенхимальные
стромальные клетки

EV из клеток рака молочной железы и 
рака яичников

SMAD-опосредованный сигнальный 
путь

[37–40]

Эпителиальные клетки TGF-β EMT [41, 42]
Эндотелиальные клетки TGF-β, SMAD EndoMT [43]
Перициты, адипоциты, 
фиброциты и звездчатые 
клетки

TGF-β, CXCL12, PDGF ERK, SHH/SMO, NF-κB [43–49]

Опухолевые стволовые 
клетки

TGF-β Поддержание мультипотентности и 
фенотипической пластичности

[50, 51]
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Тем не менее, точное происхождение CAF ча-
сто остается неясным из-за их фенотипической и
функциональной пластичности и отсутствия чет-
ко определенных биомаркеров происхождения.
Разнообразие источников происхождения усили-
вает гетерогенность популяций CAF [52].

Лучше всего изучено происхождение CAF из
резидентных фибробластов. Покоящиеся фиб-
робласты активируются в ответ на повреждение
тканей, во время заживления ран и как следствие
неоплазии [2, 53, 54]. В микроокружении опухоли
потенциальные стимулы, активирующие фиб-
робласты, включают морфогенетический белок
кости (bone morphogenetic protein (BMP), интер-
лейкины(IL)-1 и -6, фактор роста тромбоцитов
(PDGF), Sonic hedgehog (SHH), активные формы
кислорода (ROS), TGF-β, а также фактор некроза
опухоли (TNF). Эти стимулы выделяются опухо-
левыми клетками и другими стромальными клет-
ками, включая сами CAF [1, 15, 55]. Морфология
активированных CAF изменяется от веретенооб-
разной формы к крестообразной или звездчатой.
Кроме того, активация CAF обычно сопровожда-
ется изменениями секретома (усилением способ-
ности синтеза регуляторных молекул и компонен-
тов ECM), пролиферативного статуса и экспрес-
сии определенных маркеров, например таких, как
α-актин гладких мышц (α-SMA) [34]. CAF стано-
вятся склонными к миграции и метаболически
активными, в них экспрессируется панель генов,
отличная от панели в покоящихся фибробластах
[1, 23, 56].

МАРКЕРЫ CAF
Наиболее часто CAF идентифицируют с ис-

пользованием таких маркеров, как α-SMA, белок
активации фибробластов (FAP), рецепторы
PDGF (PDGFRα и β), подопланин (PDPN) и ви-
ментин [57, 58]. Однако из-за гетерогенности
CAF ни один из этих маркеров не способен вы-
явить все CAF. К тому же многие маркеры встре-
чаются и в других клетках. В табл. 2 приведены
основные маркеры CAF и их характеристики.
Рассмотрим подробнее несколько наиболее из-
вестных маркеров CAF.

α-SMA
α-SMA, продукт гена ACTA2, входит в семей-

ство актинов – высококонсервативных белков,
которые играют важную роль в подвижности,
структуре и целостности клеток, составляя основу
их цитоскелета. Повышенная экспрессия α-SMA в
активированных фибробластах способствует их
лучшей сократимости (с участием микрофиламен-
тов), а также быстрейшему созреванию грануляци-
онной ткани – новой соединительной ткани, ко-
торая образуется на поверхности раны в процессе

заживления [83]. α-SMA стал одним из основных
маркеров популяций миофибробластных CAF
(myCAF) [77, 84] и важным прогностическим
фактором у онкологических больных [85–87]. Од-
нако α-SMA нельзя рассматривать как строго спе-
цифичный маркер фибробластов, поскольку глад-
комышечные клетки и перициты также могут син-
тезировать этот белок на высоком уровне [88, 89].

FAP

Белок активации фибробластов α, или FAP, –
интегральный мембранный белок типа II, при-
надлежащий к семейству мембраносвязанных се-
риновых протеаз [90]. Высокая представленность
FAP характерна для процессов регенерации в тка-
нях, фиброза и деградации внеклеточного мат-
рикса фибробластами, в которые вовлечена его
протеазная и коллагеназная активности [60]. По-
казано также, что FAP активируется в мезенхи-
мальных тканях плода [91], его экспрессия вы-
явлена в строме более 90% образцов исследо-
ванных эпителиальных опухолей. FAP часто
используют в качестве маркера CAF [57, 61, 62,
90]. Как и α-SMA, FAP является важным прогно-
стическим фактором течения опухолевого про-
цесса. Moreno-Ruiz и соавт. изучали маркеры
фибробластов FAP и α-SMA в хорошо аннотиро-
ванной клинической когорте немелкоклеточного
рака легкого. Высокий уровень экспрессии FAP
идентифицирован ими как независимый небла-
гоприятный прогностический маркер во всей иссле-
дуемой популяции и в гистологической подгруппе
аденокарцином. Обнаружены статистически значи-
мые зависимости между наличием мутаций р53 и
высокими уровнями α-SMA и FAP [92].

Ингибиторы FAP и моноклональные антитела
к FAP предложено использовать в иммунотера-
пии опухолей [93, 94]. Были проведены клиниче-
ские испытания талабостата (низкомолекуляр-
ный ингибитор FAP) и сибротузумаба (монокло-
нальное антитело к FAP). Однако оба препарата
не показали клинической эффективности у паци-
ентов с колоректальным раком и не прошли ис-
пытания фазы II.

PDGFRα/β
PDGFR – это поверхностные рецепторы фак-

торов роста тромбоцитов с тирозинкиназной ак-
тивностью, представленные на таких клетках, как
фибробласты, астроциты, нейропредшественни-
ки и перициты [73]. Выделяют два основных типа
PDGFR – PDGFRα и PDGFRβ.

PDGFR служат маркерами любых фибробла-
стов; а сверхэкспрессия PDGFR выявлена в CAF
в нескольких типах опухолей, таких как глиома,
рак предстательной железы и рак яичников [95].
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Преимущество PDGFRα/β в качестве марке-
ров заключается в их поверхностной локализации
и представленности на большинстве субпопуля-
ций фибробластов в опухоли.

PDGFR, как и FAP, считаются потенциальной
мишенью для противоопухолевой терапии, по-
скольку активность путей PDGFR в CAF заметно
повышена во многих опухолях.

COL11A1
Повышенная экспрессия гена COL11A1, коди-

рующего один из коллагенов, синтезируемых в
CAF, позволяет отличить рак поджелудочной же-
лезы от ее хронического воспаления [59]. Сверхэкс-
прессия COL11A1 в десмопластических областях
опухолей, состоящих в основном из CAF, наблюда-
емая при различных онкологических заболеваниях,
но не при воспалении, делает COL11A1 уникаль-
ным маркером CAF [96]. Иммуногистохимический
анализ рака поджелудочной железы и яичников
позволяет идентифицировать субпопуляцию
CAF, которая характеризуется высоким уровнем
экспрессии COL11A1 [97]. В целом, эти исследо-
вания показывают, что CAF служат основным ис-
точником COL11A1 в опухолях [96], что делает
этот белок перспективным для использования в
качестве терапевтической мишени.

SMARCD3
Еще один маркер CAF, SMARCD3 (SWI/SNF

Related, Matrix Associated, Actin Dependent Regu-
lator of Chromatin, Subfamily D, Member 3), был
обнаружен при изучении микроокружения коло-
ректальных опухолей [81]. Этот маркер принадле-
жит к семейству SWI/SNF, члены которого обла-
дают геликазной и АТРазной активностью и мо-
гут регулировать транскрипцию генов, влияя на
структуру хроматина. Показано, что SMARCD3
экспрессируется в основном в CAF, что позволяет
рассматривать этот белок в качестве нового про-
гностического маркера и потенциальной мишени
для терапии опухолей. Оказалось, что SMARCD3
может способствовать активации CAF и метастази-
рованию колоректального рака через петлю положи-
тельной обратной связи SMARCD3-WNT5A/TGF-
β-MAPK14-SMARCD3. Построена карта сиг-
нального пути, активируемого SMARCD3, а так-
же предложены несколько соединений, способ-
ных ингибировать этот белок [81].

В настоящее время известно уже несколько де-
сятков маркеров CAF, основные из которых при-
ведены в табл. 2.

ГЕТЕРОГЕННОСТЬ CAF
Изучение CAF с использованием различных

методов, включая протеомный анализ, тран-

скриптомный анализ РНК единичной клетки
(scRNA-seq), проточную цитометрию и мульти-
плексное окрашивание, показало высокую гете-
рогенность CAF и существование отдельных суб-
популяций этих клеток [14, 98–100]. Разные суб-
популяции CAF в разных опухолях содержат свои
наборы идентификационных маркеров. Так, про-
странственно разные субпопуляции CAF в составе
одной опухоли имеют разные наборы маркеров.
Транскриптомный анализ разных срезов одного
образца предстательной железы, содержащей
мультифокальные поражения, выявил значитель-
ную пространственную неоднородность как эпи-
телиального, так и стромального компонентов,
что еще раз подтвердило существование субпопу-
ляций CAF [101]. Более того, разные CAF, по- ви-
димому, группируются в определенных местах
TME относительно опухоли. Например, α-SMA-
экспрессирующие и FAP-позитивные myCAF рас-
положены в непосредственной близости к опухо-
левым клеткам, в то время как “воспалительные”
CAF (iCAF) со сниженной экспрессией α-SMA
обнаружены в плотной строме [13, 68]. Кроме
субпопуляций myCAF и iCAF [67, 79, 87, 102, 103],
описанных при различных типах рака, идентифи-
цированы и другие субпопуляции CAF, экспрес-
сирующие такие биомаркеры, как FAP, декорин
(DCN), PDPN и другие [58, 98–100, 104–107].

В табл. 3 представлены субпопуляции CAF и
их маркеры (использованы данные [2] и [84]). Не
установлено, совпадают ли свойства субпопуля-
ций CAF, выделенных из разных образцов разных
видов рака. К сожалению, вызывают затруднения
и различия в обозначении субпопуляций, использу-
емые разными исследователями. Важно отметить,
что классификацию субпопуляций CAF, построен-
ную по данным только транскриптомного анализа,
необходимо подтверждать функциональными ис-
следованиями. Транскриптомные профили подти-
пов CAF могут зависеть от вида опухоли, ее стадии
или индивидуальных особенностей пациентов, что
подчеркивает необходимость выявления как уни-
версальных, так и специфических биомаркеров
CAF (или подтипов CAF) с использованием об-
разцов из больших когорт пациентов и несколь-
ких модельных систем [2].

Возможно, гетерогенность CAF потенциально
отражает ситуацию, аналогичную наблюдаемой в
опухолевых стволовых клетках. Как и CAF, опу-
холевые стволовые клетки очень пластичны и
экспрессируют различные маркеры, которые ме-
няются со временем [125]. Таким образом, назва-
ние опухолевой стволовой клетки в большей сте-
пени относится к состоянию конкретной клетки,
чем к отдельному типу клеток. Вероятно, субпо-
пуляции CAF также можно рассматривать как
разные динамические состояния фибробластов.
Неоднородность маркеров CAF может быть по-
лезной в терапии опухолей, поскольку гипотети-
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чески она позволяет специфически воздейство-
вать на разные субпопуляции CAF.

Вероятно, разные субпопуляции CAF выпол-
няют разные функции: от прямого воздействия
на пролиферацию опухолевых клеток, их выжи-
вание, химиорезистентность, инвазию и метаста-
зирование, до эффектов, опосредованных изме-
нениями в ECM, сосудистой сети и иммунных
клетках TME. Более того, CAF могут сдерживать
онкогенез [126].

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ОПУХОЛЕВЫХ 
КЛЕТОК И CAF

CAF способны модулировать и прогрессиро-
вание опухолей, и противоопухолевый иммуни-
тет как прямо, так и косвенно, зависимым от кон-
текста образом [1, 2]. Такие регуляторные функ-
ции могут осуществляться с помощью факторов
роста, цитокинов и хемокинов, включая CC-хе-
мокин 2 (CCL2), CCL5, колониестимулирующий
фактор 1 (CSF1), CXC-хемокин 5 (CXCL5), CX-
CL9, CXCL10, CXCL12 (известный как фактор 1,
полученный из стромальных клеток (SDF1)),
фактор роста гепатоцитов (HGF), инсулинопо-
добный фактор роста 1 (IGF1), фактор роста со-
единительной ткани (CTGF), PDGF, фактор ро-
ста эндотелия сосудов (VEGF), IL-1, IL-4, IL-6,
IL-8, IL-10, LIF, простагландин E2 (PGE2) и TG-
Fβ [2]. Показано, что LIF, IGF1, HGF, IL-6,
WNT5a и BMP4 индуцируют сигнальные взаи-
модействия CAF с опухолевыми клетками, кото-
рые способствуют росту и прогрессированию
опухоли [2].

CAF секретируют множество факторов, таких
как TGF-β1, CXCL-12, FGF, POSTN, остеопон-
тин (OPN), HGF, IL-6 и IL-22, которые непо-
средственно стимулируют пролиферацию опухо-
левых клеток in vitro и рост опухоли in vivo посред-
ством активации соответствующих сигнальных
путей [127–134]. Показано, что эти факторы спо-
собствуют выживаемости опухолевых клеток,
блокируя апоптоз за счет повышения экспрессии
антиапоптотических белков, таких как BCL-2 и
MCL-1. При этом происходит и снижение экс-
прессии проапоптотических белков, таких как
BAX (BCL-2-ассоциированный Х-белок) [126,
127]. CAF непосредственно стимулируют мигра-
цию и инвазию опухолевых клеток, что может
быть связано с секрецией TGF-β, IL-32, PDGF и
FGF, которые индуцируют EMT, полимериза-
цию/деполимеризацию актина и подвижность
клеток [135–138].

Рост и развитие опухоли, способность опухо-
левых клеток к метастазированию сильно зависят
от образования новых кровеносных сосудов, не-
обходимых для снабжения опухоли кислородом и
питательными веществами [139]. Опухолевые

клетки перестраивают окружающие клетки и вне-
клеточный матрикс, способствуя ангиогенезу
[140]. CAF могут продуцировать такие ангиоген-
ные факторы, как VEGF, PDGF, TGF-β, CXCL12
или HGF, индукция которых определяется не-
сколькими причинами, из которых наиболее
важную роль играет гипоксия [141]. Ангиогенные
факторы способствуют ремоделированию ECM,
пролиферации эндотелиальных клеток и привле-
чению эндотелиальных клеток и перицитов в
опухоль [7, 142, 143]. PDGF и VEGF также оказы-
вают аутокринное действие на CAF, дополни-
тельно стимулируя выработку таких проангио-
генных факторов, как IL-6, IL-8 и фактор роста
плаценты (PGF) [144, 145]. Кроме того, CAF мо-
гут усиливать рост сосудов посредством васкуло-
генного процесса, в котором задействованы пути
Rho/ROCK и передача сигналов YAP [146].

В настоящее время CAF считаются основным
источником иммуносупрессивной активности в
TME [147]. Фибробласты могут влиять на ин-
фильтрацию иммунными клетками либо непо-
средственно – через секретируемые цитокины и
хемокины и белки клеточной поверхности, либо
косвенно – посредством отложения различных
компонентов ECM и ремоделирования матрикса,
от которого зависит внутриопухолевая локализа-
ция и миграция иммунных клеток. CAF влияют
на рекрутирование, поляризацию и функции им-
мунных клеток в микроокружении опухолей выра-
батывая такие хемокины, как IL-1, CCL22, CX-
CL12, CCL2 и другие [148, 149]. Например, CXCL1,
CXCL5 и IL-8, секретируемые FGF-активиро-
ванными CAF, индуцируют рекрутирование мак-
рофагов в опухоли [150–152]. Причем, если
CCL2, CCL3 и CCL5 рекрутируют моноциты и
макрофаги, способствуя развитию опухоли [153],
то CXCL8 и CXCL14 опосредуют противоопухо-
левые эффекты [154, 155].

TGF-β, CXCL1 и IL-10, секретируемые CAF,
ингибируют функцию естественных киллерных
(NK) клеток, CD8+ Т-лимфоцитов, Th1-лимфо-
цитов и дендритных клеток [156–158]. Предпола-
гается, что CAF влияют как на врожденный, так и
на адаптивный иммунный ответ [159].

Неожиданной особенностью CAF стала их би-
модальность в онкогенезе: они проявляют как
стимулирующую, так и сдерживающую рост опу-
холи активность [1, 2, 13, 60, 68, 78, 160, 161]. Ме-
ханизмы, лежащие в основе противоопухолевых
функций CAF, зависят, вероятно, от усиления
противоопухолевого иммунитета, передачи сиг-
налов, ингибирующих опухоль, и выработки
определенных компонентов ECM в качестве ба-
рьеров для инвазии и распространения опухоле-
вых клеток [2]. В табл. 4 суммированы различные
(иногда противоположные) данные о влиянии
CAF на онкогенез. Видно, что различные субпо-
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ул

ир
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 C
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Э
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ую

т
T

SG
-6

, E
R

K
, J

A
K

2-
ST

AT
3,

 C
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, C
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Ш
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R
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ка
пс

ул
яц

ия
 к

ан
це

-
ро

ге
но

в 
в 

м
ес

те
 и

нъ
ек

ци
и 

за
щ

и-
щ

ае
т 

от
 р

аз
ви

ти
я 

оп
ух

ол
и

 [2
01

]

П
ло

ск
ок

ле
то

чн
ы

й 
ра

к 
по

ло
ст

и 
рт

а 
(O

SC
C

)

C
D

68
po

s  α
-S

M
A

po
s  

C
A

F
С

ти
м

ул
ир

ую
т

C
D

68
, к

ла
сс

ич
ес

ки
й 

м
ар

ке
р 

м
ак

-
ро

ф
аг

ов

C
D

68
po

s  C
A

F
 у

ча
ст

ву
ю

т 
в 

ин
иц

иа
-

ци
и 

оп
ух

ол
и 

и 
сп

ос
об

ст
ву

ю
т 

пл
о-

хо
м

у 
пр

ог
но

зу
 п

ри
 O

SC
C

 [2
02

]

C
A

F
-N

C
A

F
-D

С
ти

м
ул

ир
ую

т
С

ти
м

ул
ир

ую
т

Ги
ал

ур
он

ан
T

G
F

-β
1

Д
ва

 п
од

ти
па

 C
A

F,
 к

от
ор

ы
е 

сп
ос

об
-

ст
ву

ю
т 

ин
ва

зи
и 

кл
ет

ок
 O

SC
C

 с
 

по
м

ощ
ью

 р
аз

ли
чн

ы
х 

м
ех

ан
из

м
ов

 [2
03

]

П
ло

ск
ок

ле
то

чн
ы

й 
ра

к 
по

ло
ст

и 
рт

а 
(G

U
-O

SC
C

 и
 G

S-
O

SC
C

)

C
A

F
 G

U
-O

SC
C

C
A

F
 G

S-
O

SC
C

С
ти

м
ул

ир
ую

т
С

ти
м

ул
ир

ую
т

M
M

P2
С

по
со

бс
тв

ую
т 

ин
ва

зи
и 

ке
ра

ти
но

-
ци

то
в 

in
 v

itr
o 

па
ра

кр
ин

ны
м

 с
по

со
-

бо
м

 [2
04

]

O
SC

C

C
A

F
П

од
ав

ля
ю

т
m

iR
-1

38
m

iR
-1

38
 в

 C
A

F,
 п

ол
уч

ен
ны

х 
из

 
O

SC
C

, п
од

ав
ля

ю
т 

ро
ст

 о
пу

хо
ли

 [2
05

]

C
A

F
С

ти
м

ул
ир

ую
т

T
G

F
-β

/S
O

X
9,

 Y
 (S

R
Y

)-
B

O
X

9 
(S

O
X

9)

C
A

F
 с

по
со

бс
тв

ую
т 

м
иг

ра
ци

и 
и 

ин
ва

зи
и 

оп
ух

ол
ев

ы
х 

кл
ет

ок
. S

O
X

9 
сп

ос
об

ст
ву

ет
 E

M
T.

 П
ол

ож
ит

ел
ьн

ая
 

ко
рр

ел
яц

ия
 с

 п
ло

хи
м

 п
ро

гн
оз

ом

 [2
06

]

В
ид

 о
пу

хо
ли

П
од

ти
п 

C
A

F
 

(м
ар

ке
ры

)
В

ли
ян

ие
 н

а 
он

ко
ге

не
з

Ф
ак

то
ры

 и
 п

ут
и

П
ри

м
еч

ан
ия

С
сы

лк
а

Та
бл

иц
а 

4.
О

ко
нч

ан
ие



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 5  2023

АССОЦИИРОВАННЫЕ С ОПУХОЛЬЮ ФИБРОБЛАСТЫ 757

пуляции CAF по-разному влияют на онкогенез.
Использование трансгенных мышей, у которых
удалены CAF или запрещена передача сигналов
активации CAF в строме опухоли, позволило по-
лучить прямые доказательства противоопухоле-
вых эффектов CAF.

Бифункциональность CAF изучена с помо-
щью математического моделирования. Создана
математическая модель взаимодействий между
фибробластами и опухолевыми клетками [207],
основанная на нелинейных дифференциальных
уравнениях, которые описывают биохимические
реакции основных факторов, участвующих в
коммуникации фибробластов и раковых клеток.
Взаимодействия между двумя типами клеток про-
иллюстрированы динамическим моделировани-
ем путей TGF-β и LIF, определена роль сигналь-
ных молекул в прогрессировании или остановке
роста опухоли [207].

Новые методы, такие как sc-RNA-seq и основан-
ная на масс-спектрометрии цитометрия (CyTOF), а
также мультиплексная проточная цитометрия и
мультиплексное иммуноокрашивание, значи-
тельно облегчили идентификацию и валидацию
биомаркеров разных субпопуляций CAF на тран-
скрипционном или белковом уровнях. Для даль-
нейшей оценки прогностической ценности CAF
необходимо проведение дополнительных иссле-
дований с использованием клинических образ-
цов и клинически значимых модельных систем,
которые позволят понять функции отдельных
субпопуляций CAF. Текущие данные указывают
на то, что определенные субпопуляции CAF име-
ют сходные характеристики и сигнатуры экспрес-
сии генов при разных типах рака, в то время как
другие субпопуляции, вероятно, существенно
различаются при разных типах рака из-за гетеро-
генного клеточного происхождения CAF.

Метаболический статус CAF

Популяции CAF характеризуются метаболи-
ческой гетерогененностью. TME обычно опреде-
ляют как гипоксическую, лишенную питатель-
ных веществ кислую среду, к которой клетки
стромы адаптируются посредством метаболиче-
ского перепрограммирования [208]. Внеклеточ-
ные везикулы, секретируемые CAF, могут сни-
жать окислительное фосфорилирование в мито-
хондриях опухолевых клеток, усиливать их
гликолиз и глутаминзависимое восстановитель-
ное карбоксилирование [209]. Горизонтальный
перенос мтДНК с везикулами приводит к восста-
новлению окислительного фосфорилирования и
выходу метастатических клеток рака молочной
железы, устойчивых к гормональной терапии из
состояния метаболического покоя [210].

Заключенные в везикулы метаболиты способны
перепрограммировать метаболизм реципиентных
клеток. Более того, идентифицирован de novo “го-
товый” перенос таких метаболитов, как амино-
кислоты, липиды и промежуточные продукты
цикла трикарбоновых кислот, от CAF к опухоле-
вым клеткам. Интернализация этих метаболитов
может способствовать росту и прогрессии опухо-
ли [209, 211].

Метаболический гомеостаз при различных со-
стояниях питания в TME может быть частично
обеспечен метаболической пластичностью CAF.
Когда питательных веществ достаточно, CAF на-
ходятся в состоянии с повышенным метаболиз-
мом глюкозы и глутамина для питания окружаю-
щих опухолевых клеток; когда питательные веще-
ства истощаются и накапливаются побочные
продукты метаболизма, активируется состояние
CAF с усиленным глюконеогенезом молочной
кислоты и детоксикацией NH4

+ для устойчивого
преобразования метаболитов [212].

Некоторые субпопуляции CAF претерпевают
метаболические изменения и становятся катабо-
лическими CAF. В число биомаркеров этого ката-
болического фенотипа CAF входят пониженный
уровень кавеолина-1 (CAV-1) [213] и повышен-
ный уровень переносчика монокарбоксилата 4
(MCT4) [214]. CAV-1 в большом количестве син-
тезируется в покоящихся фибробластах. Отсут-
ствие экспрессии CAV-1 считается маркером
аутофагии, указывающим на снижение митохон-
дриального метаболизма (окислительное фосфо-
рилирование), усиление гликолиза и окислитель-
ного стресса [215]. MCT4, экспрессия которого
контролируется HIF-1, является основным кле-
точным экспортером лактата [216]. Катаболиче-
ские фибробласты и анаболические опухолевые
клетки образуют “метаболическое сцепление”.
Эта метаболическая связь существует при различ-
ных злокачественных новообразованиях челове-
ка, таких как рак молочной железы, рак головы и
шеи и рак предстательной железы [217–219]. Ос-
новными сигнальными путями катаболических
CAF являются HIF1-a, NF-κB и TGF-β, способ-
ствующие аутофагии, гликолизу, окислительному
стрессу и старению [220]. Катаболические CAF
для поддержки микросреды опухолей генерируют
местное “митохондриальное топливо”: жирные
кислоты, глутамин, кетоновые тела, лактат. Заме-
чено, что не все CAF становятся катаболически-
ми. Существуют и катаболические, и анаболиче-
ские CAF. Катаболические изменения CAF могут
быть обращены вспять после лечения антиокси-
дантами [221–223].

Сопровождается ли трансформация CAF, сдер-
живающих рост опухоли, в CAF, способствующих
развитию опухоли, изменениями катаболическо-
го фенотипа? Ответ до сих пор не ясен.
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CAF и резистентность к лечению опухолей

Huang и соавт. обнаружили, что радиационно
устойчивые ткани рака носоглотки постоянно
инфильтрируются большим количеством CAF по
сравнению с радиочувствительными тканями
опухоли. Дальнейшие исследования показали,
что CAF индуцируют формирование радиорези-
стентности и способствуют выживанию опухолевых
клеток после облучения через путь IL-8/NF-κB,
уменьшая вызванное облучением повреждение
ДНК и активируя его репарацию. Лечение трани-
ластомом, ингибитором CAF, снижало выживае-
мость опухолевых клеток и ослабляло радиорези-
стентность [224].

CAF играют также важную роль в формирова-
нии химиорезистентности, используя различные
механизмы, такие как секреция цитокинов и
микроРНК, увеличение количества опухолевых
стволовых клеток и снижение биодоступности
лекарственных средств за счет образования стро-
мального барьера [225]. CAF повышают устойчи-
вость клеток рака молочной железы, толстой
кишки и поджелудочной железы к химиотерапев-
тическим агентам, таким как гемцитабин и док-
сорубицин, а также к комбинированной химио-
терапии (доксорубицин + 5-фторурацил + цис-
платин), вырабатывая IL-6, IL-17A, PDGF и IGF,
которые активируют NF-κB и пути ERK в опухо-
левых клетках, способствуя стабилизации антиа-
поптотических белков и пролиферации опухоле-
вых стволовых клеток [226–230]. Например, IL-6
увеличивает выживаемость клеток рака молочной
железы путем передачи сигналов ERK, которые
стабилизируют антиапоптотический белок MCL-1
[226, 231]. CAF служат источником внеклеточных
везикул, которые содержат регуляторные мик-
роРНК, такие как miR-98-5p и miR-522. Когда ве-
зикулы захватываются опухолевыми клетками,
микроРНК могут способствовать формированию
устойчивости к цисплатину путем подавления
ингибитора циклинзависимой киназы CDKN1A
и ферроптоза, механизма запрограммированной
клеточной гибели, который характеризуется на-
коплением перекисей липидов и отсутствием от-
вета клеток на антиоксиданты [232, 233]. Достав-
ке химиотерапевтических средств при протоко-
вой аденокарциноме поджелудочной железы и
раке молочной железы мешает физический ба-
рьер, обусловленный секрецией гиалуроновой
кислоты и коллагена CAF. В частности, гиалуро-
нан создает высокое давление интерстициальной
жидкости, ограничивая распространение препа-
рата и вызывая сосудистый коллапс [234–237].

Динамика изменений CAF при развитии опухоли

Пластичность и гетерогенность CAF могут
иметь два основных объяснения: (1) существова-

ние динамических переходов между фенотипами
CAF, способствующими или сдерживающими
развитие опухоли в зависимости от сложного
контекста TME; (2) широкий спектр независи-
мых субпопуляций CAF с различными функция-
ми [2].

Наблюдаемая картина бимодальности CAF
приводит к закономерному предположению о
возможности постепенных изменений CAF в хо-
де онкогенеза. В самом деле, сравнительный ана-
лиз позволяет различить покоящиеся CAF, огра-
ничивающие и способствующие прогрессии опу-
холи CAF [161, 238]. Покоящиеся CAF и CAF,
сдерживающие развитие опухоли, часто находят
на ранних стадиях рака, тогда как CAF, способ-
ствующие развитию опухоли, присутствуют пре-
имущественно на поздних стадиях заболевания.
Постоянное взаимодействие между CAF и опухо-
левыми клетками приводит к хронической акти-
вации CAF. Взаимные изменения CAF и опухоле-
вых клеток продолжаются на всех стадиях онко-
генеза.

Важную роль в прогрессии опухоли играет ее
микроокружение, однако основной механизм,
который позволяет уравновесить эффекты стиму-
ляции или ингибирования опухоли ее микро-
окружением, пока неизвестен.

Если нормальные фибробласты действительно
динамически изменяются –дифференцируются в
CAF с формированием опухоль-ограничивающе-
го состояния, а затем приобретают онкогенные
функции [239–242], тогда предотвращение функ-
ционального изменения CAF, при котором фор-
мируется фенотип, поддерживающий прогресси-
рование опухоли, является важной задачей про-
тивоопухолевой терапии.

ЗАКЛЮЧИТЕЛЬНАЯ ГЛАВА: НОВАЯ 
ПАРАДИГМА ТЕРАПИИ ОПУХОЛЕЙ

Глубокое понимание межклеточного взаимо-
действия в строме опухоли и функций различных
типов клеток имеет решающее значение для раз-
работки новых подходов к терапии опухолей.
Предполагается, что эффективным может быть
одновременное воздействие на опухолевые и
стромальные клетки, особенно на онкоподдер-
живающие субпопуляции CAF.

CAF представляют собой уникальный и кли-
нически значимый компонент TME, важный для
понимания сложного взаимодействия между
клетками TME и опухоли. Функциональная и фено-
типическая гетерогенность, присущая CAF, пред-
ставляет, с одной стороны, проблему, а с другой,
обуславливает возможность разработки более
специфических и персонализированных терапий.

В TME CAF сосуществуют с опухолевыми клет-
ками, обеспечивая им паракринную нишу и пита-
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тельные вещества, необходимые для роста опухо-
ли. Разрыв этого контакта может оказаться решаю-
щим для открытия новых терапевтических путей.

В результате динамического межклеточного
молекулярного диалога между опухолью и стро-
мой происходит усиление специфических про-
канцерогенных фенотипов и функций неопла-
стических клеток. Однако в некоторых случаях
сигнальные пути противоположным образом ре-
гулируются в опухоли и в окружающей ее обла-
сти, поэтому терапевтические стратегии должны
учитывать равновесие опухоль-строма. Недавно
были проанализированы четыре основных сиг-
нальных пути, участвующих в меланомогенезе:
TGF-β, MAPK, WNT/β-катенин и Hyppo [243].
Сделан вывод, что с терапевтической точки зре-
ния опухоль и строму можно рассматривать как
уникальную функциональную единицу. Ремодели-
рование ECM, по-видимому, играет центральную
роль в биологии меланомы, поскольку активация
важных путей передачи сигналов, участвующих в
меланомогенезе, чрезвычайно чувствительна к ме-
ханотрансдукции. Эта точка зрения подразумевает
сдвиг терапевтического подхода от неопластиче-
ских клеточно-ориентированных стратегий к
стромоцентрическим. Предлагается перепрове-
рить уже используемые в клинической практике
молекулы с учетом межклеточного молекулярного
диалога опухолевых и неопухолевых клеток. По-
видимому, разработка стратегий, способных одно-
временно воздействовать на клетки меланомы и
CAF, представляет собой исключительную воз-
можность для прецизионной терапии рака [243].

Необходимы дополнительные исследования,
особенно использующие современные биоин-
форматические методы в сочетании с базовыми
научными подходами, которые позволят понять
функции CAF – этого критического компонента
TME. К счастью, технологические достижения
последних лет открывают новые возможности в
понимании сложной биологии CAF при раке.

Работа поддержана Министерством науки и
высшего образования Российской Федерации
(соглашение № 075-15-2021-1062).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.
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Malignant tumors are characterized by high cellular heterogeneity, including cancerous and non-malignant
cells, as well as non-cellular components that are part of the tumor microenvironment. Cancer-associated fi-
broblasts often form a major component of the microenvironment, providing the very “soil” in which cancer
cells thrive. Cancer-associated fibroblasts may contribute to tumor growth, invasion, metastasis, and resis-
tance to therapy. However, clinical trials of treatment strategies targeting cancer-associated fibroblasts have
largely failed. Moreover, there is evidence that cancer-associated fibroblasts are able to inhibit tumor devel-
opment. In this review, we aimed to present the current understanding of the functional heterogeneity of can-
cer-associated fibroblasts, their bimodality in tumor development, and tumor progression. Understanding
the tumor-promoting and tumor-inhibiting activities of cancer-associated fibroblasts may contribute to the
development of new diagnostic and therapeutic approaches.

Keywords: cancer-associated fibroblasts, heterogeneity, markers, oncogenesis, metastasis, tumor stroma, tu-
mor microenvironment
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Цифровая ПЦР (цПЦР) – метод определения абсолютного количества целевой нуклеиновой кис-
лоты в образце – все шире используется в биологии и медицине. К важным преимуществам цПЦР
относится возможность количественного определения генетического материала без построения ка-
либровочных кривых, что позволяет выявлять даже единичные молекулы нуклеиновых кислот.
В обзоре рассмотрены основные этапы становления метода цПЦР, начиная с технологии микро-
флюидных чипов, до современных систем, способных обнаружить одну молекулу ДНК-мишени
среди 100000 копий. Проанализирована эффективность выявления различных патогенов с помо-
щью цПЦР, обобщены результаты исследований, иллюстрирующие инновационность данного ме-
тода. Рассмотрены возможности мультиплексного цПЦР-анализа и его использования в клиниче-
ской практике. Также обсуждается роль цПЦР в развитии неинвазивных методов анализа онколо-
гических заболеваний и вероятные пути развития технологии цПЦР, включая использование в
качестве систем “point-of-care”.

Ключевые слова: цифровая ПЦР, инфекция, ДНК, онкология, вирусы, COVID-19
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ВВЕДЕНИЕ

Рост числа инфекционных заболеваний, а также
распространенность онкологических заболева-
ний делают необходимой разработку новых мето-
дов, позволяющих быстро и с высокой специфич-
ностью определять источник патологии. В начале
1980-х годов был разработан метод ПЦР, который
стал незаменимым инструментом анализа нукле-
иновых кислот. Амплификация с электрофорети-
ческим выявлением продуктов, а также анализ по
конечной точке со временем усовершенствова-
лись: благодаря появлению метода ПЦР в режиме
реального времени (ПЦР-РВ) технология ПЦР
стала доступной для лабораторной клинической
практики [1–3]. Метод количественной ПЦР ис-
пользуется для обнаружения целевых нуклеино-
вых кислот в сыворотке крови, спинномозговой
жидкости и образцах тканей, а также РНК или
ДНК патогенов. Однако данные, полученные с
использованием количественной ПЦР в разных
лабораториях, могут отличаться вследствие раз-
личий в качестве матрицы, тест-систем и условий
эксперимента. Кроме того, концентрация патоге-
нов в биологических образцах часто коррелирует
с тяжестью заболевания, что делает необходимым
поиск более чувствительного метода, обеспечи-

вающего точное количественное определение па-
тогенов в образце.

Проведение клинических исследований с ис-
пользованием цифровой ПЦР (цПЦР) выявило
некоторые преимущества этого метода для поста-
новки правильного диагноза и мониторинга эф-
фективности лечения. Более того, разработан ме-
тод мультиплексной цПЦР, который позволяет
снизить затраты реагентов, времени, образцов и
погрешность пипетирования [4, 5]. Уникальная
способность цПЦР точно измерять большое ко-
личество целевых нуклеиновых кислот за одну
реакцию позволяет преодолеть ограничения, свя-
занные с количеством каналов флуоресцентного
детектирования при ПЦР-РВ [6, 7]. цПЦР широ-
ко применяется для выявления нуклеиновых кис-
лот вирусов и бактерий, а также для анализа опу-
холевых клеток, что актуально в связи с текущей
эпидемиологической ситуацией.

ЦИФРОВАЯ ПЦР: ПРИНЦИП 
И ПРЕИМУЩЕСТВА

цПЦР – метод количественного определения
нуклеиновых кислот, основанный на разделении
общей реакционной смеси на большое количе-
ство отдельных, более мелких реакций (микроре-
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акций, капель), в каждой из которых происходит
амплификация со случайно распределенной мо-
лекулой ДНК. В отличие от ПЦР-РВ интенсив-
ность сигналов флуоресценции в цПЦР реги-
стрируется по конечной точке каждой реакции
[1], а присутствие ампликонов анализируется в
каждой микрореакции [8, 9]. Таким образом, тер-
мином “цифровая” обозначают присутствие либо
отсутствие анализируемых биологических объек-
тов в каждой микрореакции в дискретном коли-
честве, а результаты анализа представляются в
двоичной (бинарной) системе [10]. Важным пре-
имуществом цифрового сигнала является сниже-
ние нагрузки на датчики обнаружения флуорес-
центного сигнала, т.е. различаются только два типа
сигналов – с высокой и с низкой интенсивностью.
В основе обработки результатов анализа цПЦР
лежит определение разницы между положитель-
ными и отрицательными реакциями амплифика-
ции, что связано с количеством молекул исследуе-
мой нуклеиновой кислоты в образце [10]. Благода-
ря применению распределения Пуассона долю
положительных реакций можно использовать для
расчета количества копий целевого гена без по-
строения стандартной кривой [11, 12], что обеспе-
чивает повышенную точность и согласованность
результатов, полученных в разных лабораториях
[13, 14].

Важным преимуществом цПЦР перед другими
методами количественного определения нуклеи-
новых кислот является его низкая чувствитель-
ность к ингибиторам амплификации, поскольку
подсчет числа копий происходит в конечной точ-
ке, а не в режиме реального времени [2, 9, 15].
Кроме того, цПЦР способна обнаруживать не-
большие количества целевой нуклеиновой кис-
лоты на фоне большого количества других мише-
ней, поскольку разделение реакционной смеси на
капли и амплификация по конечной точке дела-
ют этот метод менее чувствительным к конкурен-
ции за реагенты между мишенями [16, 17].

При этом цПЦР имеет ограниченный предел
обнаружения целевых молекул в связи с малым
объемом пробы на реакцию и амплификацией не
во всех ячейках [2, 13]. Данная особенность цПЦР
критически важна для количественного опреде-
ления РНК, поскольку стадия обратной тран-
скрипции может быть неполной для некоторых
РНК-мишеней, что приводит к неправильному
подсчету числа копий [18]. К другой особенности
цПЦР по сравнению с качественной ПЦР отно-
сится менее точное количественное определение
более крупных ампликонов. Кроме того, резуль-
таты количественной детекции целевых мишеней
с использованием разных платформ цПЦР и раз-
ных наборов реагентов могут различаться [19].

ТЕХНОЛОГИЧЕСКИЕ ПЛАТФОРМЫ цПЦР

Термин цПЦР впервые появился в 1999 г. в
статье K.W. Kinzler и B. Vogelstein, которые описа-
ли количественное определение мутаций в гене
RAS путем разделения образца на капли с после-
дующим выполнением серии ПЦР на 384-луноч-
ных микропланшетах [20]. Однако сама методика
была описана гораздо раньше, ее независимо раз-
рабатывали несколько групп ученых. В 1988 г.
ученые из Калифорнии, изучавшие праймер-
ферментативную амплификацию ДНК термоста-
бильной ДНК-полимеразой, описали метод ам-
плификации гена β-глобина, разведенного образ-
цом того же генома, но без этого гена. Получен-
ные результаты позволили предположить, что
даже одна копия гена β-глобина в образце может
быть обнаружена и амплифицирована, а сам ме-
тод получил название “ПЦР с предельным разве-
дением” [21]. Этот метод обладал более высокой
точностью и способностью к количественному
обнаружению редких молекул-мишеней, чем ис-
пользуемые на тот момент методы ПЦР [22].
В 1990 и 1991 г. P. Simmonds и соавт. упоминали
данный метод как способ обнаружения отдель-
ных молекул РНК вируса иммунодефицита чело-
века (ВИЧ) [23]. В 1992 г. группа австралийских
ученых под руководством А. Morley детально опи-
сала методику и принципы ПЦР с предельным
разведением и утвердила ее использование в ка-
честве количественного метода определения нук-
леиновых кислот [24]. В 2003 г. K.W. Kinzler и
В. Vogelstein продолжили совершенствование
цПЦР и создали улучшенный метод “BEAM”
(Beads, Emulsion, Amplification, Magnetism), в ко-
тором для разделения реакций вместо водного
раствора использовали эмульсию, что позволило
масштабировать метод до тысяч реакций за один
запуск [20].

Разработка метода количественной ПЦР-РВ
привела к приостановке развития технологии
цПЦР. В 2007 году интерес к данной методике на-
чал постепенно возвращаться, и уже в 2011 г. ком-
панией “Bio-Rad” была зарегистрирована первая
система капельной цПЦР (https://www.bio-
rad.com/ru-ru/corporate/newsroom/bio-rad-acquires-
quantalife-digital-pcr-technology?ID=Bio-Rad-
Acquires-Qua_1521570626). По мере совершен-
ствования метода увеличивалось количество и
разнообразие платформ для проведения цПЦР,
которые отличаются производительностью, ко-
личеством одновременно исследуемых образцов
и каналами детекции, но неизменно сохраняют
общую концепцию цПЦР. На данный момент ли-
дерами в области создания приборов для проведения
цПЦР являются американские компании “Bio-
Rad”, “StandardBioTools”, “ThermoFisherScientific” и
немецкая компания “QIAGEN”.
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Первые приборы для проведения цПЦР бази-
ровались на технологии микрофлюидных чипов.
В 2008 г. появилась платформа для цПЦР Bio-
Mark™ HD американской компании “Fluidigm
Corporation” (“StandardBioToolsInc”, США), ко-
торая позволяла проводить мультиплексный ана-
лиз с использованием четырех мишеней на обра-
зец, причем разделение, смешивание и реакции
термоциклирования образцов проходили непо-
средственно на чипе. Продукты амплификации
визуализировали с помощью системы BioMark.
Подобный механизм работы данной платформы
позволял снизить возникновение ошибок за счет
увеличения автоматизации процесса [25, 26].

Американской компанией “ThermoFisherSci-
entific” создана технология проведения цПЦР пу-
тем совмещения систем OpenArray® и QuantStu-
dio® 12K FlexqPCR, также основанных на микро-
флюидной технологии. Эта система позволяла
анализировать соотношение мутантных генов в
каплях объемом 1 пл. Как на платформе Bio-
Mark™ HD, так и в данной системе можно прово-
дить мультиплексный анализ образцов, однако
при этом возможно использование только двух
каналов детекции [27].

Компания “Bio-Rad” запатентовала техноло-
гически новую платформу для проведения ПЦР
Bio-Rad QX100™ DropletDigital™, в которой не
использовались микрочипы. Отличительная осо-
бенность анализа в такой системе заключается в
соединении нескольких технологий в одной: тех-
нологии эмульгирования капель, классической
ПЦР и проточной цитометрии. Высокая пропуск-
ная способность QX100™ DropletDigital обеспечи-
вает точность и надежность анализа, высокую эф-
фективность обработки образца (https://www.bio-
rad.com/ru-ru/life-science/digital-pcr/qx100-ddpcr-sys-
tem). Учитывая высокую эффективность обнару-
жения целевых молекул нуклеиновых кислот, эту
систему усовершенствовали до платформы
QX200, которая состоит из двух приборов ‒ гене-
ратора капель и считывателя капель. Генератор
капель разбивает каждый образец на большое ко-
личество капель, объем каждой из которых равен
1 нл, что позволяет в разы увеличить чувствитель-
ность и определить 1 копию мишени среди
100000 копий. Считыватель капель анализирует
уровень флуоресценции в каждой капле, подсчи-
тывая количество положительных (содержащих
мишень) и отрицательных (пустых) капель [28].

Совершенно новая методика цПЦР-миро-
флюидного анализа в нанопланшетах разработа-
на компанией “QIAGEN”. В этой методике ис-
пользуется платформа для проведения цПЦР и
набор планшетов с лунками, каждая из которых
состоит из множества микролунок (микрореакто-
ров), что позволяет значительно повысить повто-
ряемость получаемых результатов по сравнению с

другими системами (https://www.qiagen.com/ru/prod-
uct-categories/discovery-and-translational-research/pcr-
qpcr-dpcr/dpcr-assays-kits-and-instruments) [1, 28].
Для предотвращения загрязнения каждый нано-
планшет имеет индивидуальную защитную плен-
ку. В приборе компании “QIAGEN QIAcuity” ав-
томатизированы все этапы обработки планшета,
а именно, распределение по микролункам, тер-
моциклирование, визуализация результатов и
анализ данных. Прибор считывает флуоресцен-
цию одновременно со всех лунок, что сокращает
общее время детекции. Разнообразие планшетов
(26K 24-well; 8,5K 24-well и 96-well) позволяет
проводить различные эксперименты – от анали-
за экспрессии генов до исследования жидкой
биопсии с разным количеством образцов
(https://www.qiagen.com/ru/product-categories/
discovery-and-translational-research/pcr-qpcr-dpcr/
dpcr-assays-kits-and-instruments) [28].

Китайской компанией “RainSure Scientific” пред-
ставлена новая система анализа DropDx-2044HT,
состоящая из станции подготовки образцов SG-2000
и картриджного сканера. В основе работы данной
системы лежит микрофлюидная технология. Ав-
томатическая регуляция давления и микрофлю-
идный картридж позволяют быстро и плавно по-
лучать однородные капли микроэмульсии (20–30 тыс.
за 70 с), а высокая скорость нагрева и охлаждения –
осуществлять все циклы амплификации за 45 мин.
Показана возможность цифровой системы ПЦР
для мультиплексного обнаружения целей, много-
канального сбора сигналов флуоресценции за
счет наличия в картриджном сканере пяти каналов
детекции флуоресценции (https://www.rainsureglob-
al.com/Sample-Prep-Station-pd42245300.html).

В табл. 1 приведены характеристики пяти
представленных сегодня на рынке технологиче-
ских платформ для проведения цПЦР. Анализ до-
ступных источников показывает, что системы
различаются по типу, количественным показате-
лям объема реакционной смеси, генерируемых
капель, анализируемых образцов и т.д. В целом, в
производстве таких систем наблюдаются тенден-
ции к увеличению количества капель и уменьше-
нию времени термоциклирования [12].

В настоящее время наблюдается тенденция к
миниатюризации приборов, которая заключается
в стремлении превратить существующее оборудо-
вание в более компактные системы “point-of-
care” (POC). Строение типичной платформы для
цПЦР включает объемные детали для распреде-
ления образца по лункам, термоциклирования и
анализа данных, некоторые системы дополни-
тельно содержат генератор капель для обеспече-
ния высокопроизводительного количественного
определения целевых нуклеиновых кислот. Тем
не менее, технологии стремительно развиваются
и в будущем мы сможем использовать цПЦР для
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применения в системах POC. Уже описаны при-
меры эффективных миниатюрных систем для
ПЦР-РВ [29]. Развитие технологий Lab-On-Chip
способствует реализации этапов молекулярного
тестирования (лизис образца, очистка нуклеино-
вой кислоты, обратная транскрипция РНК (если
необходима), амплификация целевой области
ДНК и оптическое измерение ее продуктов) на
значительном уровне миниатюризации. Напри-
мер, на основе метода ПЦР-РВ разработано ми-
ниатюрное устройство для обнаружения гена ге-
магглютинина вируса гриппа A/H1N1, проводя-
щее количественный экспресс-анализ (30 циклов
за 15 мин) с высокой чувствительностью и специ-
фичностью [29].

Разработана система “Pathogen Analyzer” для
детекции патогенов, сочетающая технологию
ПЦР и тестирование антигенов. Принцип работы
этой системы частично напоминает работу
цПЦР-системы. Тестовый чип содержит капли
гидрогеля, каждая из которых представляет собой
“биосенсор”. Для экспресс-тестирования, на-
пример, на наличие в организме коронавируса
SARS-CoV-2, мазок из носоглотки переносят в
буферный раствор, а затем наносят на чип. Тесто-
вый чип нагревается, таким образом проходят
этапы стандартной ПЦР, но при постоянной тем-
пературе (62°С). Каждый биосенсор, как отдель-
ный тест, содержит молекулы, длина волны излу-
чения которых меняется при присоединении к
ним целевого патогена. Анализатор определяет
количество генетического материала возбудителя
и отправляет окончательный результат в специ-
ально разработанное приложение для смартфона
(https://www.news-medical.net/news/20221102/New-
Pathogen-Analyzer-combines-the-advantages-of-PCR-
and-rapid-antigen-testing.aspx). Это один из ярких
примеров миниатюризации прибора для определен-
ной технологии.

МУЛЬТИПЛЕКСНАЯ цПЦР
Мультиплексный анализ имеет ряд преиму-

ществ перед стандартным моноплексным анали-
зом, в число которых входят снижение стоимости
реагентов, расхода образца и времени обработки,
а также погрешности дозаторов и пипетирования
[30]. Мультиплексирование стало возможным и
для цПЦР, при этом появляется уникальная воз-
можность точно измерять несколько мишеней за
одну реакцию [4].

В зависимости от платформы проведения
цПЦР существует возможность определения це-
левых мишеней, используя от двух до пяти кана-
лов. В присутствии более одного зонда в реакци-
онной смеси маркировка зондов осуществляется
разными красителями [6]. При этом даже при на-
личии только двух каналов существует возмож-
ность обнаружения нескольких мишеней за счет

амплитудного “мультиплексирования” ‒ внесе-
ние зондов с одинаковым флуорофором в разных
концентрациях для каждой мишени. В 2021 году
была показана возможность типирования и опре-
деления происхождения вируса сезонного гриппа
с помощью мультиплексной цПЦР [5].

В клинической практике мультиплексная
цПЦР нашла применение в типировании вируса
сезонного гриппа и диагностике острого респи-
раторного синдрома, вызванного SARS-CoV-2
[4]. В 2022 г. группой китайских ученых под руко-
водством Xunhua Zhu разработан протокол муль-
типлексной цПЦР для определения четырех воз-
будителей вирусных инфекций центральной
нервной системы – энтеровируса, парэховируса и
двух типов герпесвируса ‒ в ликворе. Мульти-
плексирование проводили за счет амплитудного
разведения зондов для двух каналов детекции. Ре-
зультаты исследования подтвердили высокую
чувствительность такого анализа, использование
которого позволило дискриминировать потенци-
ально опасных возбудителей вирусных инфекций
центральной нервной системы [4].

ОПРЕДЕЛЕНИЕ БАКТЕРИЙ, ВИРУСОВ 
И ПАРАЗИТОВ С ПОМОЩЬЮ цПЦР

Инфекционные заболевания занимают одну
из ведущих позиций среди причин смертности на
каждом континенте. Патогенные микроорганиз-
мы, включая бактерии, грибы, вирусы и другие,
нарушают структуру тканей, что приводит к раз-
витию воспаления в организме хозяина.

Всемирная организация здравоохранения
ежегодно сообщает о росте числа новых инфек-
ционных заболеваний во всем мире и увеличении
смертности от них, особенно в странах со сред-
ним и низким уровнем жизни. Эта тенденция обу-
словлена увеличением количества возбудителей,
обладающих лекарственной устойчивостью (https://
www.who.int/ru/news-room/fact-sheets/detail/the-
top-10-causes-of-death). Кроме того, высокая кон-
тагиозность вирусов, ответственных за возникно-
вение таких современных эпидемий, как напри-
мер, коронавирусная болезнь 2019 г. (COVID-19),
болезни Эбола и Зика, птичий грипп H5N1, усу-
губляет проблемы общественного здравоохране-
ния, поскольку приводит к огромным человече-
ским и финансовым потерям [31]. Поэтому имен-
но в медицинской вирусологии цПЦР активно
используется как инструмент количественного
определения вирусных нуклеиновых кислот.

Благодаря цПЦР появилась возможность де-
тектирования вирусов гепатитов, Т-клеточного
лимфотропного вируса типа 1, что не удавалось
сделать раньше из-за недостаточного количества
материала вируса, служащего положительным
контролем [32, 33]. цПЦР широко применяется
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для идентификации “наследственного” интегри-
рованного в хромосомы герпесвируса человека
типа 6 (iciHHV-6). Для этого рассчитывают точ-
ное соотношение вирусных и человеческих гено-
мов в точечной ДНК.

Для выявления и мониторинга первичных ин-
фекций кровотока разработан протокол цПЦР,
который позволяет с высокой степенью чувстви-
тельности, специфичности и в течение короткого
промежутка времени обнаружить ДНК патогена
[34]. Так, показана возможность с помощью
цПЦР детектировать видоспецифичные гены зо-
лотистого стафилококка Staphylococcus aureus
(nuc), Streptococcus pneumoniae (lyta) и Escherichia
coli (uida) [9]. В качестве примера можно сравнить
результаты обнаружения штаммов E. coli, проду-
цирующих шига-токсин, с помощью официально
валидированных методик с результатами, полу-
ченными методом цПЦР. Показано, что при сход-
стве получаемых результатов проведение цПЦР
требует меньше времени [35]. Благодаря возмож-
ности одновременной идентификации возбуди-
телей нескольких инфекций и динамического
мониторинга изменений концентрации патоген-
ных микроорганизмов в крови, цПЦР можно ис-
пользовать для оценки эффективности лекар-
ственной терапии и прогноза выживаемости па-
циентов [36–38].

Малярия, вызываемая малярийным плазмоди-
ем, представляет серьезную проблему для стран,
эндемичных по этому заболеванию [39]. Низкая
чувствительность микроскопического метода
подсчета паразитов в капле крови приводит к то-
му, что в некоторых эндемичных по малярии ре-
гионах от 50 до 80% населения являются бессимп-
томными носителями инфекции. В настоящий
момент малярию диагностируют с использовани-
ем метода ПЦР-РВ, для которого требуются ка-
либраторы с известной концентрацией патогена
и четкая кривая флуоресценции при оценке ре-
зультата анализа, что усложняет процесс иденти-
фикации данных [40]. Сравнение результатов ко-
личественного определения возбудителей маля-
рии в крови методами цПЦР и ПЦР-РВ показало,
что цПЦР обеспечивает гораздо более высокую
повторяемость результатов, чем ПЦР-РВ. Так,
количество копий ДНК в дубликатах образцов,
измеренное с помощью цПЦР, различалось в
1.5 раза, что значительно меньше, чем в случае
ПЦР-РВ, где отличие составило 2.5‒6 раз [41].

На сегодняшний день цПЦР активно исполь-
зуется для количественной оценки вирусной на-
грузки SARS-CoV-2, определения инфекционно-
сти и мониторинга течения заболевания, что
крайне важно для эпидемиологического надзора
[42]. Эталонным методом выявления SARS-CoV-2
в настоящее время считается метод количествен-
ной ПЦР с обратной транскрипцией, однако у

этого метода существует ряд ограничений, в том
числе наличие ложноотрицательных результатов
[43, 44], что способствует развитию новых мето-
дов определения генетических особенностей
штаммов данного патогена. Ложноотрицатель-
ные результаты ПЦР-тестов могут быть обуслов-
лены мутациями в областях, которые служат ми-
шенями, минимальным количеством вирусного
материала в образце или влиянием ингибиторов
амплификации [45]. цПЦР способна эффективно
решить эту проблему, поскольку позволяет обна-
ружить вирусную РНК даже при низком количе-
стве ее копий, в то время как выявить РНК вируса
в таких образцах с помощью ПЦР-РВ не удается.
Так показано, что цПЦР обладает более низким
пределом обнаружения (limit of detection, LOD)
РНК SARS-CoV-2, чем ПЦР-РВ [46, 47].

Согласно Cassinari и соавт., цПЦР позволяет с
большей чувствительностью оценить вирусную
нагрузку, чем количественная ПЦР-РВ. Так, эф-
фективность обнаружения вирусной нуклеино-
вой кислоты методом ПЦР-РВ составила 62%
против 85% в случае цПЦР [42, 45]. Кроме того,
цПЦР, как метод определения вирусной нагруз-
ки, позволяет прогнозировать ответ пациентов с
диагностированным SARS-CoV-2 на лечение, что
крайне важно для подбора индивидуальной схе-
мы терапии [48].

ДИАГНОСТИКА ОНКОЛОГИЧЕСКИХ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

цПЦР
цПЦР, применяемую с целью молекулярно-

генетической диагностики ряда заболеваний,
можно использовать для подбора схемы индиви-
дуальной таргетной терапии. Диагностику онко-
логических заболеваний на ранних стадиях за-
трудняет отсутствие видимых клинических про-
явлений, поэтому большой интерес имеет поиск
и обнаружение специфических биомаркеров как
диагностических, так и прогностических [49–51].
Перспективным направлением поиска онкомар-
керов считается изучение внеклеточной ДНК,
присутствующей в биологических жидкостях, по-
скольку доступ ко многим новообразованиям
ограничен и невозможно получить образец опу-
холевой ткани неинвазивным способом.

Определить стадию развития некоторых опу-
холей можно с помощью анализа нуклеиновых
кислот, циркулирующих в плазме или сыворотке
крови. К свободно циркулирующим нуклеино-
вым кислотам относятся геномная ДНК, мтДНК,
вирусные ДНК и РНК, мРНК, а также мик-
роРНК [49, 52, 53], которые попадают в кровь в
результате некротических и апоптотических из-
менений ткани. Для анализа внеклеточной ДНК
на ранних стадиях развития злокачественных
опухолей, когда ее концентрация в крови крайне
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низка, необходимы высокочувствительные мето-
ды. К таким методам относится цПЦР, позволя-
ющая обнаруживать мутации в небольших коли-
чествах биологического материала.

На сегодняшний день в качестве онкомаркера
рака предстательной железы используется уро-
вень сывороточного простатспецифического ан-
тигена (prostate specific antigen, PSA). Потенци-
альным биомаркером рака предстательной желе-
зы может служить длинная некодирующая РНК
MYU, способствующая пролиферации и мигра-
ции клеток предстательной железы [54]. Кроме
этого, распространенным событием при метаста-
тическом резистентном к кастрации раке пред-
стательной железы является амплификация локу-
са андрогенного рецептора (AR). Показана воз-
можность высокоточного определения числа
копий гена AR во внеклеточной ДНК с использо-
ванием мультиплексной цПЦР [55].

Еще один пример – использование цПЦР для
выявления мутаций в генах, ответственных за
развитие рака молочной железы. Прогностиче-
ским фактором при данном заболевании служит
герминальная мутация гена BRCA15382insC [56,
57], не выявляемая с помощью обратной тран-
скрипции с последующей ПЦР-РВ. Описан случай,
когда обнаружение делеции гена BRCA1 методом
цПЦР позволило назначить адекватное лечение,
которое привело к полной морфологической ре-
грессии опухоли [58]. Кроме того, цПЦР применя-
ется для идентификации циркулирующих в крови
клеток рака шейки матки [59, 60].

В табл. 2 представлены результаты сравнения
чувствительности детекции некоторых онкомар-
керов с помощью количественной ПЦР и цПЦР.
Показано, что предел обнаружения при исполь-
зовании цПЦР в несколько раз ниже, чем у коли-
чественной ПЦР.

Важно отметить, что присутствие внеклеточ-
ной ДНК в биологических жидкостях человека не
всегда свидетельствует о развитии опухоли. Так,
после трансплантации органов в организме реци-

пиента циркулирует внеклеточная донорная
ДНК, что можно использовать для мониторинга
маркеров отторжения трансплантата с помощью
цПЦР [65].

Внеклеточная ДНК в жидкостях организма
имеет неоценимое значение также для диагно-
стики нейроопухолей [66, 67]. Глиомы – первич-
ные опухоли, происходящие из паренхимы го-
ловного мозга, в зависимости от типа клеток де-
лятся на астроцитомы, олигодендроглиомы и
эпендимомы. Важную роль в диагностике и вы-
боре стратегии лечения глиом играет определе-
ние степени злокачественности опухоли. Глиомы
низкой степени злокачественности возникают
вследствие мутации в гене BRAF, который коди-
рует киназу, отвечающую за формирование внут-
риклеточных сигналов, направленных на рост
клетки [68]. Высокая степень злокачественности
глиом обусловлена мутацией К27 в гене H3F3A,
кодирующего гистон Н3 [69]. Разработан прото-
кол обнаружения мутации K27M гена H3 в спин-
номозговой жидкости с использованием цПЦР
[70]. Этот протокол оптимизирован для обнару-
жения внеклеточной ДНК в образцах ликвора пу-
тем введения процедуры предварительной ампли-
фикации целевой области гена H3 и оптимизации
условий проведения цПЦР. Примечательно, что
данный протокол прошел апробацию на двух тех-
нологически разных платформах цПЦР: QX200
Droplet (“Bio-Rad”) и QIAcuity (“QIAGEN”); эф-
фективность обнаружения статуса глиомы при
этом была сопоставимой. В трех из четырех об-
разцов ликвора, взятых у пациентов с K27M-по-
ложительным статусом диффузной глиомы, обе
платформы позволили обнаружить мутантный
аллель.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

цПЦР – это усовершенствованный метод тра-
диционной ПЦР-РВ, позволяющий осуществ-
лять прямой подсчет числа молекул нуклеиновых
кислот. цПЦР активно используется для опреде-

Таблица 2. Чувствительность детекции онкомаркеров с помощью различных методов

Ген Функциональные 
особенности гена

Вид 
новообразования Маркер

Метод обнаружения

Источникколичественная 
ПЦР ИФА цПЦР

BRCA1 Опухолевый
супрессор

Рак молочной 
железы

Делеция 50 нг/мл – 10 нг/мкг  [61, 62]

BRCA2

HER2 Рецептор эпидер-
мального фактора 
роста типа 2

Изменение числа 
копий

57 мкг/мл – 20 нг/мкл  [63]

ALK Киназа анапластиче-
ской лимфомы

Рак легкого Уровень экспрес-
сии

– 200 нг/мкл 10 нг/мкл  [64]
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ления вариации числа копий генов в генно-моди-
фицированных организмах, при кариотипирова-
нии, на различных моделях заболеваний человека,
при определении экспрессии генов, а также при
осуществлении эпигенетического контроля [9, 71].

Современная технология определения нукле-
иновых кислот – цПЦР – наряду с классической
ПЦР и ПЦР-РВ уже занимает свою нишу в обла-
сти молекулярной диагностики. За счет определе-
ния единичных таргетных молекул при их низкой
концентрации в образце и способности обнару-
жения редких вариантов мишени, обладающей
низкоэффективной амплификацией, цПЦР су-
щественно расширяет возможности для научных
и клинических исследований, что крайне важно в
свете вновь появляющихся патогенов и связан-
ных с этим тяжелых заболеваний.
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Digital PCR as a Highly Sensitive Diagnostic Tool: a Review
K. V. Kopylova1, Ed. W. Kasparov1, I. V. Marchenko1, and M. V. Smolnikova1, *

1Scientific Research Institute of Medical Problems of the North, Krasnoyarsk, 660022 Russia
*e-mail: smarinv@yandex.ru

Nowadays digital PCR (dPCR) is a nucleic acid quantification method widely used in genetic analysis. One
of the most significant advantages of dPCR over other methods is the possibility for absolute quantitative de-
termination of genetic material without construction of calibration curves, which allows one to detect even
single molecules of nucleic acids, and, hence, early diagnosis of diseases. A specific characteristic of dPCR
is the detection of the analyzed biological object in each microreaction, followed by the presentation of the
analysis results in a binary system, thereby giving the method name. The key aspects of developing the dPCR
method, i.e. from the first devices based on microfluidic chip technology to modern systems capable of mea-
suring a target at a concentration of up to 1 in 100000 copies were shown in the current work. We analyzed
the data on the detection of various pathogens using dPCR, as well as summarized various study results
demonstrating the innovativeness of this method “point-of-care”. Both the possibilities of multiplex dPCR
analysis and its potential in clinical practice were presented. The review also addresses the issue of the dPCR
role in the development of non-invasive methods for oncological diseases to be analyzed. Possible ways of de-
veloping dPCR technology were emphasized, including the use as a “point-of-care” systems.

Keywords: digital PCR, dPCR, infection, DNA, oncology, virus, COVID-19
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Белки PARP1 и PARP2 входят в семейство поли(ADP-рибоза)полимераз, вовлеченных в регуляцию
репарации и репликации ДНК, процессинг РНК, биогенеза рибосом, транскрипции, а также в про-
цессы деления и гибели клеток. PARP1 и PARP2 считаются перспективными мишенями для разра-
ботки противоопухолевых препаратов и могут найти применение для лечения сердечно-сосуди-
стых, нейродегенеративных и онкологических заболеваний. Ранее показано, что домен WGR играет
центральную роль в функционировании белков PARP1 и PARP2. В обзоре рассмотрены механизмы
участия домена WGR в функционировании белков PARP1 и PARP2, которые имеют ряд как схожих,
так и специализированных свойств. Понимание этих процессов представляет большой интерес для
фундаментальной науки, а также будет способствовать разработке более эффективных и селектив-
ных ингибиторов PARP1 и PARP2.

Ключевые слова: PARP1, PARP2, WGR, ингибиторы PARP1, ингибиторы PARP2
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СТРУКТУРА И ФУНКЦИИ PARP1 И PARP2

Семейство ядерных белков, поли(ADP-рибо-
за)полимераз (PARP) человека, включает в себя
17 представителей, объединенных по наличию
консервативной аминокислотной последователь-
ности каталитического центра (CAT). Характер-
ная особенность САТ всех белков PARP (PARP-
signature) ‒ наличие ADP-рибозилтрансферазно-
го домена (ART) [1, 2]. Ключевые представители
семейства: PARP1 и PARP2 (PARP1/2) – вовлече-
ны в регуляцию важнейших процессов в клетке,
таких как репарация и репликация ДНК, процес-
синг РНК, биогенез рибосом, транскрипция, де-
ление и гибель клеток [3‒6]. Особую роль эти

белки играют в поддержании стабильной работы
генома, поскольку выступают в роли сенсоров
повреждений и запускают репарацию ДНК, а так-
же реакции, способствующие адаптации клетки к
стрессу [7‒9].

PARP1 и PARP2 (PARP1/2) обладают как об-
щими, так и самостоятельными функциями в
клетке. Нокаут PARP1 в клетках и эмбрионах не
приводит к гибели организма, так как белок
PARP2 способен компенсировать его функции
[10‒12], но двойной нокаут, PARP1/2, летален
для эмбрионов [12, 13]. Благодаря отличному от
PARP1 репертуару узнаваемых ДНК-субстратов,
которые формируются при повреждении, PARP2
обладает специфическими функциями в репара-

Сокращения: ART (ADP-ribosyltransferase) – ADP-рибозилтрансферазный домен; BRCT (BRCA1 C-terminus) – домен
PARP1, содержащий С-концевой мотив BRCA1 (breast cancer 1); CAT (catalytic domain) – каталитический центр; CTR (C-ter-
minal region) – С-концевая область; FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) – метод восстановления флуоресцен-
ции после обесцвечивания; HD (helical domain) – спиральный домен; HPF1 (histone PARylation factor 1) – фактор-1
PARилирования гистонов; NTR (N-terminal region) – N-концевая область; PAR (poly(ADP-ribose)) – поли(ADP-рибоза);
PARP1 (poly(ADP-ribose) polymerase 1) – поли(ADP-рибоза)полимераза-1; PARP2 (poly(ADP-ribose) polymerase 2) – по-
ли(ADP-рибоза)полимераза-2; SSBs и DSBs (single strand breaks, double strand breaks) – одноцепочечные и двухцепочечные
разрывы; WGR (tryptophan-glycine-arginine-rich domain) – домен, названный по ключевым аминокислотным остаткам:
Trp (W), Gly (G) и Arg (R); XRCC1 (X-ray repair cross complementing 1) – белок-1 из группы комплементации, фактор репа-
рации; Zn1, Zn2 и Zn3 (zinc fingers 1, 2, 3) – домены цинковых пальцев 1, 2, 3.

УДК 577.32
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ции, а не полностью дублирует функции PARP1.
Кроме того, PARP2 регулирует избыточную фер-
ментативную активность PARP1, которая может
приводить к гибели клетки [14]. Об этом косвен-
но свидетельствует снижение эффективности по-
ли(ADP)рибозилирования (PARилирования) в
присутствии обоих ферментов в сравнении с
уровнем PARилирования, катализируемым толь-
ко белком PARP1 [15].

PARP2 обладает также уникальными ткане-
специфичными функциями в организме. Напри-
мер, он играет ключевую роль в сперматогенезе
[16]. PARP2 обеспечивает рецептивность эндо-
метрия и имплантацию эмбрионов у мышей, по-
давляя экспрессию N-кадгерина и способствуя
фосфорилированию Е-кадгерина в клетках эндо-
метрия [17, 18]. PARP2 регулирует экспрессию
SIRT1 (NAD+-зависимой деацетилазы), предот-
вращая таким образом аутофагию [19]. В работе
[20] показано, что PARP2 проявляет высокую ак-
тивность в присутствии рРНК in vitro, а также при
генотоксическом стрессе участвует в синтезе це-
пей поли(ADP-рибозы) (PAR) в ядрышке ‒ то
есть в каскаде сохранения РНК во время клеточ-
ного ответа на повреждение ДНК [21, 22].

Белки PARP1 и PARP2 обладают значительной
гомологией CAT-участков: они состоят из домена
ART и регуляторного спирального домена (HD)
(рис. 1). PARP2, как и PARP1, использует NAD+ в
качестве донора ADP-рибозы для синтеза цепо-
чек PAR, ковалентно присоединяя их к белкам-
мишеням (реакция PARилирования) и прежде
всего модифицируя себя (авто-PARилирование)
[5]. PARP1/2 модифицируют белки преимуще-
ственно по остаткам аспартата и глутамата, но
под действием фактора HPF1 происходит изме-
нение специфичности PARилирования и более

предпочтительными субстратами становятся
остатки серина [23]. Кроме того, PARP2 способен
PARилировать ДНК по 5'-концевым фосфатам и
тем самым модифицировать геномную ДНК [24].
В результате сравнительного анализа кристалли-
ческих структур каталитических доменов показа-
но [25], что акцепторная петля в ART-домене
PARP2 несет 6 уникальных остатков, отсутствую-
щих в петле PARP1. Это приводит к увеличению
размера петли и повышенной способности PARP2
генерировать разветвленные цепи PAR [5].

Несмотря на то, что функции N-концевых
участков (N-terminal regions, NTR) PARP1 и
PARP2 заключаются в связывании ДНК, струк-
турное сходство между ними отсутствует. У белка
PARP1 N-концевой участок хорошо структуриро-
ван и представлен тремя доменами цинковых
пальцев (рис. 1). “Цинковые пальцы” обеспечи-
вают связывание PARP1 с одноцепочечными и
двухцепочечными разрывами ДНК (SSBs и DSBs
соответственно), а также рядом неканонических
структур ДНК: квадруплексами, крестообразны-
ми формами, шпильками [27‒33]. Известно, что
удаление N-конца PARP1 снижает эффектив-
ность связывания фермента с ДНК более чем в
1000 раз, при этом удаление N-конца PARP2 при-
водит к падению эффективности связывания с
ДНК всего в 4 раза [2]. NTR PARP2 не обладает
упорядоченной структурой и его роль в связыва-
нии с ДНК остается предметом для обсуждения.
N-конец PARP2 несет сигналы ядерной и
ядрышковой локализации и определяет транс-
порт PARP2 в ядро клетки, но не влияет на связы-
вание с повреждениями ДНК [11]. Таким обра-
зом, связывание PARP2 с ДНК регулируется его
NTR лишь частично.

Репертуар повреждений, которые узнает PARP2,
отличается от такового для PARP1. М. Кутузов

Рис. 1. Доменная структура PARP1 и PARP2. Zn1, Zn2, Zn3 – домены цинковых пальцев; BRCT – домен, родственный
С-концевому домену белка репарации BRCA1; WGR – домен, названный по ключевым аминокислотным остаткам:
Trp (W), Gly (G) и Arg (R); HD – cпиральный домен, регулирующий каталитическую активность; ART – ADP-рибо-
зилтрансферазный каталитический домен; NTR – N-концевая область; CTR – С-концевой участок. Рисунок пред-
ставляет модифицированную версию из работы [26] (CreativeCommonsAttribution-NonCommercial-NoDerivativesLi-
cense 4.0 (CCBY-NC-ND)).
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(М. Kutuzov) и соавт. [15] изучили спектр субстра-
тов PARP2, среди которых были ДНК, содержа-
щие SSBs, DSBs, а также одноцепочечные участ-
ки, выступающие как по концам фрагментов
ДНК, так и внутри дуплекса (f laps and overhangs),
бреши различной длины (gaps), липкие концы,
ДНК разного размера, а также разветвленные
ДНК с сочленениями 4 или 3 цепей и ДНК со
шпильками. Показано, что PARP2 наиболее эф-
фективно (Kd < 30 нМ) связывается с субстрата-
ми, содержащими свисающие одноцепочечные
фрагменты и разветвленную ДНК. Константа дис-
социации взаимодействия PARP2 с SSBs или бре-
шами варьировала от 60 до 110 нМ, а связывание с
DSBs было низкоаффинным (Kd ~ 200 нМ). Таким
образом, PARP2 может связываться с широким
спектром ДНК-структур, имитирующих интер-
медиаты различных стадий репарации ДНК. Кро-
ме того, для PARP2 выявлено взаимодействие с
цепями PAR, что можно объяснить схожестью их
третичной структуры с одноцепочечными нукле-
иновыми кислотами. Так, цепи PAR эффективно
индуцировали каталитическую активность
PARP2, но не PARP1; причем действие PAR было
более интенсивным, чем одноцепочечных ДНК
или РНК [34]. Установлено, что делеция домена
WGR предотвращает связывание PARP2 c ДНК,
из чего следует, что этот домен играет ключевую
роль в этом процессе [2].

РОЛЬ ДОМЕНА WGR 
В ФУНКЦИОНИРОВАНИИ PARP1

Особый интерес представляет изучение функ-
ций WGR-домена PARP1. C применением био-
физических и биохимических подходов опреде-
лена центральная роль домена WGR в аллостери-
ческой регуляции PARP1. Она заключается в том,
что распознавание повреждений ДНК “цинковы-
ми пальцами” запускает сеть последовательных
конформационных преобразований в молекуле
PARP1, приводящих к активации CAT [35, 36].
Установлено, что домен WGR взаимодействует с
Zn1, Zn3, CAT и ДНК и образует сеть междомен-
ных контактов, которая связывает интерфейс по-
вреждения ДНК с доменом CAT [32] (рис. 2).
С помощью масс-спектрометрии в сочетании с

водородно-дейтериевым обменом показано, что
остаток R591 домена WGR образует ключевые
контакты с Zn1 и HD ‒ доменом, регулирующим
активность САТ [37, 38] (табл. 1). Таким образом,
остаток R591 PARP1 играет решающую роль в
ДНК-зависимой активации, формируя мостик
между ДНК-связывающим интерфейсом и CAT.

Кроме ключевой роли WGR домена в актива-
ции PARP1 было показано, что он играет важную
роль в способности PARP1 перемещаться по
ДНК. В экспериментах по лазерному микрооблу-
чению живых клеток показано, что PARP1 может
перемещаться по хроматину, сканируя поврежде-
ния ДНК [39], и очень быстро (менее чем за 10 с)
в больших количествах накапливаться в местах
повреждения ДНК [40]. PARP1 хорошо связывает
DSBs, но при этом обладает существенным срод-
ством к неповрежденной ДНК – миллиардам пар
оснований, которые присутствуют в ядре в концен-
трациях ~100 мг/мл [41]. Парадоксальным образом
высокая скорость накопления PARP1 в местах по-
вреждений не соответствует скорости повторяю-
щихся циклов случайной ассоциации‒диссоциа-
ции при перемещении PARP1 за счет диффузии.
Это наблюдение дает основание полагать, что
PARP1, как и другие ДНК-связывающие белки
(например, факторы транскрипции [42]), переме-
щается по геному, задействуя механизм, который
не опирается на нерегулируемую диссоциа-
цию‒реассоциацию. В 2018 году группой Каро-
лин Люгер (K. Luger) [41] для перемещения
PARP1 по ДНК предложен механизм внутрице-
почечного переноса (intrastrand transfer). В соот-
ветствии с этой моделью, PARP1 перемещается от
одного сайта ДНК к другому, подобно тому, как
обезьяны “кочуют” с ветки на ветку за счет пере-
носа центра тяжести с одной конечности на дру-
гую, ‒ поэтому этот механизм также называют
“Monkey bar”.

Для проверки гипотезы “Monkey bar” исполь-
зовали олигомеры с DSBs на концах, имитирую-
щие поврежденную ДНК, а также кольцевую
плазмидную ДНК, не имеющую повреждений и
разрывов. Перемещение PARP1 происходило и
на поврежденной, и на интактной ДНК [41]. Та-
ким образом, этот механизм может быть реализо-

Таблица 1. Ключевые аминокислотные остатки WGR-домена PARP1

Аминокислотный 
остаток PARP1 Функция Источник

N567 ДНК-зависимая активация катализа [32]
R589 Связывание ДНК за счет стекинга с рибозой 5'-концевого нуклеотида [32]
R591 ДНК-зависимая активация катализа за счет формирования контактов с 

доменами Zn1 и HD
[38]

K633 ДНК-зависимая активация катализа [32]
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ван и при перемещении PARP1 по хроматину в
поисках дефектов ДНК.

Такой способ перемещения позволяет PARP1
эффективно сканировать геном и быстро связы-
ваться с новыми участками ДНК. При обнаруже-
нии повреждения сродство PARP1 к ДНК резко
увеличивается, фермент останавливается на де-
фектном участке и запускает процесс репара-
ции. С помощью флуоресцентной анизотропии
показано, что в растворе, в котором присутство-
вали флуоресцентно меченные олигомеры ДНК
(ДНКф), PARP1 и конкурентная ДНК (ДНКк),
происходит формирование тройного комплекса
ДНКф‒PARP1‒ДНКк и конформационная пере-
стройка PARP1 [43]. Для образования тройного
комплекса с одновременно связанными двумя
разными молекулами ДНК требуется два отдель-
ных сайта связывания ДНК. В молекуле PARP1
присутствует три домена цинковых пальцев (Zn1,

Zn2, Zn3) и WGR, которые могут вносить вклад в
подобное связывание ДНК (рис. 1). С целью
определить, участвует ли один или несколько из
этих доменов в образовании тройного комплекса,
необходимого для эффективного высвобождения
ДНК, М. Langelier и др. [32] сконструировали де-
леционные мутанты PARP1, в которых отсутство-
вал один из этих доменов. Для всех мутантов из-
мерили скорость ассоциации и диссоциации. По-
казано, что мутанты с делецией цинковых
пальцев (ΔZn1, ΔZn2 и ΔZn3) работали так же, как
PARP1 дикого типа, в то время как мутант ΔWGR,
терял способность формировать тройной ком-
плекс. Аналогично вел себя мутант PARP1 с то-
чечной мутацией аминокислотного остатка W589
в WGR-домене [32], для которого ранее было по-
казано, что он необходим для связывания с ДНК.

В экспериментах, проведенных J. Rudolph
и др. [41] на эмбриональных фибробластах мыши,

Рис. 2. Функционирование PARP1. 1 ‒ Домены белка PARP1, не связанного с ДНК, разделены линкерными областя-
ми и располагаются подобно бусинам на нитке. HD стабилизирует каталитический домен ART в неактивном состоя-
нии. 2 ‒ При обнаружении повреждения ДНК домены Zn1, Zn2 и Zn3 группируются вокруг разрыва ДНК и преиму-
щественно за счет Zn1 образуют междоменные контакты с WGR. WGR в свою очередь взаимодействует с HD, что при-
водит к дестабилизации конформации последнего и формированию более гибкой и динамичной конформации ART,
обеспечивая тем самым доступ NAD+ к активному центру. Так, домены PARP1, перемещаясь подобно элементам зуб-
чатого механизма, последовательно индуцируют его каталитическую активность. 3 ‒ При появлении конкурентной
ДНК домены PARP1 могут диссоцировать от исходного сайта и взаимодействовать с новым (пояснение в тексте). Про-
исходит формирование тройного комплекса PARP1 с двумя сайтами ДНК. 4 ‒ В результате конформационных пере-
строек может происходить диссоциация PARP1 от исходного сайта и связывание с новым. Так реализуется механизм
перемещения PARP1 по ДНК по механизму “Monkey bar”. 5 ‒ В результате поступления NAD+ в активный центр про-
исходит PARилирование таргетных белков и, прежде всего, авто-PARилирование. При авто-PARилировании проис-
ходит высвобождение PARP1 от ДНК (за счет электростатического отталкивания отрицательно заряженных полиме-
ров PAR и ДНК) и возвращение к исходной, более релаксированной, структуре.
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сравнивали скорость и эффективность накопле-
ния PARP1 дикого типа и мутанта W589A в местах
повреждения ДНК. В результате выявлено, что
накопление мутанта W589A в местах поврежде-
ния ДНК в клетках снижено. В связи с тем, что
аффинность связывания домена WGR с ДНК ни-
же, чему у “цинковых пальцев”, WGR легче дис-
социирует от исходного сайта в комплексе с ДНК
и присоединяется к другому сайту по механизму
“Monkey bar”. Затем происходит перемещение
остальной части PARP1 на новый сайт ДНК.

Может ли подобный механизм работать в хро-
матине, где геномная ДНК имеет плотную нукле-
осомную упаковку? В этом отношении особого
внимания заслуживают работы, в которых на му-
тантных формах PARP1, лишенных “цинковых
пальцев”, показано, что PARP1 обладает способ-
ностью взаимодействовать с хроматином in vivo
не только за счет взаимодействия с ДНК, а также
за счет распознавания конца гистона Н4 доме-
нами WGR и CAT [39] и активирования гистоном
H2A [44]. Этот фрагмент PARP1 при взаимодей-
ствии с Н4 проявлял способность к эффективно-
му связыванию и последующему стабильному
PARилированию. Эти и другие данные по иссле-
дованию распределения мутантов PARP1 с помо-
щью флуоресцентной визуализации на хромосо-
мах позволили авторам предположить, что PARP1
как бы “прогуливается” по геномной неповре-
жденной ДНК через слабые низкоаффинные вза-
имодействия, сканируя ее [39].

Недавно J. Rudolph и др. [45], используя крио-
электронную микроскопию, показали, что домен
PARP1, содержащий С-концевой мотив белка
BRCA1 (BRCT), способен связываться с нукле-
осомным кором. Скорость высвобождения флуо-
ресцентно меченного дуплекса из комплекса с
мутантной формой PARP1, лишенного домена
BRCT (ΔBRCT), значительно меньше зависит от
концентрации интактной ДНК, чем в случае PARP1
дикого типа. Кроме того, в клеточной линии, экс-
прессирующей только мутантный ΔBRCT PARP1,
наблюдалась его пониженная подвижность в сайтах
повреждений ДНК, индуцированных лазерным
излучением. Однако такой эффект не наблюдали
(в отличие от W589A PARP1) для клеточной линии,
несущей и ΔBRCT PARP1, и PARP1 дикого типа.
На основании этих результатов можно сделать вы-
вод о вкладе BRCT-домена, наряду с WGR, в пере-
мещение PARP1 по механизму “Monkey bar” [45].

Механизм, в котором ключевую роль играют
домены WGR и CAT, реализуется за счет связыва-
ния с концом гистона Н4, который экспонирован
в особых нуклеосомах, располагающихся в про-
моторных областях генов [39]. Этот механизм
связан с участием PARP1 в транскрипции и не за-
висит от присутствия цинковых пальцев и связы-
вания с ДНК. Показано, что роль PARP1 в ядер-

ных процессах может быть опосредована способ-
ностью PARP1 реорганизовать плотную упаковку
нуклеосом и тем самым способствовать функцио-
нированию больших белковых комплексов (тран-
скрипционной и репарационной машин в хрома-
тине) [46, 47]. 

В исследовании, проведенном Х. Li и др. [48],
показано, что, влияя непосредственно на WGR,
можно активировать каталитическую активность
PARP1. Так, обнаружено, что антиоксидантное
действие салидрозида (растительного гликозида,
используемого в фармакологии и косметологии)
in vitro и in vivo обусловлено связыванием с WGR-
доменом PARP1, что приводит к активации САТ.

Таким образом, домен WGR PARP1 играет
ключевую роль в активации его ферментативной
активности за счет формирования интерфейса с
САТ в ходе последовательных конформационных
перестроек в PARP1, происходящих при взаимо-
действии белка с поврежденной ДНК. Кроме то-
го, WGR PARP1 совместно с доменом BRCT
участвует в обеспечении перемещения PARP1 по
хроматину посредством механизма “Monkey bar”.

РОЛЬ ДОМЕНА WGR 
В ФУНКЦИОНИРОВАНИИ PARP2

WGR PARP2 играет ключевую роль в связыва-
нии белка с ДНК и последующей ДНК-зависимой
активации каталитической активности PARP2 [5,
49]. Реализуется сценарий активации PARP2,
сходный с аллостерическим механизмом, опи-
санным выше для PARP1 (рис. 3). А. Riccio и др.
[50] установили, что, связываясь с ДНК, WGR-
домен запускает механизм передачи сигнала до-
мену CAT следующим образом: связывание WGR c
ДНК дестабилизирует регуляторный домен HD,
тем самым высвобождая домен ART для связыва-
ния с NAD+ и, как следствие, PARилирования
белков-мишеней. М. Langelier и др. [2] показали,
что в случае мутантов PARP2 по остатку R140
(аналог R591 PARP1 – ключевой аминокислоты в
WGR-домене, обеспечивающей интерфейс Zn1 и
CAT) исчезала ДНК-зависимая каталитическая
активность. Интересно, что подобный аллосте-
рический механизм есть у еще одного представи-
теля этого семейства – PARP3, в молекуле кото-
рого ключевую роль играет остаток R103 WGR-
домена [2]. В клетке присутствуют две изоформы
PARP2. Изоформа-2 отличается отсутствием
13 аминокислотных остатков, начиная с G68. В
связи с тем, что разные исследователи работают с
различными изоформами PARP2, нумерация
ключевых аминокислотных остатков в них может
отличаться. Так, R591 PARP1 соответствует R153
изоформы-1 и R140 изоформы-2 PARP2.

Разрешенные рентгеноструктурным анализом
структуры комплексов WGR-домена PARP2 с
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различными олигомерами: с ДНК длиной 10 п.н. с
тупыми концами, фосфолированными по 5'-концу
(2.8 Å); c ДНК длиной 20 п.н. с тупыми концами,
фосфолированными по 5'-концу (2.2 Å); c ДНК
длиной 10 п.н. с выступающим одноцепочечным
концом длиной 5 нуклеотидов ‒ позволили авто-
рам, E. Obaji и др. [51], идентифицировать кон-
кретные аминокислотные остатки WGR-домена,
участвующие во взаимодействиях PARP2 с ДНК
(2.98 Å) (табл. 2). Так, WGR PARP2 связывается
по обеим сторонам от повреждения ДНК: K179,
Y132 и К183 контактируют с сахарофосфатным
остовом ДНК; W151, благодаря гидрофобному
кольцу, вступает в стекинг-взаимодействия с ри-
бозой на 5'-конце ДНК; R153 образует водород-
ные связи с 3'-фосфатной группой n – 1 нуклео-
тида; Q159 образует водородную связь с рибозой
n – 1 нуклеотида комплементарной цепи. Y201
напрямую взаимодействует с 5'-фосфатом, а замена
тирозина на фенилаланин приводила к формирова-
нию неактивного PARP2, не обладающего способ-
ностью специфически связываться с 5'-фосфори-
лированной ДНК. Таким образом, аминокислотные
остатки в домене WGR PARP2 играют ключевую
роль во взаимодействии полноразмерного PARP2
с ДНК, а остаток N129 является ключевым эле-
ментом в передаче сигнала активации c WGR на
CAT; при этом две молекулы PARP2 образуют мо-
стик между двумя олигомерами ДНК [51].

Недавно опубликованы две работы по иссле-
дованию структуры комплекса PARP2 с нукле-
осомами [52, 53], в формировании которого ключе-
вая роль принадлежит домену WGR. S. Bilokapic и
соавт. [53] в закристаллизованном комплексе
HPF1‒PARP2‒нуклеосомы обнаружили, что
между двумя нуклеосомами есть мостик, соеди-
няющий свободные концы нуклеосомной ДНК.
Этот мостик образован двумя комплексами
PARP2‒HPF1; причем домены WGR PARP2 свя-
зывают разрыв ДНК и тем самым удерживают
вместе две нуклеосомы. Описаны ключевые
остатки WGR PARP2, среди которых важен оста-
ток R140, располагающийся в сигнальной петле
WGR. Мутация этого остатка предотвращала свя-
зывание нуклеосом и образование мостиков, что
объясняет наблюдаемую in vivo быструю диссоциа-
цию мутантного по R140 PARP2 от хроматина [53].

С помощью количественной визуализации
живых клеток, подвергнутых микрооблучению,
обнаружено, что привлечение и необратимое свя-
зывание (траппинг) PARP2 с поврежденной ДНК
может происходить двумя способами: PARP1-за-
висимым (преимущественно) и PARP1-незави-
симым [54]. Первый механизм реализуется по-
средством распознавания повреждений белком
PARP1, его активацией, в результате чего в месте
дефекта ДНК происходит активный синтез PAR,
который привлекает PARP2. Это было продемон-

Рис. 3. Функционирование PARP2. 1 ‒ Домены белка PARP2, не связанного с ДНК, разделены линкерными областя-
ми и располагаются подобно бусинам на нитке. HD стабилизирует каталитический домен ART в неактивной состоя-
нии. 2 ‒ Связываясь с ДНК, WGR-домен запускает аллостерический механизм передачи активирующего сигнала,
аналогичный PARP1. В то же время в отсутствие “цинковых пальцев” перемещение PARP2 по ДНК по механизму
“Monkey bar” невозможно. Такое отличие определяет различия в удержании (траппинга) белков PARP1 и PARP2 на
хроматине под действием ингибиторов. 3 ‒ При авто-PARилировании PARP2, как и в случае PARP1, происходит элек-
тростатическое отталкивание отрицательно заряженных полимеров PAR и ДНК, в результате чего происходит высво-
бождение PARP2 от ДНК и формирование исходной, более релаксированной, структуры PARP2.
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стрировано с использованием мутантов PARP2
по R140 в WGR-домене. Несмотря на то, что этот
мутант PARP2 терял способность связывать ДНК,
он накапливался в местах повреждения ДНК при
микрооблучении клеток с активным PARP1. Ин-
тересно, что нирапариб почти полностью отме-
нял привлечение мутантного белка PARP2-R140A
в PARP1-продуцирующих клетках. Из этого сле-
дует, что PAR, синтезированный PARP1, а не сам
белок PARP1, привлекает PARP2 к местам повре-
ждения ДНК [54]. Хотя NTR-домен PARP2 может
связывать PAR in vitro [34], мутанты, лишенные
NTR (Δ1–70 и Δ1–87), формировали устойчивые
кластеры, содержащие множество молекул
PARP2 в области повреждения ДНК в клетках,
содержащих PARP1. Это предполагает наличие
другого механизма, опосредующего PAR-зависи-
мое привлечение PARP2.

PARP2 может также привлекаться к местам по-
вреждений ДНК независимо от каталитической
активности PARP1 ‒ за счет прямого ДНК-зави-
симого связывания. Такой способ продемонстри-
рован на клетках с дефицитом PARP1 и с приме-
нением ингибиторов PARP1/2. В этом случае ин-
гибиторы переключали связывание PARP2 с
хроматином с первого механизма (описанного
выше) на второй. При PAR-независимом способе
именно WGR-домен PARP2 играет ключевую
роль в привлечении PARP2 к местам поврежде-

ния в хроматине [54]. Авторы предполагают, что
противоопухолевые препараты нирапариб и тала-
зопариб стерически запирают PARP2 в месте по-
вреждения ДНК через домен WGR за счет меха-
низма, который в значительной степени незави-
сим от авто-PARилирования.

При визуализации поведения живых клеток
при микрооблучении и FRAP (метод восстанов-
ления флуоресценции после обесцвечивания)
выявили, что механизм, лежащий в основе захва-
та PARP2, отличается от PARP1-зависимого.
В случае PARP1 ингибиторы формируют стойкие
очаги накопления PARP1 и обеспечивают его необ-
ратимое связывание в месте повреждения не за счет
фиксации PARP1 в сайте связывания, а за счет по-
стоянного обмена молекул PARP1 ‒ из-за ослаб-
ленного привлечения комплекса XRCC1‒LIG3
(основных ферментов репарации, привлекаемых
PAR-зависимым способом к месту действия) [55].
Необратимое связывание PARP1 ведет к отсро-
ченной репарации дефекта ДНК. Ключевым
остатком, регулирующим обмен PARP1 в месте
повреждений, служит H862 [55], мутации которо-
го приводят к физическому блокированию моле-
кул PARP1 на ДНК. В случае PARP2 ингибиторы
меняют способ формирования его кластеров, ин-
дуцированных повреждением ДНК, из преиму-
щественно PAR-зависимого к стабильному взаи-
модействию PARP2 с ДНК через домен WGR.

Таблица 2. Ключевые аминокислотные остатки WGR-домена PARP2

аНумерация аминокислотных остатков соответствует изоформе-1 PARP2.

Аминокислотный 
остаток PARP2a Функция Источник

N127 Образование стабильного комплекса с ДНК; активация катализа при связыва-
нии SSBs и DSBs

[51]

N129 ДНК-зависимая активация катализа [51]
Y132 Взаимодействие с сахарофосфатным остовом ДНК со стороны 5'-конца; влия-

ние на активность в случае DSB
[51]

W151 Стекинг с рибозой на 5'-конце ДНК; образование стабильного комплекса с 
ДНК

[51]

R153
(R140 в изоформе-2)

Водородные связи с 3'-фосфатной группой нуклеотида n – 1; образование ста-
бильного комплекса с ДНК; ДНК-зависимая активация катализа в случае 
SSBи DSB

[2, 51]

Q159 Водородные связи с нуклеотидом n – 1 комплементарной цепи; необходим для 
активации PARP2 под действием ДНК с тупыми концами

[51]

K179 Взаимодействие с сахарофосфатным остовом ДНК; влияние на активность в 
случае DSB с или без выступающего конца ДНК

[51]

K183 Взаимодействие с сахарофосфатным остовом ДНК; образование стабильного 
комплекса с ДНК; влияние на активность в случае DSB с или без выступаю-
щего конца ДНК

[51]

Y201 Взаимодействие с концевым 5'-фосфатом или с фосфатом второго нуклеотида 
с 5'-конца в случае выступающих концов; образование стабильного комплекса 
с ДНК и активация ДНК-зависимого катализа

[51]
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, WGR-домены белков PARP1 и

PARP2 выполняют как схожие функции, так и
различные. В частности, их сближает то, что этот
домен играет ключевую роль в активации катали-
тической функции белков, поскольку именно
WGR дестабилизирует регуляторный домен HD,
что необходимо для проникновения молекулы
NAD+ в активный центр. Различие в механизмах
действия заключается в том, что в случае PARP2
WGR-домен напрямую взаимодействует с ДНК и
передает сигнал к активации фермента, а в случае
PARP1 WGR-домен играет роль посредника меж-
ду ДНК-связывающим цинковым пальцем Zn1 и
CAT. Кроме того, для PARP1, обладающего высо-
коаффинными ДНК-связывающими структура-
ми – цинковыми пальцами, ‒ WGR-домен сов-
местно с доменом BRCT служит дополнительной
“слабой рукой”, необходимой для перемещения
по ДНК c помощью механизма внутрицепочеч-
ного переноса (“Monkey bar”). Для продвижения
таким способом необходимо иметь менее аффин-
ную ДНК-связывающую структуру, которая поз-
воляет свободно ассоциировать‒реассоцииро-
вать с ДНК и таким образом “нащупывать” но-
вое, отличное от исходного, место ДНК, а затем
переносить оставшуюся часть молекулы PARP1 ‒
подобно тому, как обезьяны “кочуют” с ветки на
ветку. Видимо, такая специализация WGR-доме-
нов PARP1 и PARP2 влияет на особенности необ-
ратимого связывания этих белков под действием
ингибиторов и формирования стабильных очагов
скопления молекул PARP1 и PARP2 в месте по-
вреждения ДНК.

Понимание молекулярных механизмов дей-
ствия PARP1 или PARP2 позволит ускорить разра-
ботку их селективных ингибиторов, которые полу-
чат применение в будущем [56] в лечении онколо-
гических и ряда метаболических заболеваний.
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The Role of the WGR Domain in the Functions of PARP1 and PARP2
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PARP1 and PARP2 proteins are members of the poly(ADP-ribose) polymerase family involved in the regu-
lation of DNA repair and replication, RNA processing, ribosome biogenesis, transcription, and cell division
and death. PARP1 and PARP2 are promising targets for the development of anticancer and can be used in
treatment of cardiovascular and neurodegenerative diseases, as well as other disorders. WGR domain was
shown to play a central role in functioning of PARP1 and PARP2 proteins. This review considers the mech-
anisms of functioning of WGR domains in PARP1 and PARP2 proteins, which have a number of similar and
specialized properties. Understanding these processes is of great interest for fundamental science and will
contribute to the development of more effective and selective inhibitors of PARP1 and PARP2.
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Проанализирована изменчивость нуклеотидных последовательностей целых митохондриальных
геномов (мтДНК), реконструированы мутационные спектры (по L-цепи мтДНК) в четырех регио-
нальных группах коренного населения, представляющего Северо-Восточную и Южную Сибирь,
Западную Азию и Америку. Обнаружено, что во всех группах преобладают пиримидиновые транзи-
ции и среди них – замены T→C. Вторыми по частоте во всех региональных группах (кроме Северо-
Восточной Сибири) идут замены A→G. Из трансверсий во всех исследованных группах населения
преобладают замены C→A. Не обнаружены межрегиональные различия в распределении нуклео-
тидных замен в спектрах мутаций мтДНК. Однако у коренного населения Северо-Восточной Сиби-
ри выявлено существенное (4-кратное) снижение числа мутаций в митохондриальных генофондах
в сравнении с остальными регионами. Это может быть связано с усилением в условиях Крайнего
Севера действия отрицательного отбора на мтДНК, препятствующего накоплению новых мутаций,
и дрейфа генов, более всего выраженного в изолированных и малочисленных популяциях Северо-
Восточной Сибири. Из-за отсутствия межрегиональных различий в спектрах мутаций мтДНК полу-
ченные результаты не позволяют подтвердить гипотезу о том, что частота замены T→C является мо-
лекулярным маркером уровня окислительного стресса в митохондриях (по меньшей мере, для гене-
ративных мутаций).

Ключевые слова: митохондриальная ДНК, мутационный спектр, естественный отбор, популяции
человека
DOI: 10.31857/S0026898423050117, EDN: EJCRFG

ВВЕДЕНИЕ
Митохондриальная ДНК (мтДНК) человека

наследуется по материнской линии без рекомби-
наций и обладает более высокой в сравнении с
ядерным геномом скоростью накопления мута-
ций [1, 2]. Так, согласно современным данным,
скорость накопления мутаций в митохондриаль-
ном геноме человека составляет 1.6 × 10–8 замен
на нуклеотидную позицию в год [3], а в ядерном
геноме человека – 0.6 × 10–9 замен на нуклеотид-
ную позицию в год [4]. Мутационный спектр
мтДНК (т.е. распределение нуклеотидных замен)
характеризуется выраженным сдвигом в сторону
транзиций. Преобладание транзиций над транс-
версиями наблюдается также и в мутационных
спектрах бактериальной и ядерной ДНК [5], од-
нако в случае митохондриальных геномов оно
выражено в более значительной степени (до 20 : 1,
например, у человека [6–8]). Кроме того, анализ
мутационных спектров, реконструированных по
L-цепи мтДНК человека, позволил обнаружить

существенное преобладание пиримидиновых
транзиций над пуриновыми, хотя максимальное
мутационное давление с учетом гомоплазии му-
таций испытывают G-нуклеотиды (с заменами
G→A) [6–9].

Результаты исследований изменчивости
мтДНК в популяциях человека свидетельствуют о
достаточно высокой консервативности митохон-
дриального генома, что обусловлено большой
важностью этой генетической системы, обеспе-
чивающей работу дыхательной цепи митохон-
дрий. Тем не менее, в ряде работ отмечено, что
между региональными группами населения могут
существовать различия в распределении вариан-
тов мтДНК, связанные с адаптацией популяций к
различным условиям природной среды [10–13].
Особое внимание уделялось арктическим попу-
ляциям человека, поскольку у жителей высоких
широт выше скорость метаболизма и работа си-
стемы окислительного фосфорилирования мито-
хондрий направлена в большей степени на произ-

УДК 575.174
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водство тепла, что может отразиться на структуре
мутационных спектров мтДНК [11, 14, 15]. Одна-
ко результаты проведенных исследований до-
вольно противоречивы, особенно в отношении
распределения вариантов полиморфизма и свя-
занных с ними гаплогрупп мтДНК у населения
различных климатических зон [7, 10, 12, 16, 17].
Необходимо отметить, что выполненные ранее
реконструкции мутационных спектров митохон-
дриальных геномов проведены в выборках сме-
шанного этногеографического происхождения
[6–8] и поэтому до сих пор неизвестно, имеются
ли различия между спектрами мутаций мтДНК в
различных региональных группах населения. Це-
лью настоящей работы является, таким образом,
проведение сравнительного анализа мутацион-
ных спектров мтДНК у коренного населения Се-
веро-Восточной и Южной Сибири, у населения
Западной Азии и индейцев Америки.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Проанализированы представленные в Gen-

Bank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) дан-
ные об изменчивости целых митохондриальных
геномов у коренного населения северо-восточной
части Сибири, представленного эскимосами, алеута-
ми, чукчами, коряками и юкагирами (N = 336), юж-
ной части Сибири и прилегающих территорий
Северо-Восточного Китая, представленного бу-
рятами, баргутами и хамниганами (N = 430), на-
селения Западной Азии, представленного перса-
ми, кашкайцами и ливанцами (N = 340), а также у
представителей различных племен индейцев
Америки (N = 377). Американские индейцы пред-
ставлены населением Северной и Южной Америки
(152 и 225 человек соответственно), однако в на-
стоящей работе они рассматриваются как единая
группа, поскольку имеют единое “берингийское”
происхождение [18], а для целей исследования
представлял интерес спектр мутаций, сформиро-
вавшийся в результате долговременного увеличе-
ния разнообразия мтДНК индейцев в процессе
заселения американских континентов.

Мутационные спектры мтДНК реконструиро-
вали относительно L-цепей предковых последо-
вательностей, выявленных с помощью филогене-
тического анализа данных об изменчивости ми-
тохондриальных геномов. Для этого использовали
метод максимальной экономии, реализованный в
пакете компьютерных программ mtPhyl v4.015
(https://sites.google.com/site/mtphyl/home). Нук-
леотидный состав L-цепи мтДНК человека (со-
гласно кембриджской референсной последова-
тельности rCRS [19]) следующий: A – 30.9%, T –
24.7%, C – 31.3%, G –13.1%.

За основу в работе использована филогенети-
ческая классификация вариантов полиморфизма
мтДНК (гаплогрупп и их подгрупп), предложен-

ная разработчиками ресурса PhyloTree (www.phy-
lotree.org). Это позволяет проследить мутацион-
ные изменения в направлении от предка к потомку
и реконструировать тем самым спектры мутаций
мтДНК для анализируемых наборов митогено-
мов. Построения филогенетических деревьев ми-
тогеномов проводили отдельно для каждой груп-
пы населения. Статистическую значимость раз-
личий между частотами нуклеотидных замен в
популяциях оценивали с помощью точного теста
Фишера.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты анализа мутационных спектров

митохондриальных геномов показали примерно
одинаковую распространенность транзиций в
различных региональных группах населения
(табл. 1). Во всех группах преобладают пирими-
диновые транзиции и среди них – замены T→C.
Следующими по частоте после T→C во всех реги-
ональных группах, кроме Северо-Восточной Си-
бири, идут замены A→G. У коренного населения
северо-востока Сибири вторыми по распростра-
ненности являются замены G→A. Соотношение
транзиций к трансверсиям варьирует от 23.5 на
юге Сибири до 28.6 у индейцев Америки. Из
трансверсий во всех исследованных группах насе-
ления преобладают замены C→A (составляя, в
среднем, примерно 32% от всех трансверсий), за
ними следуют замены A→T (примерно 17%). Ча-
стота трансверсий C→A несколько ниже на севе-
ро-востоке Сибири и у американских индейцев
(27.3 и 23.1% соответственно), чем в популяциях
Южной Сибири и Западной Азии (36.7 и 32.9%
соответственно), однако эти различия статисти-
чески незначимы.

Важным представляется тот факт, что, несмот-
ря на примерно одинаковые размеры исследован-
ных выборок митогеномов, региональные группы
различаются по количеству выявленных нуклео-
тидных замен. Число замен существенно (4-крат-
но) ниже на северо-востоке Сибири в сравнении
с югом, хотя у индейцев Америки этот параметр
вполне сопоставим по значению с величиной у
населения Южной Сибири. Это может быть свя-
зано с особенностями истории формирования ге-
нофондов коренного населения Америки. Есть
основания считать, что во время последнего лед-
никового максимума (примерно 15–20 тыс. лет
назад) на крайнем Севере Азии и Америки (в Бе-
рингии) сохранялись группы населения, давшие
начало американским индейцам [18]. Предпола-
гается, что это были относительно небольшие
группы людей (суммарно от нескольких сот до
нескольких тысяч человек), хорошо адаптиро-
ванных к условиям жизни в высоких широтах и в
холодном климате [20]. Последующее на протя-
жении последних 15 тыс. лет расселение предков
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индейцев по территориям Америки привело к уве-
личению разнообразия генетических линий, что и
наблюдается при анализе изменчивости мтДНК.

Необходимо отметить, что независимое разви-
тие митохондриальных генофондов популяций
на американских континентах не привело к суще-
ственным изменениям структуры спектра мута-
ций мтДНК в сравнении со структурой в популя-
циях Евразии (табл. 1). Однако если рассмотреть
распределение нуклеотидных замен на филогене-
тическом дереве, учитывая мутации отдельно в
стволах и отдельно в концевых ветвях, то видно,
что у американских индейцев восстановление ге-
нетического разнообразия произошло за счет
возникновения множества ответвлений от отно-
сительно небольшого числа гаплогрупп-основа-
тельниц митохондриальных генофондов (табл. 2).
Соотношение числа нуклеотидных замен в ство-
лах и концевых ветвях филогенетического дерева
у американских индейцев примерно в 2 раза вы-
ше, чем в остальных региональных группах насе-
ления.

Результаты анализа мутационных спектров
L-цепи мтДНК показали, что в разных регио-
нальных группах населения наиболее распро-
странены транзиции T→C. Частоты других типов
замен также примерно одинаковы в разных попу-
ляционных группах. Ранее предполагалось, что

транзиции T→C (или A→G, если вести учет по
H-цепи) более всего чувствительны к уровню
аэробного метаболизма и всем его последствиям
[21]. Это может быть связано с интенсивностью
гидролитического дезаминирования аденина в
одноцепочечных участках H-цепи на стадии ре-
пликации мтДНК [22]. И, таким образом, можно
ожидать, что спектры мутаций мтДНК у предста-
вителей разных региональных групп населения
будут различаться вследствие межрегиональных
различий в процессах аэробного метаболизма и
уровня окислительного стресса в митохондриях
[11, 14, 15]. Однако сходство в распределении ча-
стот транзиций T→C в различных региональных
группах (особенно на северо-востоке и юге Сиби-
ри) свидетельствует о том, что частота замены T→ C
не может быть маркером уровня окислительного
стресса в митохондриях.

Низкая частота трансверсий в спектрах мтДНК,
которые, однако, ожидаются с высокой частотой
вследствие окислительно-восстановительных ре-
акций в митохондриях, позволяет считать, что
митохондриальная ДНК-полимераза γ не может
“пройти” участки, содержащие окисленные ос-
нования, поэтому такие молекулы мтДНК просто
выбраковываются в процессе репликации. Тем не
менее, как показала настоящая работа, в спектрах
трансверсий наиболее распространены замены

Таблица 1. Мутационные спектры мтДНК у населения различных регионов мира

Примечание. Приведены частоты нуклеотидных замен в процентах, в скобках – число замен.

Нуклеотидные 
замены

Географический регион

Западная Азия
(N = 340)

Южная Сибирь
(N = 430)

Северо-Восточная 
Сибирь

(N = 336)

Америка (индейцы)
(N = 377)

C→T 20.3 (388) 20.2 (252) 19.0 (60) 20.1 (250)
T→C 33.8 (647) 32.3 (404) 33.5 (106) 30.1 (375)
G→A 20.4 (391) 21.1 (264) 24.4 (77) 22.5 (280)
A→G 21.5 (412) 22.3 (278) 19.6 (62) 23.9 (298)
Трансверсии 4.1 (78) 4.1 (51) 3.5 (11) 3.4 (42)
Всего замен (m) 1916 1249 316 1245
m/N 5.6 2.9 0.9 3.3

Таблица 2. Число нуклеотидных замен в стволах (с) и концевых ветвях (к) филогенетических деревьев мтДНК в
различных региональных группах населения

Регион
Транзиции Трансверсии

Соотношение к/с
с к с + к с к с + к

Западная Азия (N = 340) 805 1033 1838 41 37 78 1.3
Южная Сибирь (N = 430) 571 627 1198 19 32 51 1.1
Северо-Восточная Сибирь (N = 336) 121 184 305 4 7 11 1.5
Америка (индейцы) (N = 377) 317 886 1203 9 33 42 2.9
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C → A (или G→T по H-цепи), которые составля-
ют примерно 32% от всех трансверсий (или при-
мерно 1.1% от всех выявленных нуклеотидных за-
мен). Это именно тот тип замен, который ожида-
ется в тех случаях, когда гуанин в C:G-парах
окисляется до 8-оксигуанина [23]. Таким обра-
зом, частота трансверсий C→A (по L-цепи) тео-
ретически может служить маркером интенсивно-
сти окислительного стресса, однако различия в
частоте замен C→A между региональными груп-
пами населения также статистически незначимы.
Все это заставляет усомниться в справедливости
идеи о том, что в спектрах генеративных мутаций
мтДНК могут отражаться адаптивные процессы,
связанные с расселением популяций человека в
различных климатических условиях. Возможно,
такого рода гипотезы справедливы по отноше-
нию к соматическим мутациям мтДНК, особенно
при исследовании биологических тканей с раз-
личным уровнем гипоксии или в процессе старения
[21]. Аналогичным образом изменилось отношение
к гипотезе о связи между популяционным распре-
делением гаплогрупп мтДНК и климатом [10, 11].
Эта гипотеза первоначально была воспринята с
энтузиазмом, поскольку митохондрии (и мтДНК)
являются важнейшим элементом биоэнергетики
и термогенеза и должны быть вовлечены в адап-
тивные процессы, однако подтверждений этой
гипотезы довольно мало [7, 12, 16, 17, 24].

Интересным представляется выявленное в на-
стоящей работе существенное снижение числа
мутаций в митохондриальных геномах коренного
населения Северо-Восточной Сибири (при том,
что структура спектра мутаций сохраняется). Это
может быть связано с усилением действия отри-
цательного отбора на мтДНК, препятствующего
накоплению новых мутаций в условиях Крайнего
Севера, а также с дрейфом генов, проявления ко-
торого более всего выражены в изолированных и
малочисленных популяциях, таких как популя-
ции коренных народов Северо-Восточной Сиби-
ри [25].

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского научного фонда (грант
№ 22-24-00264, https://rscf.ru/project/22-24-00264/).

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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Nucleotide sequence variability of whole mitochondrial genomes (mtDNA) was analyzed and mutation spec-
tra were reconstructed (by L-chain of mtDNA) in four regional groups of indigenous populations represent-
ing Northeastern and Southern Siberia, Western Asia, and the Americas. The pyrimidine transitions were
found to be predominant in all groups, and of these, the substitutions T→C were most frequent. The second
most common in all regional groups (except Northeastern Siberia) are substitutions A→G. Of the transver-
sions, in all the populations studied the substitutions C→A prevail. Between-regional differences in the dis-
tribution of nucleotide substitutions in mtDNA mutation spectra were not detected. However, a significant
(4-fold) decrease in the number of mutations in mitochondrial gene pools was detected in the indigenous
population of Northeastern Siberia compared to other regions. This may be due to the increased effect of neg-
ative selection on mtDNA in the Far North environment, which prevents the accumulation of new mutations,
and gene drift, which is most pronounced in isolated and small populations of Northeastern Siberia. Because
of the lack of between-regional differences in mtDNA mutation spectra, the results obtained do not allow us
to confirm the hypothesis that the T→C substitution frequency appears to be a molecular marker of the level
of oxidative stress in mitochondria (at least for generative mutations).
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УКАЗЫВАЕТ НА РЕАССОРТАЦИЮ В РОССИЙСКИХ ИЗОЛЯТАХ
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Вирус аспермии томата (tomato aspermy virus, TAV, род Cucumovirus, семейство Bromoviridae) – один
из самых распространенных и вредоносных вирусов хризантемы, вызывающий деформацию, из-
мельчание и обесцвечивание соцветий. Метатранскриптомное секвенирование растений хризанте-
мы сортов Ribonette и Golden Standard из коллекции Никитского ботанического сада (Ялта, Респуб-
лика Крым) выявило присутствие нуклеотидных последовательностей вирусов, родственных TAV.
На основе этих данных впервые собраны полные геномы двух российских изолятов этого вируса.
Сегментированный геном этих вирусов представлен тремя молекулами одноцепочечной линейной
РНК положительной полярности длиной 3412 (РНК1), 3097 (РНК2) и 2219 (РНК3) нуклеотидов, что
типично для кукумовирусов. Идентифицированы пять открытых рамок считывания (ORF), кото-
рые кодируют репликазу (ORF1), РНК-зависимую РНК-полимеразу (ORF2a), белок-супрессор
сайленсинга (OFR2b), транспортный белок (OFR3a) и белок оболочки вируса (ORF3b). Идентич-
ность геномов TAV, выделенных из двух сортов хризантемы, составила 99.8% для всех трех вирус-
ных РНК, а с другими изолятами TAV из Genbank – 97.5–99.7 (РНК1), 93.8–99.8 (РНК2) и 89.3–
99.3% (РНК3). Филогенетический анализ показал, что РНК1 и РНК3 российских изолятов вируса
входят в гетерогенные группы изолятов TAV, обнаруженных на различных видах растений в разных
регионах мира. В то же время, РНК2 четко кластеризуется с томатными изолятами SKO20ST2 из
Словении и PV-0220 из Болгарии и, в меньшей степени, с иранским изолятом Ker.Mah.P из расте-
ний петунии и китайским изолятом Henan из растений хризантемы. Различный порядок ветвления
филогенетических деревьев, реконструированных по разным сегментам вирусного генома, указы-
вает на псевдорекомбинацию (реассортацию) в российских изолятах TAV.

Ключевые слова: вирусы растений, вирус аспермии томата, хризантема, высокопроизводительное
секвенирование, реассортация
DOI: 10.31857/S0026898423050166, EDN: EIBXVH

ВВЕДЕНИЕ
Хризантема (Chrysanthemum spp., семейство

Asteraceae) – одно из самых популярных цветоч-
но-декоративных растений во всем мире. Вирус-
ные и вироидные болезни существенно снижают
декоративные свойства растений и качество веге-
тативно размножаемого материала [1–3]. Из при-
мерно трех десятков вирусов и вироидов, обнару-
женных в растениях хризантемы, вирус аспермии
томата является одним из самых распространен-
ных и вредоносных, вызывая деформацию, из-
мельчание и обесцвечивание соцветий [4, 5].

Вирус аспермии томата (tomato aspermy virus,
TAV) принадлежит к роду Cucumovirus из семей-
ства Bromoviridae. Род Cucumovirus включает че-
тыре вида: собственно TAV, а также вирус огуреч-
ной мозаики (cucumber mosaic virus, CMV), вирус
карликовости арахиса (peanut stunt virus, PSV) и
вирус мягкой крапчатости лиатриса (gayfeather
mild mottle virus, GfMMV) [6]. Как у всех предста-
вителей этого рода, геном TAV сегментирован и
состоит из трех молекул одноцепочечной линей-
ной РНК положительной полярности, каждая из
которых упакована в отдельные вирусные части-
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цы диаметром 28 нм. 5'-концы РНК кепированы,
а 3'-концевые последовательности организованы
в тРНК-подобную структуру. Пять открытых ра-
мок считывания (open reading frame, ORF) коди-
руют репликазу (ORF1), РНК-зависимую РНК-по-
лимеразу (ORF2a), полифункциональный белок 2b
(OFR2b), транспортный белок (ТБ) (OFR3a) и белок
оболочки (БО) вируса (ORF3b) (рис. 1). Реплика-
за и РНК-зависимая РНК-полимераза обеспечи-
вают репликацию вирусного генома. Белок 2b яв-
ляется репрессором сайленсинга, а также играет
важную роль в системном транспорте вируса, ин-
дукции симптомов и патогенезе вирусной инфек-
ции. ТБ обеспечивает межклеточный транспорт
вируса, а БО – инкапсидацию вирусного генома,
перенос вируса тлями и его распространение по
растению. OFR1, ORF2a и ORF3a транслируются
с геномной РНК, а ORF3b и ORF2b – с субгеном-
ных РНК4 и РНК4А соответственно [7].

TAV распространен повсеместно. Основными
природными хозяевами являются растения хри-
зантемы и томата. Вирус встречается также в рас-
тениях петунии, гладиолуса, настурции, циннии,
канны, лилии и перца [8, 9]. Круг эксперимен-
тальных хозяев этого вируса значительно шире,
он включает более 100 видов двудольных и одно-
дольных растений из 27 семейств. TAV распро-
страняется при вегетативном размножении зара-
женных растений и неперсистентным образом
тлями [10].

В России TAV впервые был обнаружен на хри-
зантеме Ch. indicum в Приморском крае [11]. Ге-
ном дальневосточного изолята вируса не изучен.
Несколько новых российских изолятов TAV вы-
явлены в Никитском ботаническом саду (НБС)
на трех сортах хризантемы местной селекции [12].
Гены БО TAV из сортов Симфония, Юность и ги-

брида 7-15 оказались полностью идентичными
между собой, а также БО венгерского изолята
P-TAV (L15335) из перца [9] и австралийского
изолята V-TAV (AJ277268) из хризантемы [13].

Кроме того, при метатранскриптомном анали-
зе растений интродуцированных сортов Ribonette
и Golden Standard хризантемы из коллекции НБС
получены прочтения, родственные карлавирусам
хризантемному вирусу B (chrysanthemum virus B) и
хризантемному вирусу R (chrysanthemum virus R),
а также TAV. Полноразмерные геномы обоих кар-
лавирусов собраны и охарактеризованы ранее [14].
Целью данной работы была сборка и анализ пол-
ных геномов двух изолятов TAV.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Объект исследования. Листья хризантемы
(Ch. morifolium Ramat.) сортов Ribonette и Golden
Standard с симптомами предполагаемой вирусной
инфекции собирали в генофондовой коллекции
хризантемы Никитского ботанического сада –
Национального научного центра РАН (НБС), Ял-
та, Республика Крым, в 2018–2019 годах.

ОТ-ПЦР. Cуммарную РНК выделяли с помо-
щью набора RNeasy Plant Mini Kit (“Qiagen”, Гер-
мания). Первую нить кДНК синтезировали с ис-
пользованием обратной транскриптазы MMLV и
рассеянной затравки в виде случайных гексаме-
ров (“Евроген”, Россия). Для выявления TAV в
растительном материале использовали ОТ-ПЦР.
Ген БО TAV амплифицировали с помощью пря-
мого и обратного вирусспецифических прайме-
ров (5'-ATGGCCCAAAACGGTACGGGAGGAG-3'
и 5'-TCACACCGGGAGCGTTGAAGCGGAA-3'
соответственно) [15], используя ДНК-полимеразу
Encyclo (“Евроген”) и 35 циклов ПЦР (денатура-

Рис. 1. Схема генома вируса аспермии томата. Прямоугольниками показаны открытые рамки считывания 1a, 2a, 2b,
3a и 3b, а тонкой линией – нетранслируемые участки генома. ТБ − транспортный белок. БО − белок оболочки.
сгРНК − субгеномная РНК.  − тРНК-подобная структура,  − кеп.
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2a 2b

2b
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ция – 94°С, 30 с; отжиг – 52°С, 30 с; элонгация –
72°С, 1 мин) с окончательной достройкой при
72°С в течение 10 мин. В качестве положительно-
го контроля использовали изолят TAV из расте-
ний хризантемы сорта Юность. Отрицательным
контролем служил образец хризантемы сорта
Сказка, не зараженный этим вирусом [12]. Ам-
пликоны разделяли электрофорезом в 1× TAE-бу-
фере (“Thermo Scientific”, США) в присутствии
бромистого этидия и фотографировали в ультра-
фиолетовом свете с помощью гель-документиру-
ющей системы Multi-Doc-It (UVP, Великобрита-
ния). В качестве маркера размера продуктов ПЦР
использовали препарат 100+ bp DNA ladder (“Ев-
роген”). Продукты ПЦР секвенировали с прямо-
го и обратного праймеров в фирме “Евроген”.

Высокопроизводительное секвенирование (HTS).
Библиотеки кДНК для секвенирования геномов
TAV получали на матрице полиаденилированной
РНК, выделенной из листьев хризантемы сортов
Ribonette и Golden Standard с помощью набора
К0600 (“Силекс”, Россия) в соответствии с ин-
струкцией производителя. Библиотеки синтези-
ровали с помощью набора TruSeq Stranded mRNA
Library Prep Kit (“Illumina”, США) и секвениро-
вали на платформе Illumina MiSeq в Центре кол-
лективного пользования “Геном” Института мо-
лекулярной биологии имени В.А. Энгельгардта
РАН. Полученные парноконцевые прочтения
длиной 150 нуклеотидов обрезали и фильтровали
с помощью Trimmomatic v.0.39 [16]. Контиги со-
бирали de novo с помощью программы Trinity 2.11,
используя настройки по умолчанию [17]. Вирусные
контиги идентифицировали путем картирования
всех собранных контигов на базу полноразмерных
вирусных геномов из GenBank (https://ftp.nc-
bi.nlm.nih.gov/genomes/genbank/viral/assembly_sum-
mary.txt, всего около 50000 геномов) при помощи
локальной версии BLASTn 2.13. Полученные про-
чтения картировали на контиги TAV, собранные в
образце Rib, с помощью программы BWA [18].
Поиск точечных замен и коротких инделей в про-
чтениях осуществляли при помощи программы
freeBayes [19]. Прочтения ряда близкородствен-
ных изолятов TAV, доступных в GenBank, модели-
ровали путем многократной случайной “нарез-
ки” их геномов на фрагменты длиной 150 нуклео-
тидов с помощью программы wgsim [20]. C этой
целью были выбраны изоляты PV-0220 и
SKO20ST2, которые имели высокую гомологию с
российскими изолятами Rib и GS по всем геном-
ным РНК (99.5–99.8% идентичности), и PV-0068,
идентичный на 99.5–99.8% по РНК1 и РНК3 и на
95.6% по РНК2.

Анализ последовательностей. Последователь-
ности, наиболее близкие к собранным геномам
TAV, выявляли с помощью веб-версии BLASTn
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) на нуклео-
тидной коллекции NCBI. Множественные вы-

равнивания нуклеотидных и аминокислотных (аа)
последовательностей, определение степени их
идентичности и филогенетический анализ выпол-
няли в MEGA7 [21]. Филогенетические деревья ре-
конструировали методом присоединения соседей
(neighbor joining). ORF в вирусных геномах иденти-
фицировали с помощью программы ORF finder
(https://ncbi.nlm.nih.gov/orffinder). Консервативные
домены в вирусных белках локализовали посред-
ством поиска по базе Conserved Domain Database
(CDD, https://ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).
Для поиска событий рекомбинации использовали
программу RDP4.46 [22] c настройками по умолча-
нию, за тем исключением, что была выбрана опция
“sequences are linear”.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Диагностика TAV с помощью ОТ-ПЦР

При метатранскриптомном секвенировании
образцов хризантемы сортов Ribonette и Golden
Standard были выявлены прочтения, родственные
TAV [14]. Присутствие вируса в этих образцах
подтверждали независимым методом, используя
с этой целью ОТ-ПЦР с вирусспецифическими
праймерами. В обоих случаях получили продукты
ПЦР ожидаемого размера 657 п.н. (результаты не
представлены). Последовательность гена БО изо-
лята из сорта Golden Standard оказалась полно-
стью идентичной БО изолятов V-TAV (AJ277268),
ChJ (LC634033), PV-0312 (OL311687), Yunost
(MH678705) из растений хризантемы и P-TAV
(L15335) из растений перца. Ближайшими род-
ственниками гена БО изолята TAV из сорта Ribo-
nette (99.7% идентичности) были японские изо-
ляты H9 (LC380674) из растений хризантемы и G1
(LC380671) из томата [23]. Таким образом, ре-
зультаты ОТ-ПЦР подтвердили присутствие TAV
в растениях сортов Ribonette и Golden Standard и
показали высокую консервативность гена БО у
изолятов TAV из различных источников.

Сборка и характеристика
полноразмерных геномов TAV

В результате секвенирования образцов кДНК
хризантемы сортов Ribonette и Golden Standard
получено, соответственно, 12.4 и 26.6 млн парно-
концевых прочтений длиной 150 п.н., из которых
0.8% (Ribonette) и 7.9% (Golden Standard) карти-
ровались на геном TAV. Из этих прочтений собра-
ны полные геномы двух изолятов вируса, обозна-
ченных Rib и GS сообразно названиям сортов
хризантемы, в которых они были обнаружены.
Длина РНК1 обоих изолятов составила 3412 нук-
леотидов, РНК2 – 3097 нуклеотидов, а РНК3 –
2219 нуклеотидов, что в целом соответствует дли-
не геномных РНК изолятов TAV, депонирован-
ных в GenBank (табл. 1). Изоляты Rib и GS оказа-
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Таблица 1. Изоляты вируса аспермии томата, полногеномные последовательности которых представлены в
GenBank и определены в данной работе

Изолят/
штамм

Культура/
Вид растения

Страна Номер РНК Длина РНК, 
нуклеотиды Номер в GenBank

РНК1 3415 LC380672

H9 Хризантема Япония РНК2 3097 LC380673

РНК3 2224 LC380674

РНК1 3414 LC380669

G1 Томат Япония РНК2 3070 LC380670

РНК3 2224 LC380671

РНК1 3414 MW582782

PV-0068 Томат Нет данных РНК2 3077 MW582783

РНК3 2225 MW582784

РНК1 3413 LC380675

Go34 Томат Япония РНК2 3097 LC380676

РНК3 2222 LC380677

РНК1 3413 OL311685

PV-0312 Хризантема Германия РНК2 3104 OL311686

РНК3 2224 OL311687

РНК1 3412 AJ320273

KC-TAV Хризантема Южная Корея РНК2 3074 AJ320274

РНК3 2222 AJ237849

РНК1 3412 LC634031

ChJ Хризантема Япония РНК2 3099 LC634032

РНК3 2224 LC634033

РНК1 3412 MN841291

pt058 Хризантема Китай РНК2 3068 MN841292

РНК3 2416 MN841293

РНК1 3410 D10044

V-TAV Хризантема Австралия РНК2 3074 D10663

РНК3 2389 L79972

РНК1 3409 HQ424163

BJ Nicotiana benthamiana Китай РНК2 3023 HQ424164

РНК3 2216 HQ424165

РНК1 3409 KF432413

Henan Хризантема Китай РНК2 3096 KF432414

РНК3 2222 KF432415
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лись очень близки между собой: их РНК1, РНК2
и РНК3 идентичны на 99.8, 99.7 и 99.8% соответ-
ственно. Идентичность TAV Rib и GS с другими
известными изолятами составила 97.5–99.7
(РНК1), 93.8–99.8 (РНК2) и 89.3–99.3% (РНК3). Со-
гласно результатам BLASTn, самыми близкими к
Rib и GS являются изоляты PV-0068 из растений
томата и ChJ из хризантемы (РНК1), SKO20ST2
из растений томата (РНК2), а также PV-0068 из
томата и ChJ из хризантемы (РНК3). Полнораз-
мерные геномы изолятов Rib и GS депонированы
в GenBank под номерами OP924357–OP924362.
Следует отметить, что последовательности гена
БО изолятов Rib и GS, определенные методом
Сэнгера и с помощью метатранскриптомного се-
квенирования, оказались идентичными.

В геномах Rib и GS идентифицированы пять
ORF. ORF1 расположена в РНК1 и кодирует бе-

лок 1а (вирусную репликазу) длиной 993 аа. Раз-
мер ORF1 (2982 нуклеотида) в точности соответ-
ствует длине этой ORF у других изолятов TAV, депо-
нированных в GenBank. Домены метилтрансферазы
и хеликазы находятся в позициях 49–406 и 711–975
белка 1а соответственно. ORF2a локализована в
РНК2, состоит из 2487 нуклеотидов (как у всех
других известных изолятов TAV) и кодирует белок
2а (РНК-зависимую РНК-полимеразу) из 828 aa.
ORF1 и ORF2a изолятов Rib и GS идентичны со-
ответствующим рамкам считывания других изо-
лятов TAV на 98.3–99.9 и 95.6–99.8%.

ORF2b изолятов Rib и GS длиной 315 нуклео-
тидов также локализована в РНК2, частично пе-
рекрывается с ORF2a, находясь в другой рамке
считывания, и кодирует полифункциональный
белок 2b размером 104 аа. Такие размеры харак-
терны примерно для двух третей изолятов TAV,

РНК1 3409 MW080947

PV-0220 Томат Болгария РНК2 3097 MW080948

РНК3 2224 MW080949

РНК1 3409 OL472069

SKO20ST2 Томат Словения РНК2 3097 OL472070

РНК3 2332 OL472071

РНК1 3407 OK558774

VRS 321 Нет данных Канада РНК2 3073 OK558776

РНК3 2374 OK558778

РНК1 3407 OK558775

Till Нет данных США РНК2 3072 OK558777

РНК3 2377 OK558779

РНК1 3351 KT757538

Ker.Mah.P Петуния Иран РНК2 3035 KT757537

РНК3 2192 KT757536

РНК1 3412 OP924357

GS Хризантема Россия РНК2 3097 OP924358

РНК3 2219 OP924359

РНК1 3412 OP924360

Rib Хризантема Россия РНК2 3097 OP924361

РНК3 2219 OP924362

Изолят/
штамм

Культура/
Вид растения

Страна Номер РНК Длина РНК, 
нуклеотиды Номер в GenBank

Таблица 1.  Окончание
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депонированных в GenBank. Однако у многих
изолятов вируса ген этого белка значительно ко-
роче за счет протяженных (24–27 нуклеотидов)
делеций в 3'-концевом участке ORF2b (MW841292,
LC380670, AJ320274, D10663) или вследствие бо-
лее проксимальной локализации терминирующе-
го TGA-кодона (MW582783), или по обеим причи-
нам (HQ424164). В целом, ORF2b TAV идентичны
на 88.2–100% на нуклеотидном и 79.4–100% на
аминокислотном уровнях. ORF2b изолятов Rib и
GS идентичны их аналогу у других изолятов TAV на
88.9–100 и 88.2–99.1% на нуклеотидном и на 79.4–
100% на аминокислотном уровнях соответственно.

ORF3a и ORF3b находятся в РНК3 и разделе-
ны нетранслируемой последовательностью дли-
ной 295 нуклеотидов. ORF3a изолятов Rib и GS
(843 нуклеотида) кодирует ТБ из 280 аа, как у
большинства известных изолятов TAV. У несколь-
ких изолятов (EU163410, EU163411, KT757536,
L79972, MW582784, OL311687), выделенных из
растений хризантемы, петунии и томата, ORF3а
короче (741 нуклеотид) в силу того, что трансля-
ция начинается со второго инициаторного ATG-
кодона, который расположен дистальней на 102
нуклеотида от 5'-конца РНК3, чем у большинства
изолятов вируса [13, 23, 24]. ORF3a TAV идентич-
ны на 95.9–100% на нуклеотидном и 89.7–100%
на аминокислотном уровнях. ORF3a изолятов Rib
и GS идентичны гену ТБ других TAV на 96.5–99.9
и 96.8–100% на нуклеотидном и на 92.8–99.6 и
92.8–100% на аминокислотном уровнях соответ-
ственно.

ORF3b изолятов Rib и GS длиной 657 нуклео-
тидов кодирует БО размером 218 аа. Такие разме-
ры имеют практически всех известные изоляты
TAV. У изолятов BJ (HQ424165) и TAV-C (D01015)
из растений хризантемы ORF3b длиннее (690 нук-
леотидов) из-за того, что делеция одного нуклео-
тида приводит к сдвигу рамки считывания, и тер-
минирующий TGA кодон оказывается ближе к
3'-концу РНК3, чем у других изолятов вируса.
ORF3b TAV идентичны на 95.1–100% на нуклео-
тидном и 94.0–100% на аминокислотном уров-
нях. ORF3b изолятов Rib и GS идентичны гомо-
логичному участку генома других TAV на 95.9–
99.7 и 96.3–99.5% на нуклеотидном и на 96.4–100
и 96.8–100% на аминокислотном уровнях соот-
ветственно.

ORF фланкированы нетранслируемыми участка-
ми (UTR) длиной 94, 87 и 85 нуклеотидов на
5'-конце и 336, 336 и 339 нуклеотидов на 3'-конце
РНК1, РНК2 и РНК3 соответственно. 3'-UTR
РНК1, РНК2 и РНК3 у обоих изолятов TAV весь-
ма консервативны: они идентичны на 96.2–
98.3%, а последние 104 нуклеотида трех геномных
РНК полностью идентичны. 5'-UTR РНК3 дли-
ной 32–75 нуклеотидов состоит из повторяющих-
ся ТG-динуклеотидов. Этот участок из 42 нуклео-

тидов характерен для всех известных РНК3 TAV
[13, 23].

Таким образом, по организации генома и раз-
мерам ORF российские изоляты TAV из растений
хризантемы близки к большинству изолятов ви-
руса независимо от их географической локализа-
ции и вида растения-хозяина.

Филогенетический анализ полных геномов TAV

В филогенетическом анализе (рис. 2) были ис-
пользованы все изоляты TAV, полногеномные по-
следовательности которых депонированы в Gen-
Bank и определены в данной работе (табл. 1). По-
казано, что РНК1 Rib и GS входит в гетерогенную
группу изолятов, найденных в растениях томата и
хризантемы в Японии, Южной Корее, Болгарии,
Германии, США, Канаде и Австралии (рис. 2а).
РНК2 изолятов Rib и GS четко кластеризуется с
томатными изолятами SKO20ST2 из Словении и
PV-0220 из Болгарии и, в меньшей степени, с
иранским изолятом Ker.Mah.P из петунии и ки-
тайским изолятом Henan из хризантемы (рис. 2б).
Подобно РНК1, РНК3 российских изолятов TAV
также входит в состав обширной группы изолятов
этого вируса, обнаруженных на различных видах
растений в разных регионах мира (рис. 2в).

Очевидно, что три дерева, реконструирован-
ные по последовательностям РНК1, РНК2 и
РНК3, имеют разную топологию. Российские
изоляты Rib и GS кластеризуются по-разному в
зависимости от анализируемого сегмента генома.
Различный порядок ветвления филогенетических
деревьев, построенных по разным участкам ви-
русного генома, может указывать как на факт ре-
ассортации сегментов генома, так и на наличие
рекомбинации внутри сегментов [25]. Однако
анализ выравниваний РНК1, РНК2 и РНК3 изо-
лятов TAV с помощью программы RDP4 не вы-
явил рекомбинации в изолятах Rib и GS (данные
не представлены). Не обнаружено рекомбинации
и при анализе более широкого набора последова-
тельностей, включающего, помимо TAV, полные
геномы ряда изолятов других кукумовирусов:
CMV, PSV и GfMMV.

Следует отметить, что деревья, построенные
по РНК2 и отдельно по ORF2a и ORF2b, практи-
чески не различались между собой и были полно-
стью идентичными по набору изолятов TAV в том
кластере, в который входят Rib и GS (данные не
представлены). Полученные результаты можно,
вероятно, объяснить тем, что российские изоля-
ты TAV являются псевдорекомбинантами (реас-
сортантами), в которых РНК2, с одной стороны,
и РНК1 и РНК3, с другой, происходят от разных
изолятов вируса.

Таким образом, в российских изолятах TAV
выявлены признаки реассортации без признаков
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внутрисегментной рекомбинации. Кластериза-
ции изолятов TAV по географическому принципу
или по виду растения-хозяина не обнаружено.

Другое возможное объяснение могло состоять
в том, что растения хризантемы были заражены
двумя разными изолятами TAV, для одного из ко-

торых собраны РНК1 и РНК3, а для другого –
РНК2. Для проверки этого предположения про-
чтения, полученные при HTS обоих образцов,
картировали на собранный геном Rib, а затем
проводили в них поиск точечных замен и корот-
ких инделей. В анализ также были включены пар-

Рис. 2. Филогенетический анализ полногеномных последовательностей изолятов вируса аспермии томата (TAV).
a – РНК1, б – РНК2, в – РНК3. Дерево реконструировано методом присоединения соседей, встроенным в MEGA7.
Приведены значения бутстрэпа >70%. Названия изолятов указаны на концах ветвей. Российские изоляты Rib и GS
выделены черным кружком ( ).
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ноконцевые прочтения аналогичной длины (150
нуклеотидов), смоделированные для изолятов
PV-0068, PV-0220 и SKO20ST2.

Показано, что полученные в результате HTS
прочтения изолятов GS и Rib и смоделированные
прочтения изолятов PV-0068, PV-0220 и SKO20ST2
одинаково успешно картировались на референс-
ный геном Rib. Таким образом, при наличии в об-
разцах GS и Rib контаминирующего изолята TAV
cо сравнимой идентичностью, его прочтения так-
же должны были картироваться на референсный
геном.

Установлено, что подавляющее число замен в
прочтениях изолята GS, картирующихся на три
геномных РНК Rib, имели аллельную частоту
100%, т.е. не выявлено гетерогенности ни по од-
ной нуклеотидной позиции. Практически не бы-
ло замен в прочтениях изолята Rib, картируемых
на геном Rib. При смешанной инфекции двумя
изолятами число замен с невысокой аллельной
частотой было бы больше

Следует отметить, что в случае более значи-
тельных различий между изолятами GS и Rib и
контаминирующим вирусом при сборке de novo
собрались бы два контига, по одному для каждого
из изолятов. Однако в обоих образцах для каждой
из трех РНК TAV собрался только один контиг,
соответствующий геномной РНК вируса.

Таким образом, смешанная инфекция образ-
цов GS и Rib двумя разными изолятами TAV не
выявлена.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

С помощью метатранскриптомного анализа и
ОТ-ПЦР TAV впервые обнаружен на растениях
хризантемы сортов Golden Standard и Ribonette,
интродуцированных в НБС в 1976 и в 2013 гг., со-
ответственно, из цветоводческих хозяйств, рас-
положенных в Симферопольском районе Респуб-
лики Крым. До этого TAV выявляли только на
местных сортах и гибридах хризантемы [11, 12].
Обнаружение вируса на интродуцированных сор-
тах позволяет предположить, что вирус мог про-
никнуть в НБС с зараженным посадочным мате-
риалом хризантемы упомянутых сортов. Однако
на сегодняшний день происхождение ТAV в на-
саждениях НБС не установлено.

К началу нашей работы в GenBank было депо-
нировано 16 полногеномных последовательно-
стей изолятов TAV, обнаруженных в растениях тома-
та, хризантемы и петунии в различных регионах
мира (табл. 1). В данной работе впервые секвени-
рованы полные геномы двух российских изолятов
TAV. Установлено, что по организации генома и
размерам ORF российские изоляты TAV из хри-
зантемы близки к большинству изолятов вируса

независимо от их географической локализации и
вида растения-хозяина.

Анализ полногеномных последовательностей
российских изолятов TAV выявил признаки реас-
сортации. Поскольку представители рода Cucu-
movirus и, в частности, TAV имеют сегментиро-
ванный геном, и каждая из трех геномных РНК
инкапсидирована в отдельную вирусную частицу,
совместное заражение растения разными изоля-
тами вируса или разными кукумовирусами может
приводить к обмену сегментами генома между
ними и возникновению реассортантов в потом-
стве [7]. Возможность образования жизнеспособ-
ных реассортантов у кукумовирусов подтвержде-
на экспериментально. Так, получены реассортан-
ты между изолятами CMV, которые относятся к
дивергентным подгруппам IA и II. Некоторые из
них накапливались в зараженных растениях в
большем количестве, чем родительские штаммы,
и в силу этого могли успешно закрепляться в по-
пуляции [26]. Также получены псевдорекомби-
нанты, у которых РНК1 и РНК2 происходят от
CMV, а РНК3 от TAV (или состоящие из РНК1 и
РНК2 TAV и РНК3 CMV) [27]. Помимо экспери-
ментальных реассортантов, выявлено и несколько
природных реассортантов кукумовирусов. В Ки-
тае на растениях томата обнаружен изолят CMV,
который представлял собой реассортант между
подгруппами IA (РНК2) и II (РНК1 и РНК3) [28].
Известны природные реассортанты между двумя
подгруппами PSV [29], а также между CMV и PSV
[30]. Таким образом, разные сегменты генома ку-
кумовирусов потенциально могут иметь разную
эволюционную историю. Однако в природных
условиях реассортация у кукумовирусов являет-
ся, по-видимому, достаточно редким событием в
силу нежизнеспособности большинства геном-
ных комбинаций, возникающих при смешанных
инфекциях [26, 31, 32].

В нашей работе впервые показана возмож-
ность внутривидовой реассортации в природных
изолятах TAV. Согласно результатам филогенети-
ческого анализа, РНК2 изолятов Rib и GS проис-
ходит от другого изолята, чем РНК1 и РНК3. По-
скольку РНК2 Rib и GS группируется с томатными
изолятами TAV, возможно, реассортация у предка
(предков) российских изолятов произошла в рас-
тениях томата. Известно, что хризантема может
быть резерватом TAV, откуда он с высокой эффек-
тивностью распространяется тлями на овощные и
бахчевые культуры и наоборот [33].

Наряду с мутационной изменчивостью и ре-
комбинацией, реассортация может играть важ-
ную роль в эволюции вирусов с сегментирован-
ным геномом, повышая их приспособленность к
новому хозяину и приводя к появлению новых
видов вирусов [26, 32]. Например, анализ филоге-
нетических деревьев, реконструированных по
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разным сегментам генома TAV (рис. 2), показыва-
ет, что иранский изолят Ker.Mah.P из петунии [8]
также, по-видимому, является реассортантом, и
именно генетический сдвиг мог способствовать
успешной адаптации TAV к новому виду расте-
ния-хозяина.

Авторы благодарят Н.В. Смыкову и И.В. Мит-
рофанову за помощь в обследовании коллекции
хризантемы Никитского ботанического сада –
Национального научного центра РАН.

Работа поддержана грантом Министерства науки
и высшего образования РФ № 075-15-2019-1670. Вы-
сокопроизводительное секвенирование выполнено
с использованием оборудования ЦКП “Геном”
ИМБ РАН (http://www.eimb.ru/ru1/ckp/ccu_ge-
nome_c.php).

Настоящая статья не содержит исследований с
привлечением людей или животных.

Авторы сообщают об отсутствии конфликта
интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Trolinger J.C., McGovern R.J., Elmer W.H., Rechcigl N.A.,

Shoemaker C.M. (2018) Diseases of chrysanthemum.
In: Handbook of Florists’ Crop Disease. Eds McGovern R.J.,
Elmer W.H. Springer International Publ. AG, 439−502.

2. Ram R., Verma N., Singh A.K., Singh L., Hallan V.,
Zaidi A.A. (2005) Indexing and production of virus-free
chrysanthemums. Biologia Plantarum. 49, 149−152.

3. Mitrofanova I.V., Zakubanskiy A.V., Mitrofanova O.V.
(2018) Viruses infecting main ornamental plants: an
overview. Ornam. Hortic. 24, 95−102.

4. Hollings M. (1955) Investigation of chrysanthemum vi-
ruses. I. Aspermy f lower distortion. Ann. Appl. Biol. 43,
86−102.

5. Закубанский А.В., Чирков С.Н., Митрофанова О.В.,
Митрофанова И.В. (2016) Вирусы некоторых цен-
ных плодовых, эфиромасличных и декоративных
культур. Бюлл. Гос. Никитского бот. сада. 121, 7–18.

6. https://ictv.global/report/chapter/bromoviridae/bromo-
viridae/cucumovirus

7. Palukaitis P., Garcia-Arenal F. (2003) Cucumoviruses.
Adv. Vir. Res. 62, 241–323.

8. Maddahian M., Massumi H., Heydarnejad J., Pour A.H.,
Varsani A. (2017) Characterization of Iranian tomato
aspermy virus isolates with a variant 2b gene sequence.
Trop. Plant Pathol. 42, 475−484.

9. Salanki K., Balazs E., Burgyan J. (1994) Nucleotide se-
quence and infectious in vitro transcripts of RNA3 of
tomato aspermy virus pepper isolate. Virus Res. 33,
281−289.

10. Hollings M., Stone O.M. (1971) Tomato aspermy virus.
CMI/AAB Description of Plant Viruses. 79, 1−7.

11. Чуян А.Х., Крылов А.В. (1979) Свойства вируса ас-
пермии томатов из хризантемы и круг его хозяев в
Приморском крае. Бюлл. Гл. Ботан. Сада АН
СССР. 114, 84–92.

12. Zakubanskiy A., Mitrofanova I., Smykova N., Mitro-
fanova O., Chirkov S. (2021) Detection and partial mo-

lecular characterization of viruses infecting chrysan-
themum in Russia. Acta Hortic. 1324, 321–327.

13. Moreno I.M., Bernal J.J., García de Blas B., Rodri-
guez-Cerezo E., García-Arenal F. (1997) The expres-
sion level of the 3a movement protein determines dif-
ferences in severity of symptoms between two strains of
tomato aspermy cucumovirus. Mol. Plant Microbe In-
teract. 10, 171–179.

14. Chirkov S.N., Sheveleva A., Snezhkina A., Kudryavt-
seva A., Krasnov G., Zakubanskiy A., Mitrofanova I.
(2022) Highly divergent isolates of chrysanthemum vi-
rus B and chrysanthemum virus R infecting chrysan-
themum in Russia. Peer J. 10, e12607.

15. Raj S.K., Kumar S., Choudhari S. (2007) Identifica-
tion of tomato aspermy virus as the cause of yellow mo-
saic and flower deformation of chrysanthemums in In-
dia. Australas. Plant Dis. Notes. 2, 1–2.

16. Bolger A.M., Lohse M., Usadel B. (2014) Trimmomat-
ic: a f lexible trimmer for Illumina sequence data. Bioin-
formatics. 30, 2114–2120.

17. Grabherr M.G., Haas B.J., Yassour M., Levin J.Z.,
Thompson D.A., Amit I., Adiconis X., Fan L., Ray-
chowdhury R., Zeng Q., Chen Z., Mauceli E., Haco-
hen N., Gnirke A., Rhind N., di Palma F., Birren B.W.,
Nusbaum C., Lindblad-Toh K., Friedman N., Regev A.
(2011) Full-length transcriptome assembly from RNA-seq
data without a reference genome. Nat. Biotechnol. 29,
644–652.

18. Li H., Durbin R. (2010) Fast and accurate long-read
alignment with Burrows–Wheeler transform. Bioinfor-
matics. 26, 589–595.

19. https://arxiv.org/abs/1207.3907
20. https://github.com/lh3/wgsim
21. Kumar S., Stecher G., Tamura K. (2016) MEGA7: mo-

lecular evolutionary genetics analysis version 7.0 for
bigger datasets. Mol. Biol. Evol. 33, 1870–1874.

22. Martin D.P., Murrell B., Golden M., Khoosal A.,
Muhire B. (2015) RDP4: detection and analysis of re-
combination patterns in virus genomes. Virus Evol. 1,
vev003.

23. Inoue S., Tamura M., Ugaki M., Suzuki M. (2018)
Complete genome sequences of three tomato aspermy
virus isolates in Japan. Genome Announc. 6, e00474-18.

24. Raj S.K., Kumar S., Choudhari S., Verma D.K. (2009)
Biological and molecular characterization of three iso-
lates of tomato aspermy virus infecting chrysanthe-
mums in India. J. Phytopathol. 157, 117–125.

25. Chare E., Holmes E. (2006) A phylogenetic survey of
recombination frequency in plant RNA viruses. Arch.
Virol. 151, 933–946.

26. Pita J.S., Roossink M.J. (2013) Fixation of emerging
interviral recombination in cucumber mosaic virus
populations. J. Virol. 87, 1264–1269.

27. Salanki K., Carrere I., Jacquemond M., Balazs E.,
Tepfer M. (1997) Biological properties of pseudore-
combinant and recombinant strains created with cu-
cumber mosaic virus and tomato aspermy virus. J. Virol.
71, 3597–3602.

28. Chen Y., Chen J., Zhang H., Tang X., Du Z. (2007)
Molecular evidence and sequence analysis of a natural
reassortant between cucumber mosaic virus subgroup
IA and II strains. Virus Genes. 35, 405–413.



806

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 5  2023

ШЕВЕЛЕВА и др.

29. Hu C.-C., Ghabrial S.A. (1998) Molecular evidence
that strain BV-15 of peanut stunt cucumovirus is a reas-
sortant between subgroup I and II strains. Phytopathol-
ogy. 88, 92–97.

30. White P.S., Morales F., Roossink M.J. (1995) Interspe-
cific reassortment of genomic segments in the evolution
of cucumoviruses. Virology. 207, 334–337.

31. Thompson J.R., Tepfer M. (2009) The 3'-untranslated
region of cucumber mosaic virus (CMV) subgroup II

RNA3 arose by interspecific recombination between
CMV and tomato aspermy virus. J. Gen. Virol. 90,
2293–2298.

32. Jacquemond M. (2012) Cucumber mosaic virus. Adv.
Vir. Res. 84, 439–504.

33. Haack I., Karl E. (1986) Transmission of isolates of to-
mato aspermia (tomato aspermy virus) and cucumber
mosaic virus (cucumber mosaic virus) by aphid species.
Arch. Phytopath. Plant Protect. 22, 451−458.

Analysis of the Tomato Aspermy Virus Complete Genomes Suggests Reassortment
in Russian Isolates from Chrysanthemum

А. А. Shevelevaa, G. S. Krasnovb, А. V. Kudravtsevab, А. V. Snezhkinab,
E. V. Bulavkinab, and S. N. Chirkova, c, *

aFaculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia
bEngelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

cKurchatov Genomic Centre of the Nikita Botanical Garden – National Scientific Center, Russian Academy of Sciences,
Yalta, 298648 Russia

*e-mail: s-chirkov1@yandex.ru

Tomato aspermy virus (TAV, genus Cucumovirus from the family Bromoviridae) is one of the most common
and harmful chrysanthemum viruses, causing severe f lower distortion, size reduction and color breaking.
Metatranscriptome sequencing of chrysanthemum plants of the Ribonette and Golden Standard cultivars
from the collection of the Nikita Botanical Garden (Yalta, Republic of Crimea) generated TAV-related reads.
The complete genomes of two Russian isolates of the virus were assembled from the reads obtained. This is
the first report of full-length TAV genomes from Russia. Typically of cucumoviruses, the segmented TAV ge-
nome is represented by three single-stranded positive-sense linear RNA molecules with a length of
3412 (RNA1), 3097 (RNA2) and 2219 (RNA3) nucleotides. Five open reading frames (ORF) have been iden-
tified that encode replicase (ORF1), RNA-dependent RNA polymerase (ORF2a), silencing suppressor pro-
tein (OFR2b), movement protein (OFR3a) and the virus coat protein (ORF3b). The identity of the TAV ge-
nomes from the two chrysanthemum cultivars was 99.8% for all three viral RNAs, and with other TAV isolates
from Genbank – 97.5–99.7 (RNA1), 93.8–99.8 (RNA2), and 89.3–99.3% (RNA3). Phylogenetic analysis
showed that RNA1 and RNA3 of the Russian isolates were assigned to heterogeneous groups of TAV isolates
found on various plant species in different regions of the world. At the same time, RNA2 clearly clustered with
tomato isolates SKO20ST2 from Slovenia and PV-0220 from Bulgaria and, to a lesser extent, with the Iranian
isolate Ker.Mah.P from petunia and the Chinese isolate Henan from chrysanthemum. The incongruence of
phylogenetic trees reconstructed from different segments of the viral genome suggests pseudo-recombination
(reassortment) in the Russian TAV isolates.

Keywords: plant viruses, tomato aspermy virus, chrysanthemum, high-throughput sequencing, reassortment
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РИБОНУКЛЕАЗЫ БИНАЗЫ
© 2023 г.   А. И. Надыроваа, *, А. С. Коснырева, В. В. Ульяноваа, Е. В. Дудкинаа,

В. И. Вершининаа, О. Н. Ильинскаяа

аИнститут фундаментальной медицины и биологии, Казанский федеральный университет,
Казань, 420008 Россия

*e-mail: alsu.nadyrova@yandex.ru
Поступила в редакцию 05.04.2023 г.

После доработки 24.04.2023 г.
Принята к публикации 24.04.2023 г.

Рибонуклеаза Bacillus pumilus (биназа) обладает выраженными цитотоксическими и онколитиче-
скими свойствами, а в высоких концентрациях может оказывать генотоксическое действие. До-
биться снижения токсического действия фермента на организм позволит использование мутантов,
обладающих пониженной каталитической активностью с сохранением противоопухолевых свойств
нативного фермента. В представленной работе методом сайт-направленного мутагенеза получены
мутантные формы биназы с единичными заменами: Lys26Ala и His101Glu. В результате проведенно-
го сравнительного анализа систем экспрессии на основе Esсherichia coli и Bacillus subtilis показана це-
лесообразность использования гетерологичной системы на основе бацилл для продукции мутантов
биназы. Методом ионообменной хроматографии выделены и очищены мутанты биназы со снижен-
ной каталитической активностью в гомогенном состоянии с максимальным выходом 25 мг/л. Ката-
литическая активность мутанта Lys26Ala составила 11, а His101Glu – 0.02%. Установлено, что мутант
Lys26Ala, как и нативная биназа, обладает цитотоксичностью по отношению к опухолевым клеткам
линий А549, ВТ-20 и HuTu 80, не оказывая при этом существенного влияния на популяцию нор-
мальных клеток WI-38. Для мутанта His101Glu не выявлено цитотоксической активности.

Ключевые слова: рибонуклеаза, биназа, экспрессионная система, Escherichia coli, Bacillus subtilis, ка-
талитическая активность, цитотоксичность
DOI: 10.31857/S0026898423050154, EDN: YXONYN

Рибонуклеаза (РНКаза) биназа – гидролити-
ческий фермент нуклеинового обмена, секрети-
руемый Bacillus pumilus 7p. Зрелый белок с молеку-
лярной массой 12 кДа состоит из 109 аминокислот и
расщепляет РНК с образованием нуклеозид-3'-
фосфатов через стадию 2',3'-циклопроизводных.
Изучена структура, молекулярная организация,
противовирусный и противоопухолевый потен-
циал биназы [1, 2]. Особое внимание привлекает
противоопухолевая активность фермента – свой-
ство, широко распространенное среди РНКаз
различного происхождения [3‒6]. Цитотоксич-
ность РНКаз обусловливает ряд детерминант,
среди которых особую роль играют положитель-
ный заряд фермента, некаталитическое взаимо-
действие с молекулярными мишенями, а также
каталитическое связывание с природным суб-
стратом. Гидролиз клеточной РНК не относится
к определяющим факторам, так как некоторые
РНКазы проявляют цитотоксические свойства
независимо от ферментативной активности.

Так, денатурированные или мутантные формы
РНКазы T2 подавляют развитие опухолей за счет
нарушения внутриклеточной организации акти-
новых структур [7]. Другим РНКазам для прояв-
ления цитотоксичности достаточно лишь мини-
мального уровня каталитической активности, по-
роговое значение которой варьирует в зависимости
от фермента [8].

Тем не менее способность гидролизовать внут-
риклеточную РНК вносит определенный вклад в
токсичность РНКаз. Нативная биназа, в отличие
от ее мутантной формы с остаточной активно-
стью 0.07%, проявляла нефротоксичность по от-
ношению к клеткам почечных канальцев [9].
В связи с этим для разработки противоопухолево-
го препарата на основе биназы актуально получе-
ние мутантов с пониженной каталитической ак-
тивностью, но сохраненным противоопухолевым
действием. Ранее Г. Яковлев (Yakovlev) и др. [10]
сообщали о выделении и очистке мутантов бина-

УДК 577.21+577.152.314:576.08

ГЕНОМИКА. 
ТРАНСКРИПТОМИКА
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зы со сниженной каталитической активностью из
рекомбинантного штамма Escherichia coli JM107,
несущего плазмиду pML164, но противоопухоле-
вый потенциал этих мутантов авторы не исследо-
вали. Штаммы E. coli считаются наиболее подхо-
дящими продуцентами рекомбинантных белков.
Это обусловлено изученностью их генетики и фи-
зиологии, простоты культивирования, высокой
скоростью роста, наличием большого числа генно-
инженерных штаммов и экспрессионных векторов
[11]. Вместе с тем существуют определенные огра-
ничения, связанные с неполным отщеплением сиг-
нальной последовательности у секретируемых бел-
ков, неправильным фолдингом внутриклеточных
белков и контаминацией целевого продукта эн-
дотоксинами [12].

Целью работы был подбор эффективной экс-
прессионной системы для получения препара-
тивных количеств мутантов биназы с понижен-
ной каталитической активностью, достаточной
для проявления противоопухолевых свойств фер-
мента.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Бактериальные штаммы, плазмиды и условия

культивирования. Характеристика бактериальных
штаммов и плазмид, использованных в работе,
представлена в табл. 1.

Бактерии растили на стандартной среде LB
(пептон – 1.5%, NaCl – 0.5%, дрожжевой экстракт –
0.5%) при 37°C и режиме качания 160 об./мин. Для

трансформации бацилл использовали минималь-
ные среды Спицайзена (К2НРО4⋅3Н2О – 1.8%,
KH2PO4 – 0.6%, (NH4)2SO4 – 0.2%, цитрат натрия –
0.12%; глюкоза – 0.8%, казаминовые кислоты –
0.04%, MgSO4⋅2Н2О – 0.02%, дрожжевой экстракт –
0.01%). Для наработки рекомбинантной биназы в
клетках E. coli и Bacillus subtilis использовали среду
LB и низкофосфатную пептонную среду (НФПС;
“Семипалатинский мясокомбинат”, Россия) сле-
дующего состава: пептон с низким содержанием
неорганического фосфата (1.5%), CaCl2⋅H2O –
0.01%, MgSO4⋅7H2O – 0.03%, MnSO4 – 0.01%,
NaCl – 0.3%, глюкоза – 2%. В качестве селектив-
ных агентов в среды добавляли антибиотики ам-
пициллин, канамицин или эритромицин в кон-
центрации 100, 25 и 10 мкг/мл соответственно.

Клонирование гена биназы и сайт-направленный
мутагенез. Геномную ДНК бацилл выделяли с ис-
пользованием набора diaGene (“Диа-М”, Россия).
Полноразмерный ген биназы амплифицировали
с геномной ДНК B. pumilus 7p с использованием
праймеров Bin_F (5'-catcgagaattcgttatttatttcatcagaaggt-
tatcag-3') и Bin_R (5'-cagattggaccggactctagagctcta-
gag-3'). Ген ингибитора барстара вместе с промо-
тором амплифицировали с геномной ДНК
B. amyloliquefaciens с помощью праймеров Brst_F
(5'-ctagagtccggtccaatctgcagccgtcc-3') и Brst_R (5'-
tagatcaagcttgcgggtttgtgtttccatattg-3'). Фрагменты
нарабатывали с использованием PfuSE ДНК-по-
лимеразы (“СибЭнзим”, Россия), а затем объеди-
няли методом ПЦР с помощью праймеров Bin_F
и Brst_R и набора Encyclo Plus PCR kit (“Евроген”,

Таблица 1. Бактериальные штаммы и плазмиды, использованные в работе

aИПТГ ‒ изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид.

Штамм или плазмида Характеристики Источник

E. coli NEB5α fhuA2Δ(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Φ80Δ(lacZ)M15 gyrA96 
recA1 relA1

“New England Biolabs”, 
США

E. coli BL21 (λDE3) (F–) ompT gal dcm lon hsdSB ( ) λDE3(lacI lacUV5-T7 
ind1sam7 nin5)

“Novagen”, Германия

B. subtilis BRB08 ΔtrpC2, ΔnprB, ΔaprE, Δepr, Δbpr, ΔnprE, Δmpr, Δvpr, ΔwprA  [13]
B. pumilus 7p Природный изолят “ВКМ”, Россия
B. amyloliquefaciens H2 Природный изолят  [14]
pAL2T Вектор для клонирования по 3'-концевым нуклеотидам А/Т; 

[ApR]
“Евроген”, Россия

pET26b Вектор для экспрессии рекомбинантных белков в E. coli, 
содержащий ИПТГa-индуцибельный промотор T7; pelB; 
[KmR]

“Novagen”, Германия

pET15b Вектор для экспрессии рекомбинантных белков в клетках 
E. coli, содержащий ИПТГ-индуцибельный Т7 промотор; 
[ApR]

“Novagen”, Германия

pGP380 Шаттл-вектор на основе pBQ200, содержащий конститутив-
ный промотор РdegQ36; [ApR, ErmR]

 [15]

− −
B Br m
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Россия). Полученный продукт клонировали в
вектор pAL-2T по выступающим нуклеотидам
Т/А (рис. 1а). Методом сайт-направленного му-
тагенеза вносили замены ключевых аминокис-
лот, входящих в активный центр фермента:
His101→Glu, Lys26→Ala. Сайт-направленный
мутагенез проводили с использованием смеси Q5
Hot Start High Fidelity 2X Master Mix (“New En-
gland Biolabs”, США). Замену His101Glu вносили
с помощью прямого праймера H101E_F (5'-aacaa-
cagacgagtatgcaactttc-3'), содержащего замену три-
плета САТ на GAG, и обратного праймера H101E_R
(5'-ttgtaaatgagccagtcac-3') (рис. 1а). Для замены
Lys26Ala использовали праймеры K26A_F (5'-cta-
catcacagcatcacaagcaagtg-3') c заменой триплета
ААА на GCA и K262_R (5'-ttatcaggcaatcgtttgtagc-3')
(рис. 1а). Наличие мутаций подтверждали секве-
нированием по Сэнгеру.

Создание экспрессионных конструкций. Для
экспрессии белков в клетках E. сoli ген биназы с
мутацией His101Glu амплифицировали с вектора
pAL-2T c использованием праймеров pETbin_F
(5'-cagtcgccatgggccgtcattaatacgtttg-3') и pETbin_R
(5'-tagattgctcagcttatcgaatacgtgtgaaag-3') и клониро-
вали в векторы pET26b (рис. 1б) и рET15b (рис. 1в)
под контроль ИПТГ-индуцируемого Т7-промо-
тора, по сайтам рестрикции NcoI и BlpI, исклю-
чающим добавление гистидиновых повторов в
состав рекомбинантного белка. Для экспрессии
белков в клетках B. subtilis генетическую кассету,
содержащую ген биназы с мутациями и без, а так-
же ген ингибитора барстара переклонировали с
вектора pAL-2T в плазмиду pGP380 по сайтам ре-
стрикции EcoRI и HindIII. Химически компе-
тентные клетки E. coli NEB5α трансформировали
методом теплового шока полученными конструк-
циями [16] и отбирали клоны, несущие искомые
плазмиды. Правильность сборки плазмид под-
тверждали рестрикционным анализом и секвени-
рованием.

Экспрессия гена биназы в гетерологичных си-
стемах. Генетическими конструкциями транс-
формировали химически компетентные клетки

E. coli BL21 (λDE3) методом теплового шока [16].
Клетки растили на среде LB до достижения куль-
турой экспоненциальной фазы роста (OD590
0.4‒0.8) и добавляли ИПТГ в качестве индуктора.
Подбор условий индукции экспрессии гена про-
водили, варьируя концентрацию ИПТГ (0.1‒0.5 мМ),
время (3‒5 ч) и температуру (25, 37°C) инкубации
(табл. 2).

Трансформацию B. subtilis BRB08 проводили
модифицированным методом Спицайзена [17].
Для наработки биназы бактерии растили на
НФПС в течение 20 ч до максимального накопле-
ния фермента в среде.

Получение периплазматической фракции E. coli.
Клетки осаждали центрифугированием (10 мин
при 8000 g) и ресуспендировали в буфере, содер-
жащем 30 мМ Трис-HCl (рН 8.0), 20% сахарозы,
1 мМ ЭДТА. К суспензии добавляли лизоцим в
концентрации 300 мкг/мл и инкубировали при
37°C в течение 30 мин. Периплазматическую
фракцию отделяли центрифугированием при
12000 g в течение 30 мин.

Разрушение клеток E. coli ультразвуком. Осадок
клеток ресуспендировали в 20 мМ Трис-HCl
(pH 7.5) с добавлением 1 мМ PMSF. Суспензию
обрабатывали ультразвуком при мощности 50%
по схеме: 20 с озвучивание, 40 с пауза, ‒ цикл по-
вторяли 10 раз. Растворимую фракцию белков от-
деляли центрифугированием при 12000 g в тече-
ние 10 мин.

Очистка биназы из телец включения. Клеточ-
ный осадок ресуспендировали в 10-кратном объ-
еме буфера для промывки (WB), содержащего
20 мМ Трис-HCl (рН 7.5), 10 мМ ЭДТА, 1% Три-
тон Х-100, 1 мМ PMSF. Клетки разрушали ультра-
звуком с добавление лизоцима в концентрации
100 мкг/мл, осаждали центрифугированием
(10 мин при 10000 g). Осадок дважды промывали
WB, тельца включения собирали центрифугиро-
ванием. Отмытые тельца включения растворяли в
10-кратном объеме 10 мМ Na-фосфатного буфера
(рН 7.0), содержащего 6 М гуанидин гидрохлорид.
Рефолдинг проводили с использованием системы

Таблица 2. Схема многофакторного эксперимента по оптимизации экспрессии гена биназы в рекомбинантном
штамме E. coli BL21 (λDE3)

Температура, °C ИПТГ, мM Время, ч Содержание белка, мкг

25 0.1 1 2.244
37 0.1 1 1.846
25 0.1 3 4.716
37 0.1 3 3.562
25 0.5 1 3.882
37 0.5 1 2.583
25 0.5 3 1.958
37 0.5 3 2.612
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Рис. 1. Получение биназы со сниженной каталитической активностью с использованием E. coli. а – Схема плазмиды
pAL-2T-bin, внесение мутаций His101Glu и Lys26Ala в ген биназы. б – Схема плазмиды pET26b-binH101E и электро-
форетический анализ содержания биназы в периплазматической фракции E. coli BL21 (λDE3): 1 – неиндуцированная
проба, 2 – индуцированная проба. в – Схема плазмиды pET15b-binH101E и электрофоретический анализ содержания
биназы в различных клеточных фракциях E. coli BL21 (λDE3): 1 – фракция растворимых белков, 2 – фракция нерас-
творимых белков. Здесь и далее: М – маркер молекулярной массы белков PageRuler Prestained Protein Ladder (“Thermo
Fisher Scientific”, США); bin ‒ условное обозначение гена, кодирующего биназу; brst ‒ условное обозначение гена, коди-
рующего барстар; Pbin – промотор гена биназы; Pbrst – промотор гена барстара; T7 term – терминатор Т7; T7 prom – про-
мотор Т7; ori – точка начала репликации; Plac – промотор лактозного оперона; LacI – репрессор лактозного оперона;
AmpR – ген устойчивости к ампициллину; KanR – ген устойчивости к канамицину; ErmR – ген устойчивости к эрит-
ромицину; RepA – инициатор репликации плазмиды; pelB – ген сигнальной последовательности pelB.

Biologic DuoFlow FPLC (“Bio-Rad”, США) на ко-
лонке UNOS6 (“Bio-Rad”), уравновешенной бу-
фером I (10 мМ Na-фосфатный буфер, pH 7.0, 2 М
гуанидин гидрохлорид). Элюцию проводили бу-
фером II (10 мМ Na-фосфатный буфер, pH 7.0,
1 М NaCl, 0.75 М гуанидин гидрохлорид). Пиковые
фракции обессоливали в центрифужных филь-
трах Amicon Ultra-3K (“Merck Millipore”, США).

Электрофорез в денатурирующих условиях и им-
муноблотинг. Электрофоретическое разделение
белков проводили в денатурирующем 16%-ном
ПААГ (SDS-PAGE). После разделения белки пе-
реносили на PVDF-мембрану с использованием
системы Mini Trans-Blot cell (“Bio-Rad”) при на-
пряжении 100 В, в течение 1.5 ч. Свободные
участки связывания на мембране блокировали в
течение 1 ч с добавлением 5% обезжиренного мо-
лока, растворенного в буфере, содержащем 50 мМ
Трис-HCl, pH 7.5, 150 мМ NaCl, 0.05% Tween 20.
Мембрану инкубировали с поликлональными
кроличьими антителами против биназы в течение
24 ч при 4°C, затем с меченными пероксидазой
хрена мышиными антителами против IgG кролика
(“Invitrogen”, СШA) в течение 1 ч при комнатной
температуре. Белки детектировали с использова-
нием хемилюминесцентного субстрата Pierce™
ECL Western Blotting Substrate (“Thermo Fisher
Scientific”, США) на гель-документаторе Chemi-
Doc XRS + System (“Bio-Rad”).

Электрофорез в нативных условиях. Электро-
форез белков проводили в 0.8%-ном агарозном
геле в трис-глициновом буфере, рН 8.5, по мето-
дике R. Kim [18]. Лунки располагали по центру
агарозного геля и детектировали разделение бел-
ков по заряду: белок c pI > 8.5 движется к катоду,
а c pI < 8.5 – к аноду.

Ионообменная хроматография. Выделение ре-
комбинантного белка проводили из культураль-
ной жидкости B. subtilis методом ионообменной
хроматографии по методике, описанной ранее
[19]. Полученные пиковые фракции обессолива-
ли с помощью центрифужных фильтров Amicon
Ultra-3K (“Merck Millipore”). Концентрацию
очищенных белков определяли по Брэдфорду с
помощью набора Pierce™ Coomassie Plus (Brad-
ford) Assay Reagent (“Thermo Fisher Scientific”).

Рибонуклеазная активность. РНКазную актив-
ность определяли по количеству кислотораство-
римых продуктов гидролиза РНК-субстратов: вы-
сокополимерной дрожжевой РНК (впРНК),
тРНК и дцРНК, ‒ используя описанную ранее
модифицированную методику Анфинсена [1]. За
единицу активности принимали количество фер-
мента, которое вызывает увеличение оптической
плотности раствора на единицу при 260 нм в
опытных пробах по сравнению с контрольными
за 1 ч инкубации в пересчете на 1 мл фермента.
Удельную рибонуклеазную активность рассчиты-
вали на 1 мг белка. Удельную рибонуклеазную ак-
тивность нативного фермента принимали за
100%.

Клеточные линии. Исследование цитотоксич-
ности полученных препаратов мутантной биназы
проводили на клетках эпителия легких эмбриона
человека WI38 и линиях опухолевых клеток: аде-
нокарциномы легких А549, рака молочной желе-
зы ВТ-20, аденокарциномы двенадцатиперстной
кишки HuTu 80. Клетки растили на среде DMEM
(“ПанЭко”, Россия) с добавлением 10% феталь-
ной сыворотки крупного рогатого скота (FBS),
пенициллина/стрептомицина (по 100 ед/мл) и
2 мМ L-глутамина при 37°C в атмосфере 5% СО2.

МТТ-тест. Цитотоксичность препаратов би-
назы оценивали в МТТ-тесте. Культуры клеток
засевали в 96-луночные плоскодонные планшеты
плотностью 7 × 103 клеток на лунку для A549 и
HuTu 80, 15 × 103 для BT-20 и 20 × 103 для WI-38.
Клетки растили до образования 50‒60%-ного мо-
нослоя, среду заменяли на свежую с добавлением
исследуемого препарата биназы в концентрации
300 мкг/мл. Клетки растили 48 ч, среду заменяли
на содержащую МТТ (5 мг/мл) и инкубировали
до образования кристаллов формазана. Оптиче-
скую плотность раствора измеряли по разности
поглощения на длинах волн Δ(А570–А630) на спек-
трофотометре xMark (“Bio-Rad”). Жизнеспособ-
ность необработанных клеток принимали за 100%.

Статистический анализ. Содержание целевого
белка в пробах при оптимизации условий экс-
прессии гена биназы в E. coli определяли в про-
грамме GelAnalyzer 19.1 (www.gelanalyzer.com).
Основные физико-химические свойства белков



812

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 5  2023

НАДЫРОВА и др.

рассчитывали при помощи программы ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam/).

Эксперименты проводили в трех биологиче-
ских повторах. Для статистической обработки ре-
зультатов использовали программный пакет MS
Excel 2020. Данные представляли в виде средних
значений со стандартным отклонением (SD). До-
стоверность различий между двумя группами
данных рассчитывали с помощью t-критерия
Стьюдента (p ≤ 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Получение мутантов биназы в E. coli

С целью получения мутантов биназы со сни-
женной каталитической активностью в ген бина-
зы, клонированный в плазмиде pAL-2T, методом
сайт-направленного мутагенеза внесли замены
ключевых аминокислот, входящих в активный
центр фермента: гистидин в позиции 101 замени-
ли на глутаминовую кислоту (His101→Glu), а ли-
зин в позиции 26 – на аланин (Lys26→Ala). Мута-
ции вносили с помощью неперекрывающихся
праймеров, позволяющих амплифицировать плаз-
миду целиком. В результате были получены плаз-
миды pAL-2T-BinH101E и pAL-2T-BinK26A, несу-
щие ген биназы с соответствующими заменами
(рис. 1а).

Подбор эффективной системы экспрессии для
наработки биназы со сниженной каталитической
активностью в клетках E. coli проводили на осно-
ве вектора рET26b (рис. 1б), обеспечивающего
секрецию целевого белка в периплазматическое
пространство, и вектора pET15b (рис. 1в) ‒ с ко-
нечной локализацией белка в цитоплазме. Плаз-
мидой pET26b-BinH101E трансформировали хи-
мически компетентные клетки E. coli BL21
(λDE3) и проводили оптимизацию условий экс-
прессии мутантной биназы в T7/lac-системе с ис-
пользованием многофакторного эксперимента.

Максимальный выход рекомбинантного белка
регистрировали при индукции экспрессии 0.1 мМ
ИПТГ в течение 3 ч при температуре 25°C (табл. 2).
При оценке содержания биназы в периплазме об-
наружили белки различной молекулярной массы:
8, 10 и 12 кДа (рис. 1б).

Для анализа эффективности продукции бина-
зы клетки E. coli BL21 (λDE3) трансформировали
плазмидой pET15b-BinH101E. В результате ана-
лиза содержания внутриклеточных белков в рас-
творимой и нерастворимой фракциях выявлено,
что большое количество биназы агрегирует внут-
ри клеток в виде нерастворимых телец включения
(рис. 1в). Снижение экспрессии целевого гена за
счет варьирования условий индукции не привело
к увеличению количества растворимого белка.
Несмотря на то, что в результате очистки целево-
го белка из телец включения с использованием
гуанидин гидрохлорида была получена высоко-
очищенная фракция мутанта биназы в раствори-
мой форме, проведенный рефолдинг не привел к
восстановлению физико-химических свойств.
Скорее всего, это связано с тем, что заряд молеку-
лы биназы с мутацией H101E отличается от на-
тивного фермента (рис. 2а, 2б). Для изучения ка-
талитических и биологических свойств мутантов
биназы необходимо их получение с нативными
физико-химическими характеристиками, поэтому
использование E. coli в качестве штамма-проду-
цента оказалось нецелесообразным.

Получение мутантов биназы в B. subtilis
Для получения биназы со сниженной катали-

тической активностью из культуральной жидко-
сти B. subtilis ген биназы с внесенными мутациями
клонировали в шаттл-вектор pGP380 совместно с
геном внутриклеточного ингибитора барстара
(рис. 3а). В связи с тем, что для бацилл характерен
высокий уровень протеолитической активности
во внеклеточной среде [20], мы использовали бес-

Рис. 2. Электрофоретический анализ биназы, полученной из телец включений. а – Электрофорез в денатурирующих
условиях: 1 – мутант биназы после очистки из телец включения с помощью гуанидин гидрохлорида, 2 – растворимая
клеточная фракция. б – Электрофорез в нативных условиях: 1 – мутант биназы после очистки из телец включения с
помощью гуанидин гидрохлорида, 2 – нативная биназа.
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протеазный штамм B. subtilis BRB08 (с делециями
генов 8 основных внеклеточных протеаз) в каче-
стве продуцента рекомбинантной биназы. Из-
вестно, что синтез биназы регулируется двухком-
понентной системой PhoP-PhoR и индуцируется
при недостатке неорганического фосфата [21],
поэтому индукцию экспрессии гена биназы про-
водили на среде с низким содержанием неоргани-
ческого фосфата. В результате анализа уровней
экспрессии мутантов биназы выявлено высокое
содержание целевых белков в культуральной
жидкости B. subtilis (рис. 3а). Основные физико-
химические параметры мутантов биназы, рассчи-

танные с помощью сервиса ProtParam, оказались
схожими по значениям с таковыми для аутентич-
ного белка (табл. 3). Учитывая эти результаты,
для выделения мутантов биназы мы использова-
ли метод ионообменной хроматографии, разра-
ботанный нами ранее для очистки бациллярных
РНКаз [19]. Хроматографический профиль полу-
ченных препаратов биназы был представлен в ви-
де единичных симметричных пиков, гомоген-
ность которых была подтверждена электрофоре-
зом в денатурирующих условиях (рис 3б‒3г). Как
видно из результатов иммуноблотинга, представ-
ленных на рис. 3д, полученные белки с молеку-

Рис. 3. Выделение и очистка мутантов биназы со сниженной каталитической активностью, синтезированных в клет-
ках B. subtilis. а ‒ Схема плазмиды pGP380-bin и анализ белков культуральной жидкости B. subtilis BRB08, несущих
плазмиды с геном биназы или ее мутантов: 1 – pGP380-bin, 2 – pGP380_binH101E, 3 – pGP380-binK26A, 4 – биназа,
М – маркер молекулярной массы белков. б – Профиль элюции биназы в градиенте 0‒1 M NaCl с использованием си-
стемы FPLC BioLogic Duo Flow (“Bio-Rad”, США) и электрофоретический анализ фракций мутантов биназы на раз-
личных этапах очистки: 1 – культуральная жидкость до очистки, 2 – после сорбции на ДЭАЭ-целлюлозе, 3 – пиковая
фракция после элюции на фосфоцеллюлозе, 4 – после ВЭЖХ (3 мкг/лунка). в – Мутант биназы His101Glu; г – му-
тант биназы Lys26Ala. AU ‒ единицы оптического поглощения; mS/cm ‒ кондуктивность. д – Иммуноблотинг пи-
ковых фракций биназы и ее мутантов после ВЭЖХ: 1 – нативная биназа, 2 – рекомбинантная биназа, 3 – мутант
Lys26Ala, 4 – мутант His101Glu. Расшифровку аббревиатур см. на рис. 1.
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лярной массой 12 кДа связывались с антителами к
биназе. Максимальный выход очищенных целе-
вых белков составлял 25 мг/л.

Как видно из данных, представленных на рис. 4а,
предпочтительным субстратом для мутанта
Lys26Ala, как и для биназы, является впРНК, а
для мутанта His101Glu – тРНК. Каталитическая
активность мутанта Lys26Ala в сравнении с бина-
зой на впРНК составила 11, на тРНК – 15.4, на
дцРНК – 17%. Мутант His101Glu гидролизовал
впРНК на 0.02, тРНК – на 3.4, дцРНК – на 0.2%
(рис. 4б).

В результате использования экспрессионной
системы B. subtilis получены гомогенные препара-
ты мутантов Lys26Ala и His101Glu биназы и ис-
следованы их каталитические характеристики на
природных субстратах.

Сравнительная характеристика 
цитотоксического потенциала мутантов биназы

Исследование цитотоксичности полученных му-
тантов биназы проведено на нормальных (WI-38) и
опухолевых (A549, BT-20, Hutu 80) клетках чело-

Рис. 4. Каталитические и цитотоксические свойства биназы и ее мутантов. а – Эффективность гидролиза природных
РНК-субстратов. За 100% принята суммарная удельная активность каждого фермента на трех РНК-субстратах. б – Ка-
талитическая активность мутантов биназы в отношении различных РНК-субстратов в сравнении с нативным фермен-
том. За 100% принята каталитическая активность нативной РНКазы. в –Жизнеспособность опухолевых клеток А549,
ВТ-20, HuTu 80 и нормальных клеток WI-38 через 48 ч инкубации с биназой или ее мутантами. За 100% принята жиз-
неспособность клеток без обработки ферментом.
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Таблица 3. Основные физико-химические свойства нативной биназы, мутантов His101Glu и Lys26Ala

Параметр Нативная биназа Мутант His101Glu Мутант Lys26Ala

Число аминокислот 109 109 109
Молекулярная масса, Да 12211.7 12203.6 12239.66
pI 9.52 9.3 9.57

Коэффициент экстинкции, М−1 см−1 2.2 2.2 2.2

Алифатический индекс 78.80 78.80 78.81
Индекс нестабильности 27.25 23.22 31.28
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века. Показано, что мутант Lys26Ala с остаточной
каталитической активностью 11% обладает изби-
рательной цитотоксичностью по отношению к
опухолевым клеткам, уровень которой сходен с
нативным ферментом. Так, мутант Lys26Ala и на-
тивная биназа в концентрации 300 мкг/мл снижа-
ли жизнеспособность клеток А549 и ВТ-20 на 25,
HuTu 80 – на 75% (рис. 4в). Мутант His101Glu бина-
зы с остаточной активностью 0.02% не оказывал
влияния на жизнеспособность клеток. Таким об-
разом, каталитическая активность биназы ‒ один из
факторов, определяющих ее цитотоксичность.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Эффективность гетерологичных систем 
экспрессии для продукции рекомбинантной биназы

Детальное изучение структуры и функцио-
нальных характеристик мутантов биназы требует
их наработки в препаративных количествах. Про-
дуктивность природных штаммов, как правило,
невысока. Так, выход биназы, полученной из на-
тивного штамма-продуцента B. pumilus 7p, со-
ставляет не более 2 мг/л [22, 23]. Кроме того, вне-
сение мутаций в геном природных изолятов часто
сопряжено с методологическими трудностями.
Эффективной наработки мутантного белка мож-
но добиться при использовании гетерологичной
системы экспрессии. Ранее препарат рекомби-
нантной биназы и мутантов со сниженной ката-
литической активностью был получен из культу-
ральной жидкости E. coli [10, 24]. Однако такой
способ имеет ряд недостатков, связанных с отсут-
ствием специфической системы секреции, обес-
печивающей транспорт целевого белка через ци-
топлазматическую и наружную мембраны в куль-
туральную жидкость [25]. Бактерии рода Bacillus
ранее не использовали в качестве продуцента ре-
комбинантной биназы.

Мы сравнили эффективность двух гетероло-
гичных систем экспрессии: на основе E. coli и
B. subtilis ‒ для наработки мутантных форм биназы
со сниженной каталитической активностью.

Бактерии E. coli широко используют при про-
ведении генно-инженерных манипуляций и про-
дуцирования гетерологичных белков. Для нара-
ботки биназы в клетках E. coli была получена экс-
прессионная плазмида на основе вектора рET26b
(рис. 1б), обеспечивающая секрецию целевого
белка в периплазматическое пространство.
К преимуществам получения рекомбинантных
белков из периплазматического пространства от-
носится низкое содержание протеаз и примесных
белков, что повышает стабильность целевого
продукта и облегчает его последующую очистку.
Кроме того, наличие дисульфидизомераз благо-
приятно сказывается на формировании коррект-
ной трехмерной структуры белков, требующей

образования дисульфидных связей. При анализе
накопления биназы в периплазме мы обнаружи-
ли нарушения в процессинге рекомбинантного
белка. Именно этим можно объяснить наличие
множественных форм биназы с различной моле-
кулярной массой (рис. 1б). По-видимому, это
связано с неполным отщеплением сигнальной
последовательности при перегрузке системы сек-
реции E. coli, вызванной наработкой чужеродного
белка [26]. В связи с этим более целесообразным
представлялось получение рекомбинантной би-
назы из цитоплазмы E. coli. Для этого ген биназы
переклонировали в вектор рЕТ15b (рис. 1в). При
анализе полученных образцов оказалось, что ре-
комбинантная биназа находится внутри клетки в
виде нерастворимых агрегатов – телец включе-
ния (рис. 1в, 2а). Для перевода фермента из телец
включения в биологически активную форму не-
обходимо проведение дополнительных трудоем-
ких процедур, что существенно снижает суммар-
ный выход целевого белка и может сказаться на
его физико-химических свойствах. Так, обработ-
ка биназы денатурирующим агентом гуанидин
гидрохлоридом с последующим рефолдингом не
привела к корректному восстановлению нативно-
го заряда белка (рис. 2б). Учитывая эти проблемы,
в дальнейшем в качестве продуцента рекомби-
нантной биназы мы использовали B. subtilis.

Основное преимущество систем экспрессии
на основе бацилл состоит в отсутствии эндоток-
синов и секреции рекомбинантных белков непо-
средственно в среду, что облегчает получение целе-
вого белка, пригодного для возможного примене-
ния в терапевтических целях. B. subtilis содержат
шапероны, которые обеспечивают правильный
фолдинг и препятствуют агрегации зрелого белка
в клетке [27]. Использование эффективного
штамма-продуцента и оптимизированных усло-
вий выделения и очистки фермента позволили
получить гомогенные препараты мутантов бина-
зы в количествах, соизмеримых с опубликован-
ными показателями [24, 28, 29].

Таким образом, установлено, что для получе-
ния мутантов биназы со сниженной каталитиче-
ской активностью подходит гетерологичная си-
стема на основе B. subtilis. По-видимому, для би-
назы крайне важны условия секреции, которые
обеспечивают правильный процессинг и фолдинг
белка, что возможно при использовании близко-
родственных видов бактерий в качестве проду-
центов.

Мутационный анализ активного центра биназы
Изучению функциональной роли аминокис-

лотных остатков каталитического домена биназы
в кинетике гидролиза РНК посвящен ряд иссле-
дований [10, 29]. Так, Г. Яковлев (Yakovlev) и соавт.
[10] рассчитали кинетические параметры гидро-
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лиза синтетических субстратов GpC, poly(I) и poly(A)
мутантами His101Glu и Lys26Ala: каталитическая
активность ферментов составила 2.7 и 33% соот-
ветственно, для мутанта His101Glu зарегистриро-
вано значительное снижение константы скорости
реакции.

Природные РНК-субстраты, а именно впРНК,
дцРНК, тРНК, представляют большой интерес в
качестве возможных внутриклеточных мишеней
цитотоксических рибонуклеаз. Нами показано,
что каталитическая активность мутантов Lys26Ala
и His101Glu в сравнении с нативным ферментом
на высокополимерном субстрате составляет 11 и
0.02% соответственно (рис. 4б). При оценке эф-
фективности гидролиза природных субстратов
обнаружено, что мутант Lys26Ala, как и биназа,
эффективнее расщепляет впРНК, при этом ката-
литическая активность мутанта His101Glu, на-
против, характеризуется явным предпочтением к
низкомолекулярному субстрату – тРНК (рис. 4а).

Оценивая функциональные различия мутан-
тов биназы, необходимо учитывать роль и приро-
ду заменяемых аминокислот. Положительно за-
ряженные остатки His101 и Lys26 вместе с Glu72,
Arg82, Arg86 формируют активный центр биназы.
His101 выступает в качестве донора протонов [30],
а Lys26 отвечает за связывание с фосфатными
группами РНК. Характер аминокислотных замен
определяется консервативностью или радикаль-
ностью. Консервативные замены, в отличие от
радикальных, не оказывают значительного влия-
ния на функциональные свойства белков. Мы
оценили взаимозаменяемость аминокислот в по-
зициях 26 и 101 молекулы биназы, основываясь
на коэффициенте функциональной близости
(кФБА) Бачинского [31]. Замена считается кон-
сервативной при значении кФБА > 12.4, в обрат-
ном случае ‒ радикальной. Так, кФБА для замен
His→Glu и Lys→Ala составляет 4 и 13 соответ-
ственно. Анализируя характер замен методом Ба-
чинского, можно заключить, что замена гистидина
на глутаминовую кислоту относится к радикальным,
а лизина на аланин – к консервативным. Анализ ха-
рактера замен методом П. Снита (Sneath) [32] под-
твердил консервативность замены Lys→Ala и ра-
дикальность замены His→Glu.

Цитотоксический эффект мутантов биназы
Противоопухолевые эффекты РНКаз обуслов-

лены рядом детерминант, включающих катион-
ные свойства белка, взаимодействия с клеточны-
ми компонентами, надмолекулярную структуру и
каталитические свойства фермента [33‒35]. Из-
вестно, что биназа дикого типа взаимодействует
непосредственно с мутантным белком KRAS, что
приводит к блокировке сигнального пути
MAPK/ERK и индукции апоптоза [36]. Анализ
профиля активированных онкогенов и протоон-

когенов, экспрессируемых эпителиоподобными
опухолями, показал, что цитотоксическое дей-
ствие биназы и мутанта Lys26Ala не всегда сопря-
жено с экспрессией мутантных вариантов белка
RAS. Так, в клетках ВТ-20 и Hutu 80 содержится
RAS дикого типа, а клетки А549 экспрессируют
KRAS с мутацией G12S [37‒39]. Вероятно, в клет-
ках ВТ-20 и Hutu 80 биназа активирует иные ме-
ханизмы цитотоксичности. Ранее показано, что
снижение жизнеспособности клеток ВТ-20 под
действием биназа-производного пептида В74-94
может быть обусловлено его прямым взаимодей-
ствием с рецептором эпидермального фактора ро-
ста человека (EGFR) [40]. Выраженное цитотокси-
ческое действие биназы по отношению к клеткам
Hutu 80, вероятно, опосредовано снижением спо-
собности опухолевых клеток к миграции [41].

Каталитическая активность считается одной из
основных детерминант цитотоксичности РНКаз.
Однако известны РНКазы, проявляющие проти-
воопухолевую активность, но не обладающие
способностью гидролизовать РНК. Например,
мутант РНКазы Aspergillus giganteus (α-сарцин) без
каталитической активности подавлял жизнеспо-
собность клеток рака шейки матки HeLa [42]. Не
обладающий РНКазной активностью мутант ка-
тионного белка эозинофилов человека проявлял
цитотоксичность путем изменения проницаемо-
сти клеточной мембраны без интернализации
[43]. Для некоторых РНКаз определен минималь-
ный уровень каталитической активности, при ко-
тором сохраняются цитотоксические свойства
фермента. Нами показано, что мутант биназы с
остаточной активностью 11% обладает таким же
уровнем противоопухолевой активности, что и на-
тивный фермент. Мутагенная активность биназы
и ее способность вызывать SOS-ответ напрямую
зависят от уровня ее каталитической активности
[44, 45]. Низкий уровень РНКазной активности
позволит снизить токсическое воздействие бина-
зы на организм.

Таким образом, в результате проведенного ис-
следования нами подобрана экспрессионная си-
стема на основе B. subtilis, позволяющая получать
высокоочищенные препараты мутантов биназы в
препаративных количествах (25 мг/л). Экспери-
ментально обоснована важность использования
близкородственной системы экспрессии для по-
лучения рекомбинантной биназы с нативными
физико-химическими свойствами. Оценен вклад
РНКазной активности в цитотоксичность биназы
и установлено, что остаточной активности 11%
достаточно для цитотоксического действия бина-
зы на опухолевые клетки.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 21-74-10036)
и Министерства науки и высшего образования
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Efficiency of Escherichia coli and Bacillus subtilis Expression Systems
for Production of Binase Mutants

A. I. Nadyrova1, *, A. S. Kosnyrev1, V. V. Ulyanova1, E. V. Dudkina1, 
V. I. Vershinina1, and O. N. Ilinskaya1

1Institute of Fundamental Medicine and Biology, Kazan Federal University, Kazan, 420008 Russia
*e-mail: alsu.nadyrova@yandex.ru

Bacillus pumilus ribonuclease (binase) exhibits cytotoxic and oncolytic properties, while at high concentra-
tions it causes genotoxic effects. The use of mutants with reduced catalytic activity preserving the antitumor
properties of the native enzyme could reduce the toxic side effects of the enzyme. Here, mutant forms of bi-
nase with Lys26Ala and His101Glu single substitutions were obtained by site-directed mutagenesis. A com-
parative analysis of Escherichia coli and Bacillus subtilis-based expression systems demonstrated the feasibility
of using a bacilli-based heterologous system for production binase mutants. Binase mutants with reduced
catalytic activity were isolated and purified with ion exchange chromatography in a homogeneous state with
25 mg/L yield. The catalytic properties of obtained mutants toward natural RNA-substrates in comparison
with those for native binase were analyzed. The catalytic activity of the Lys26Ala and His101Glu mutants was
11 and 0.02%, respectively. It was found that the Lys26Ala mutant as well as the native binase exhibits selective
cytotoxicity toward A549, BT-20 and HuTu 80 tumor cell lines, without causing toxic effects toward normal
WI-38 cells. The mutant His101Glu did not exhibit cytotoxicity.

Keywords: ribonuclease, binase, expression system, Escherichia coli, Bacillus subtilis, catalytic activity, cyto-
toxicity
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Рассеянный склероз (РС) – хроническое аутоиммунно-воспалительное, нейродегенеративное за-
болевание центральной нервной системы, характеризующееся значительной клинической гетеро-
генностью. У 10–15% пациентов развивается первично-прогрессирующий РС (ППРС), при кото-
ром, в отличие от наиболее частой ремиттирующей формы РС, происходит неуклонное развитие
нейродегенерации и, как следствие, стойкое постепенное увеличение неврологической симптома-
тики. Одной из причин отличий в патогенезе двух форм РС могут быть особенности эпигенетиче-
ской регуляции генной экспрессии. Метилирование ДНК – один из ключевых эпигенетических ме-
ханизмов, обычно носит тканеспецифический характер и остается практически неизученным в раз-
личных клеточных популяциях больных ППРС. Целью настоящей работы стало выявление
профилей дифференциального метилирования CpG-сайтов генома CD14+ моноцитов, характери-
зующих ППРС. При полногеномном анализе метилирования ДНК у больных ППРС и индивидов
контрольной группы выявлено 169 дифференциально метилированных позиций, 90.5% которых ги-
перметилированы у больных ППРС. Более половины всех дифференциально метилированных по-
зиций находятся в области известных генов и входят в состав CpG-островков и соседних с ними об-
ластей, что говорит об их высокой функциональной значимости. Нами идентифицированы шесть
протяженных дифференциально метилированных регионов в области генов OR2L13, CAT, LCLAT1,
HOXA5, RNF39 и CRTAC1, связанных с воспалением и нейродегенерацией, что свидетельствует об
активной эпигенетической регуляции экспрессии упомянутых генов.

Ключевые слова: первично-прогрессирующий рассеянный склероз, воспаление, нейродегенерация,
метилирование ДНК, эпигенетическая регуляция
DOI: 10.31857/S002689842305004X, EDN: GVHYAT

ВВЕДЕНИЕ
Рассеянный склероз (РС) – тяжелое хрониче-

ское аутоиммунно-воспалительное и нейродеге-
неративное заболевание центральной нервной
системы (ЦНС), является основной причиной
прогрессирующей инвалидизации молодых лю-
дей [1]. Развитие аутоиммунного процесса при

РС приводит к нарушению гематоэнцефаличе-
ского барьера, инфильтрации иммунных клеток в
ЦНС и последующему развитию демиелинизиру-
ющих поражений как головного, так и спинного
мозга [2]. РС относят к числу комплексных забо-
леваний, которые развиваются под воздействием
факторов внешней среды у генетически предрас-
положенных лиц. И генетические, и внешние
факторы порознь умеренно влияют на риск раз-
вития РС, однако их совместное воздействие мо-
жет приводить к резкому возрастанию риска, что
предполагает их взаимодействие на молекуляр-
ном уровне [3]. Показано, что влияние многих
факторов внешней среды опосредовано различ-

Сокращения: ДМП – дифференциально метилированная
позиция; ДМР – дифференциально метилированный ре-
гион; МНК – мононуклеарные клетки; ППРС – первич-
но-прогрессирующий рассеянный склероз; РС – рассеян-
ный склероз, РРС – ремиттирующий рассеянный склероз;
ЦНС – центральная нервная система; ЦСЖ – церебро-
спинальная жидкость; EDSS (Expanded Disability Status
Scale) – расширенная шкала инвалидизации.

УДК 577.21

ГЕНОМИКА. 
ТРАНСКРИПТОМИКА
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ными эпигенетическими механизмами [4], кото-
рые обеспечивают стабильное изменение экс-
прессии генов без изменения их нуклеотидной
последовательности [5].

РС – гетерогенное заболевание. У большин-
ства больных первоначально диагностируют ре-
миттирующую форму РС (РРС), при которой по-
вторяющиеся эпизоды острой неврологической
симптоматики (обострения) чередуются с пол-
ным или частичным восстановлением (ремиссией).
Однако у 10–15% больных РС с самого начала
развивается тяжелая первично-прогрессирующая
форма РС (ППРС), при которой происходит
стойкое постепенное накопление повреждений
аксонов, гибель нейронов и, как следствие, уве-
личение неврологической симптоматики [6].
Кроме клинического течения, ППРС отличается
от РРС и по механизмам развития патологиче-
ского процесса [7]. Нейровоспаление выступает в
качестве одного из основных факторов, связан-
ных с развитием целого ряда нейродегенератив-
ных заболеваний, включая РС, и характеризуется
резкими изменениями эпигенетической регуля-
ции [5]. К числу основных эпигенетических меха-
низмов относится метилирование ДНК. В подав-
ляющем большинстве случаев ДНК метилируется
в положении С5 остатка цитозина в составе CpG-
динуклеотидов (CpG-сайтов).

Полногеномный анализ метилирования ДНК
позволил выявить отличия в профилях метилиро-
вания ДНК при РРС и у здоровых индивидов,
причем характер отличий зависел от типа сравни-
ваемых клеток и тканей больных [8–10].

Ранее нами впервые были обнаружены разли-
чия в профилях метилирования ДНК в мононукле-
арных клетках периферической крови (МНК), ко-
торые позволяют отличить больных РРС, ППРС
друг от друга и от здоровых индивидов [11]. По-
скольку МНК представляют собой гетерогенную
клеточную популяцию, выявление различий в
профилях метилирования ДНК в отдельных суб-
популяциях клеток крови может способствовать
лучшему пониманию механизмов патогенеза
ППРС. Впервые значительные отличия профи-
лей метилирования ДНК в CD4+ T-лимфоцитах
больных ППРС и здоровых доноров были обна-
ружены в работе [12].

В настоящем исследовании мы сосредоточи-
лись на другой популяции МНК – CD14+ моно-
цитах, патогенный вклад которых в развитие РС
реализуется через дифференцировку в макрофаги
или дендритные клетки в ЦНС и выполнение эф-
фекторных функций, связанных с модуляцией
воспалительных реакций [13]. Профили метили-
рования ДНК CD14+ моноцитов в выборках
больных ППРС и здоровых индивидов анализи-
ровали с использованием ДНК-микрочипов вы-
сокой плотности.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Участники исследования. В состав исследуемых
групп вошли восемь больных ППРС в возрасте
43 ± 9 лет (из них шесть женщин) и восемь здоро-
вых добровольцев в возрасте 34 ± 9 лет (из них
шесть женщин). До начала исследования боль-
ные не получали иммуномодулирующей терапии.
Критерием исключения пациентов из исследова-
ния было наличие системного воспаления, дру-
гих аутоиммунных или инфекционных заболева-
ний. Диагноз ППРС ставили в соответствии с
критериями МакДональда [14]; средний балл па-
циентов по расширенной шкале инвалидизации
(Expanded Disability Status Scale, EDSS) составил
4.29 ± 0.39. Все участники исследования были, по
данным анкетирования, этническими русскими.
Проведение исследования одобрено этическим
комитетом РНИМУ им. Н.И. Пирогова МЗ РФ.

Выделение ДНК и анализ метилирования. Пе-
риферическую кровь индивидов собирали в про-
бирки с EDТА в качестве антикоагулянта; МНК
получали центрифугированием на градиенте Фи-
колл-1077 Диаколл (“Диаэм”, Россия). CD14+
моноциты выделяли из МНК методом положи-
тельной селекции на иммуномагнитных микро-
бусах, конъюгированных с анти-CD14-антитела-
ми (“Miltenyi Biotec”, Германия). Геномную ДНК
из CD14+ моноцитов выделяли с использовани-
ем набора QIAamp DNA Mini Kit (“QIAGEN”,
Германия), а затем подвергали бисульфильтной
конверсии с помощью набора EZ DNA Methyla-
tion-Gold Kit (“Zymo Research”, США). Уровни
метилирования ДНК анализировали с использо-
ванием ДНК-микрочипов высокой плотности In-
finium HumanMethylation450 BeadChip на сканере
iScan (“Illumina”, США).

Анализ данных. Данные об уровнях метилиро-
вания анализировали с помощью пакета ChAMP
v. 3.14 [15] и стандартных средств среды R. Из ана-
лиза исключали пробы, значение p обнаружения
сигнала (detection p-value) в которых превышало
0.01; пробы, комплементарные нескольким
участкам генома (multi-hit); SNP-содержащие
пробы и пробы, расположенные в хромосомах X и
Y. Данные метилирования нормализовали с ис-
пользованием метода квантильной нормализа-
ции (beta-mixture quantile normalization method,
BMIQ) [16], интегрированного в пакет ChAMP в
виде функции champ.norm(). Наличие ковариат
(пол и возраст) и пакетного эффекта (batch-эф-
фекта) от разных “слайдов” проверяли путем ана-
лиза результатов сингулярного разложения (sin-
gular value decomposition analysis, SVD), реализо-
ванного в функции champ.SVD(). Для оценки
уровня метилирования конкретного CpG-сайта
вычисляли значение β, которое представляет со-
бой отношение интенсивности сигнала метили-
рования от соответствующей пробы к сумме ин-
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тенсивностей двух сигналов (метилированного и
неметилированного) этой же пробы. Значения β
варьировали в пределах от 0 (неметилированные
пробы) до 1 (полностью метилированные пробы).

CpG-сайт рассматривали как дифференциаль-
но метилированную позицию (ДМП), если зна-
чение |Δβ| для него в сравниваемых группах было
больше 0.1 (т.е. уровень метилирования отличал-
ся более чем на 10%) и определенная с помощью
t-теста Стьюдента величина p была <0.01. Локали-
зацию CpG-сайтов по отношению к функцио-
нально значимым скоплениям CpG-сайтов и
структурным элементам генов определяли с по-
мощью стандартной аннотации UCSC genes в hg19.

Поиск дифференциально метилированных ре-
гионов (ДМР) осуществляли с использованием
пакета Bumphunter v. 3.16 [17], интегрированного
в алгоритм ChAMP в виде функции champ.DMR().
Регион считали ДМР, если он содержал не менее
семи CpG-сайтов с уровнями метилирования, од-
нонаправленно измененными у больных ППРС,
а соответствующая величина p в пермутационном
тесте была меньше 0.01.

Данные визуализировали, используя пакеты
gplots v. 3.1.1, ggplot2 v. 3.3.5 и стандартные сред-
ства среды R. Для построения карт интенсивно-

сти сигналов ДМП применяли cтандартизиро-
ванную Z-оценку уровней метилирования – без-
размерный статистический показатель, удобный
для сравнения значений разной размерности.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Полногеномное профилирование метилиро-
вания ДНК выполнено в CD14+ моноцитах вось-
ми больных ППРС и восьми здоровых индивидов
контрольной группы. Первичную фильтрацию и
контроль качества прошли 408875 CpG-сайтов.
SVD-анализ показал, что batch-эффект, а также
пол и возраст включенных в исследование инди-
видов не являются значимыми ковариантами, по-
этому мы не включали их в дальнейший анализ.

При сравнении уровней метилирования ДНК
в исследуемых группах идентифицировано 169
ДМП; их характеристика представлена на рис. 1.
Как видно из рис. 1а, выявленный набор ДМП
хорошо отличает больных ППРС от здоровых доб-
ровольцев, при этом у больных гиперметилирова-
но подавляющее большинство ДМП (153, 90.5%).

Большинство ДМП расположено в CpG-ост-
ровках или в пределах 2000 п.н. от них (36.7 и
28.4% соответственно). Вне известных скоплений

Рис. 1. Характеристика ДМП, идентифицированных в CD14+ моноцитах больных ППРС. а – Карта интенсивности
сигналов ДМП у больных ППРС и здоровых индивидов. Градиент от черного к светло-серому отражает повышение
уровня метилирования ДНК в исследуемых образцах. Дендрограмма сверху показывает иерархическую кластериза-
цию образцов: черным обозначены больные ППРС, светло-серым – здоровые индивиды. б – Локализация ДМП по
отношению к функционально значимым скоплениям CpG-сайтов. в –Локализация ДМП по отношению к структур-
ным элементам генов.
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CpG-сайтов локализовано только 30.2% ДМП
(рис. 1б). Сто девять ДМП (64.5% от общего чис-
ла) располагаются в области 78 известных генов,
преимущественно в их транслируемых регионах
(37.3%); в промоторных областях генов лежат
18.3% ДМП, в 5'- и 3'-нетранслируемых областях –
7.1 и 1.8% ДМП соотв. (рис. 1в). Абсолютное боль-
шинство выявленных генов (97.4%) относятся к
белоккодирующим (табл. 1). Повышение уровня
метилирования при ППРС более чем на 20% на-
блюдали в 13 ДМП в семи генах: ERICH1
(cg01053087 и cg05875700), HCG4P6 (cg18786623),
IGF2BP1 (cg18128536), LCLAT1 (cg12454169, cg17749961
и cg15652532), NPAS3 (cg11787167), OR2L13 (cg20433858,
cg08260406, cg08944170 и cg20507276), RHOJ
(cg07157030).

Нами проведен поиск ДМР, располагающихся
в непосредственной близости от известных генов,
с целью идентификации генов, подвергающихся
выраженной регуляции экспрессии путем мети-
лирования ДНК. В результате были идентифици-
рованы шесть кандидатных ДМР в области генов
OR2L13, CAT, LCLAT1, HOXA5, RNF39 и CRTAC1
(табл. 2). Дифференциальное метилирование че-
тырех из этих генов: OR2L13, CAT, LCLAT1 и
CRTAС1 выявлено и на уровне отдельных ДМС
(см. табл. 1).

Анализ карт выявленных ДМР (рис. 2) пока-
зывает, что все они, как и можно ожидать, гипер-
метилированы у больных ППРС и в большинстве
случаев располагаются в CpG-островках и сосед-
них с ними областях. ДМР OR2L13, CAT, LCLAT1
и HOXA5 затрагивают промоторные регионы ге-
нов, а ДМР RNF39 располагается в транслируе-
мой области. ДМР CRTAC1 не только находится в

теле гена, но и лежит за пределами известных
скоплений CpG-сайтов. ДМР LCLAT1 – самый
короткий, он характеризуется наибольшими раз-
личиями уровней метилирования между сравни-
ваемыми группами. К сожалению, технические
ограничения HumanMethylation450 BeadChip не
позволяют расширить его анализ дальше в 5'-об-
ласть для более подробного изучения ландшафта
метилирования промотора гена LCLAT1 (ближай-
ший детектируемый CpG-сайт лежит на расстоя-
нии около 20 т.п.н.). ДМР в области генов HOXA5
и RNF39, достаточно протяженные по сравнению
с другими, но характеризуются большой диспер-
сией индивидуальных значений и невыраженны-
ми различиями уровней метилирования между
группами, не превышающими 10%.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В ходе настоящего исследования нами впер-
вые выявлены значительные изменения профи-
лей метилирования ДНК в CD14+ клетках боль-
ных ППРС при сравнении со здоровыми индиви-
дами, позволяющие уверенно дискриминировать
эти две группы (см. рис. 1). Показано, что у паци-
ентов с ППРС гиперметилировано 90.5% ДМП.
Эти данные хорошо согласуются с полученными
нами ранее результатами анализа ДНК из CD4+
лимфоцитов и МНК больных ППРС, где гипер-
метилированными оказались 81 и 86% выявлен-
ных ДМП соответственно [11, 12].

Настоящее исследование является единствен-
ным, выполненным на CD14+ моноцитах боль-
ных ППРС, поэтому сопоставлять данные о глобаль-
ных уровнях метилирования ДНК в этой популяции

Таблица 1. Характеристика ДМП-содержащих генов, выявленных при анализе метилирования ДНК CD14+ мо-
ноцитов больных ППРС и здоровых индивидов

Примечание. Если ген содержит более одного ДМП, то их число указано в скобках при названии гена. Жирным шрифтом отме-
чены гены, содержащие ДМП, уровни метилирования которых различаются между сравниваемыми группами более чем на 20%.

Уровень 

метилирования 

ДМП у больных 

ППРС

Категория генов

гены, кодирующие белки РНК-гены псевдогены

Повышен ABI2, AGAP2 (2), ANKMY1 (2), AP2S1, BANP, C19orf77, C6orf27, 

C8orf73 (2), CACNB2, CARS, CAT, CCDC81, CHL1 (2), CLDN12, 

CLIP2, CPXM1, CRTAC1 (3), CYP2D6, DDO (2), DYRK1B, EDN3, 

ENOSF1, ERICH1 (3), GALNT9 (3), GGA2, GPR124, HHLA2, HKR1 

(2), IGF2BP1 (5), IGSF9B (2), IMMT, KDM4B, KIAA1161 (2), 

KIAA1274, KLHL8 (2), LCLAT1 (3), LSP1, MATN4, NCKAP5, 

NPAS3, NR4A2, OR2L13 (8), PCDH12, PRKCZ, PRKD3, QDPR, 

RAB17, RAPGEF4, RCCD1, RHOJ (2), SLC12A7, SLC25A2, 

SLC46A2, SPAG1, SRGAP1, STK32C (2), TACR1, TAGLN, TBX21, 

TECR, TGFBI, TLE2, TNR (2), TULP1, WRNIP1, ZDHHC4, 

ZNF83, ZP2

HCG4P6 HLA-H

Снижен BARX2, DTX1, HOPX, LPCAT1, PPP5C, PTPRN2, RGS6, SEC14L1 – –
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Таблица 2. Характеристика ДМР в области известных генов, идентифицированных в CD14+ моноцитах больных
ППРС

Ген,

содержащий 

ДМР

Координаты ДМР Длина ДМР, п.н.

Количество

CpG-сайтов,

образующих ДМР

Значение p

OR2L13 chr1: 248100228–248100614 386 8 9.7 × 10–6

CAT chr11: 34460107–34460856 749 12 0.0010

LCLAT1 chr2: 30669597–30670025 428 7 0.0029

HOXA5 chr7: 27183133–27183990 857 21 0.0020

RNF39 chr6: 30039130–30039801 671 19 0.0037

CRTAC1 chr10: 99734081–99735202 1121 11 0.0051

Рис. 2. Карты ДМР, выявленных при анализе метилирования ДНК CD14+ моноцитов больных ППРС и здоровых ин-
дивидов. Идентификаторы CpG-сайтов, образующих ДМР, даны согласно стандартной аннотации Illumina в подписи
к оси абсцисс; их локализация на оси схематически представлена по отношению к функционально значимым скопле-
ниям CpG-сайтов и к структурным элементам генов (изображены на верхней и нижней полосках соответственно).
Точками показаны уровни метилирования CpG-сайтов, образующих ДМР, у каждого отдельного больного ППРС
(черный цвет) или здорового индивида (светло-серый цвет). Результирующие кривые тех же цветов проведены через
медианные значения уровней метилирования CpG-сайтов внутри каждой группы.
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CpG-островки (islands)

Функционально значимые скопления CpG-сайтов:

Образцы ДНК больных ППРС Образцы ДНК здоровых индивидов

2000�4000 п.н. от CpG-островков (shelves)

Прочие области (open sea)

5'-Нетранслируемые регионы

Транслируемые области

Промоторные области

Структурные элементы генов:

лейкоцитов мы можем только с результатами, полу-

ченными для РРС. У больных РРС также выявлено

гиперметилирование ДНК, однако его уровень

существенно ниже (61.1%), чем при ППРС [18].
Эти данные подтверждают высказанное нами ра-

нее предположение [12], что более высокие уров-

ни метилирования ДНК иммунных клеток позво-

ляют отличить ППРС от РРС.

Общепризнанно, что воспаление, наряду с

нейродегенерацией, является одним из основных

патогенетических механизмов РС. Причем эти

процессы вносят разный вклад при разных фор-
мах РС: так, при РРС лидирующую роль играет

аутоиммунное воспаление, а при ППРС – нейро-

дегенерация. Полученные нами результаты со-

гласуются с этими представлениями. Сравнение
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профилей метилирования, выявленных в настоя-
щей работе, при ППРС и в контрольной группе,
показывают существенные отличия от результа-
тов аналогичного сравнения, проведенного нами
ранее для РРС [18]. Действительно, только восемь
из 169 ДМП, обнаруженных в настоящей работе,
оказались общими в двух формах РС. Это гипер-
метилированные cg07400503 (ген STK32C), cg08754268
(RAPGEF4), cg14809332 и cg19878482 (C8orf73),
cg07581775, cg16039660 и cg27462975 (межгенные
области), а также гипометилированный cg11575295
(PTPRN2). Эти данные дают основание предпола-
гать, что большинство выявленных ДМП специ-
фичны для ППРС, а не обусловлены системным
воспалением.

Анализ локализации ДМП, выявленных нами
при ППРС, показал, что более 60% из них располо-
жены в CpG-островках или в соседних с ними обла-
стях (в пределах 2000 п.н. от CpG-островка), и око-
ло 70% ДМП расположены в области генов, вклю-
чая промоторную область и 5'- и 3'-районы (см.
рис. 1). Эти данные указывают на функциональное
значение выявленного профиля метилирования.

К сожалению, отдельные ДМП, если они не
подтверждены на обширных независимых вы-
борках больных, сложно рассматривать в каче-
стве надежных маркеров нарушений эпигенети-
ческой регуляции экспрессии близлежащих ге-
нов, так как изменения метилирования этих
ДМП могут быть связаны не только с патологиче-
ским состоянием, но и, например, с генетически-
ми особенностями пациентов [19]. Поэтому далее
мы сосредоточились на поиске протяженных
дифференциально метилированных регионов
(ДМР), каждый из которых включает несколько
CpG-сайтов с однонаправленными изменениями
метилирования.

Нами идентифицированы ДМР в области ше-
сти генов: OR2L13, CAT, LCLAT1, HOXA5, RNF39
и CRTAC1 (см. табл. 2 и рис. 2). Присутствие этих
регионов с протяженными изменениями уровней
метилирования свидетельствует с высокой веро-
ятностью об активной эпигенетической регуля-
ции экспрессии упомянутых генов. Здесь следует
отметить, что, хотя все выявленные ДМР характе-
ризуются повышенным уровнем метилирования
при ППРС, опрометчиво предполагать, что во
всех случаях происходит подавление экспрессии
содержащих их генов. В соответствии с современ-
ными представлениями, даже гиперметилирова-
ние промоторов генов, которое традиционно свя-
зывают с репрессорными эффектами, может при-
водить не только к снижению, но и к повышению
экспрессии, а в некоторых случаях и вовсе не вли-
ять на нее [20]. К сожалению, пока мы не можем
дать ответ на вопрос, к каким изменениям в про-
филе экспрессии приводит дифференциальное
метилирование выявленных ДМР-содержащих

генов в моноцитах. Мы надеемся, что этот вопрос
станет темой наших будущих исследований.

Наши результаты говорят в пользу нарушения
эпигенетической регуляции экспрессии ДМР-со-
держащего гена CAT у больных с ППРС. Его экс-
прессия обнаруживается во многих клетках и тка-
нях организма, в том числе в различных популяци-
ях лейкоцитов. Каталаза, кодируемая геном CAT,
является важнейшим антиоксидантным фермен-
том пероксисом, расщепляющим пероксид водо-
рода до воды и молекулярного кислорода, и пото-
му играет ключевую роль в функционировании
клеток врожденного иммунитета, к которым от-
носятся и CD14+ моноциты. Гиперметилирование
этого гена у больных ППРС обнаружено нами толь-
ко в CD14+ моноцитах, но не в CD4+ лимфоци-
тах [12]. Можно представить, что сниженная ан-
тиоксидантная модальность моноцитов может
иметь некоторую патологическую значимость
при ППРС. Также показано, что активность ката-
лазы в плазме и ЦСЖ больных РС повышена по
сравнению со здоровыми индивидами [21], а ее
сверхэкспрессия уменьшает повреждение зри-
тельного нерва в мышиной модели РС [22]. Оба
этих явления могут быть связаны с активацией
механизмов защиты клеток от окислительного
стресса при развитии заболевания.

Еще два ДМР-содержащих гена, HOXA5 и
RNF39, в норме экспрессируются в лейкоцитах на
низких уровнях. HOXA5 кодирует транскрипци-
онный фактор, участвующий в регуляции про-
цессов пролиферации, дифференцировки и инва-
зии опухолей [23]; его возможная роль в патогенезе
ППРС остается неясной, но может быть связана с
регуляцией p53-опосредованного апоптоза.

Пока малоизученный ген RNF39, кодирующий
убиквитин-лигазу, успел привлечь внимание ис-
следователей в связи с его возможной ролью в
процессах, связанных с регуляцией экспрессии
интерферонов первого типа в клетках врожден-
ного иммунитета [24]. Дифференциальное мети-
лирование RNF39 выявлено при различных ауто-
иммунных и воспалительных заболеваниях, та-
ких как болезнь Бехчета, системная красная
волчанка, аллергический ринит [25–27], что ука-
зывает на важную роль этого гена в патогенезе за-
болеваний, связанных с нарушениями функций
иммунной системы. Важно отметить повышенный
уровень метилирования RNF39 также при другой,
ремиттирующей, форме РС [9]. Более того, все 11
дифференциально метилированных CpG-сайтов,
выявленных при РРС [9], обнаружены и нами в
составе ДМР, причем все они были гиперметили-
рованы при обеих формах РС.

Функции трех остальных ДМР-содержащих
генов – OR2L13, LCLAT1 и CRTAC1 – активно
изучаются в клетках ЦНС, и причины изменения
их метилирования в моноцитах крови пока оста-
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ются неясными. Гиперметилирование этих же ге-
нов выявлено нами и в CD4+ лимфоцитах боль-
ных ППРС при сравнении со здоровыми индиви-
дами [12]. Изменения в метилировании генов,
вовлеченных в функционирование нервной си-
стемы, наблюдали в клетках крови и при вторич-
но прогрессирующем РС [28, 29]. В совокупности
объем накапливающихся данных может указы-
вать на перспективность оценки уровней метили-
рования подобных генов в легкодоступном биома-
териале – клетках крови – как маркеров измене-
ний, происходящих в ЦНС больных РС.

Проведенный нами анализ впервые позволил
идентифицировать профиль метилирования
ДНК в CD14+ моноцитах, характерный для
ППРС и согласующийся с результатами предыду-
щих исследований, что свидетельствует об уни-
версальности некоторых эпигенетических меха-
низмов при разных формах РС. Новые данные,
полученные в ходе настоящего исследования,
указывают на значительные изменения метили-
рования генов OR2L13, CAT, LCLAT1, HOXA5,
RNF39 и CRTAC1. Мы надеемся, что эти результа-
ты (после их подтверждения на независимых вы-
борках) будут способствовать выявлению новых
мишеней для терапии ППРС и углублению зна-
ний об особенностях патогенеза этой формы РС.

Анализ уровней метилирования ДНК прово-
дили в Центре коллективного пользования “Ге-
номика” (ИХБФМ СО РАН)

Исследование выполнено в рамках Государ-
ственного задания РНИМУ им. Н.И. Пирогова
Минздрава России № 121040600400-8.

Все процедуры, выполненные в исследова-
нии с участием людей, соответствуют этическим
стандартам институционального и/или нацио-
нального комитета по исследовательской этике
и Хельсинкской декларации 1964 года и ее по-
следующим изменениям или сопоставимым
нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников получено информированное добро-
вольное согласие.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Filippi M., Bar-Or A., Piehl F., Preziosa P., Solari A.,
Vukusic S., Rocca M.A. (2018) Multiple sclerosis. Nat.
Rev. Dis. Primers. 4, 43.

2. Dendrou C.A., Fugger L., Friese M.A. (2015) Immu-
nopathology of multiple sclerosis. Nat. Rev. Immunol.
15, 545–558.

3. Olsson T., Barcellos L.F., Alfredsson L. (2017) Interac-
tions between genetic, lifestyle and environmental risk fac-
tors for multiple sclerosis. Nat. Rev. Neurol. 13, 25–36.

4. Waubant E., Lucas R., Mowry E., Graves J., Olsson T.,
Alfredsson L., Langer-Gould A. (2019) Environmental

and genetic risk factors for MS: an integrated review.
Ann. Clin. Transl. Neurol. 6, 1905–1922.

5. Giallongo S., Longhitano L., Denaro S., D’Aprile S.,
Torrisi F., La Spina E., Giallongo C., Mannino G., Lo
Furno D., Zappalà A., Giuffrida R., Parenti R., Li Volti G.,
Tibullo D., Vicario N. (2022) The role of epigenetics in
neuroinflammatory-driven diseases. Int. J. Mol. Sci.
23, 15218.

6. Koch M., Kingwell E., Rieckmann P., Tremlett H.
(2009) The natural history of primary progressive mul-
tiple sclerosis. Neurology. 73, 1996–2002.

7. Correale J., Gaitán M.I., Ysrraelit M.C., Fiol M.P.
(2017) Progressive multiple sclerosis: from pathogenic
mechanisms to treatment. Brain. 140, 527–546.

8. Huynh J.L., Garg P., Thin T.H., Yoo S., Dutta R.,
Trapp B.D., Haroutunian V., Zhu J., Donovan M.J.,
Sharp A.J., Casaccia P. (2014) Epigenome-wide differ-
ences in pathology-free regions of multiple sclerosis-af-
fected brains. Nat. Neurosci. 17, 121–130.

9. Maltby V.E., Lea R.A., Sanders K.A., White N., Ben-
ton M.C., Scott R.J., Lechner-Scott J. (2017) Differen-
tial methylation at MHC in CD4+ T cells is associated
with multiple sclerosis independently of HLA-DRB1.
Clin. Epigenetics. 9, 71.

10. Maltby V.E., Graves M.C., Lea R.A., Benton M.C.,
Sanders K.A., Tajouri L., Scott R.J., Lechner-Scott J.
(2015) Genome-wide DNA methylation profiling of
CD8+ T cells shows a distinct epigenetic signature to
CD4+ T cells in multiple sclerosis patients. Clin. Epi-
genetics. 7, 118.

11. Кулакова О.Г., Кабилов М.Р., Данилова Л.В., По-
пова Е.В., Батурина О.А., Царева Е.Ю., Баулина Н.М.,
Киселев И.С., Бойко А.Н., Фаворов А.В., Фаворо-
ва О.О., Власов В.В. (2016) Полногеномный анализ
метилирования ДНК мононуклеарных клеток
крови больных различными формами рассеянного
склероза. Acta Naturae. 8, 39–47.

12. Киселев И.С., Кулакова О.Г., Данилова Л.В., Бату-
рина О.А., Кабилов М.Р., Попова Е.В., Бойко А.Н.,
Фаворова О.О. (2022) Полногеномный анализ ме-
тилирования ДНК CD4+ T-лимфоцитов больных
первично-прогрессирующим рассеянным склеро-
зом свидетельствует о вовлеченности этого эпиге-
нетического процесса в иммунопатогенез заболе-
вания. Молекуляр. биология. 56, 468–475.

13. Ashhurst T.M., van Vreden C., Niewold P., King N.J.C.
(2014) The plasticity of inflammatory monocyte re-
sponses to the inflamed central nervous system. Cell.
Immunol. 291, 49–57.

14. Thompson A.J., Banwell B.L., Barkhof F., Carroll W.M.,
Coetzee T., Comi G., Correale J., Fazekas F., Filippi M.,
Freedman M.S., Fujihara K., Galetta S.L., Hartung H.P.,
Kappos L., Lublin F.D., Marrie R.A., Miller A.E.,
Miller D.H., Montalban X., Mowry E.M., Sorensen P.S.,
Tintoré M., Traboulsee A.L., Trojano M., Uitdehaag B.M.J.,
Vukusic S., Waubant E., Weinshenker B.G., Reingold S.C.,
Cohen J.A. (2018) Diagnosis of multiple sclerosis: 2017
revisions of the McDonald criteria. Lancet Neurol. 17,
162–173.

15. Tian Y., Morris T.J., Webster A.P., Yang Z., Beck S.,
Feber A., Teschendorff A.E. (2017) ChAMP: updated
methylation analysis pipeline for Illumina BeadChips.
Bioinformatics. 33, 3982–3984.

16. Teschendorff A.E., Marabita F., Lechner M., Bartlett T.,
Tegner J., Gomez-Cabrero D., Beck S. (2013) A beta-



826

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 5  2023

КИСЕЛЕВ и др.

mixture quantile normalization method for correcting
probe design bias in Illumina Infinium 450 k DNA
methylation data. Bioinformatics. 29, 189–196.

17. Jaffe A.E., Murakami P., Lee H., Leek J.T., Fallin M.D.,
Feinberg A.P., Irizarry R.A. (2012) Bump hunting to
identify differentially methylated regions in epigenetic
epidemiology studies. Int. J. Epidemiol. 41, 200–209.

18. Kiselev I., Danilova L., Baulina N., Baturina O., Kabi-
lov M., Boyko A., Kulakova O., Favorova O. (2022)
Genome-wide DNA methylation profiling identifies
epigenetic changes in CD4+ and CD14+ cells of multi-
ple sclerosis patients. Mult. Scler. Relat. Disord. 60,
103714.

19. Philibert R.A., Terry N., Erwin C., Philibert W.J.,
Beach S.R., Brody G.H. (2014) Methylation array data
can simultaneously identify individuals and convey
protected health information: an unrecognized ethical
concern. Clin. Epigenetics. 6, 28.

20. de Mendoza A., Nguyen T.V., Ford E., Poppe D.,
Buckberry S., Pflueger J., Grimmer M.R., Stolzenburg S.,
Bogdanovic O., Oshlack A., Farnham P.J., Blancafort P.,
Lister R. (2022) Large-scale manipulation of promoter
DNA methylation reveals context-specific transcrip-
tional responses and stability. Genome Biol. 23, 163.

21. Ibitoye R., Kemp K., Rice C., Hares K., Scolding N.,
Wilkins A. (2016) Oxidative stress-related biomarkers in
multiple sclerosis: a review. Biomark. Med. 10, 889–902.

22. Guy J., Qi X., Hauswirth W.W. (1998) Adeno-associat-
ed viral-mediated catalase expression suppresses optic
neuritis in experimental allergic encephalomyelitis.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95, 13847–13852.

23. Fan F., Mo H., Zhang H., Dai Z., Wang Z., Qu C., Liu F.,
Zhang L., Luo P., Zhang J., Liu Z., Cheng Q., Ding F.

(2022) HOXA5: A crucial transcriptional factor in can-
cer and a potential therapeutic target. Biomed. Pharma-
cother. 155, 113800.

24. Jia X., Zhao C., Zhao W. (2021) Emerging roles of
MHC class I region-encoded E3 ubiquitin ligases in in-
nate immunity. Front. Immunol. 12, 687102.

25. Kurata R., Nakaoka H., Tajima A., Hosomichi K., Shi-
ina T., Meguro A., Mizuki N., Ohono S., Inoue I., In-
oko H. (2010) TRIM39 and RNF39 are associated with
Behçet’s disease independently of HLA-B*51 and
-A*26. Biochem. Biophys. Res. Commun. 401, 533–537.

26. Renauer P., Coit P., Jeffries M.A., Merrill J.T., Mc-
Cune W.J., Maksimowicz-McKinnon K., Sawalha A.H.
(2015) DNA methylation patterns in naïve CD4+ T
cells identify epigenetic susceptibility loci for malar rash
and discoid rash in systemic lupus erythematosus. Lu-
pus Sci. Med. 2, e000101.

27. Morin A., Laviolette M., Pastinen T., Boulet L.-P., La-
prise C. (2017) Combining omics data to identify genes
associated with allergic rhinitis. Clin. Epigenetics. 9, 3.

28. Campagna M.P., Xavier A., Lea R.A., Stankovich J.,
Maltby V.E., Butzkueven H., Lechner-Scott J., Scott R.J.,
Jokubaitis V.G. (2022) Whole-blood methylation sig-
natures are associated with and accurately classify mul-
tiple sclerosis disease severity. Clin. Epigenetics. 14, 194.

29. Ewing E., Kular L., Fernandes S.J., Karathanasis N.,
Lagani V., Ruhrmann S., Tsamardinos I., Tegner J.,
Piehl F., Gomez-Cabrero D., Jagodic M. (2019) Com-
bining evidence from four immune cell types identifies
DNA methylation patterns that implicate functionally
distinct pathways during multiple sclerosis progression.
EBioMedicine. 43, 411–423.

DNA Methylation Profile of CD14+ Monocytes Changes 
in Primary Progressive Multiple Sclerosis
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Multiple sclerosis (MS) is a chronic autoimmune inflammatory and neurodegenerative disease of the central
nervous system, characterized by significant clinical heterogeneity. In 10–15% of patients, primary progres-
sive MS (PPMS) develops, in which, unlike the most common relapsing-remitting form of MS, neurodegen-
eration steadily progresses and, as a consequence, neurological symptoms continuously increase. Peculiari-
ties of epigenetic regulation of gene expression may be one of the reasons for the differences in the pathogen-
esis of two MS forms. DNA methylation is one of the key epigenetic mechanisms that remains almost
unexplored in different cell populations of PPMS patients. The aim of this work was to identify differential
methylation profiles of CpG sites in the CD14+ monocyte DNA that characterize PPMS. Genome-wide
analysis of DNA methylation in PRMS patients and healthy individuals identified 169 differentially methyl-
ated positions (DMPs), 90.5% of which were hypermethylated in PRMS patients. More than half of all
DMPs are located in/near known genes and within CpG islands and their neighboring regions, which indi-
cates their high functional significance. We found six differentially methylated regions (DMRs) in genes
OR2L13, CAT, LCLAT1, HOXA5, RNF39, and CRTAC1 involved in inflammation and neurodegeneration,
which indicates active epigenetic regulation of their expression.

Кеуwords: primary progressive multiple sclerosis, inflammation, neurodegeneration, DNA methylation, epi-
genetic regulation
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Вазовагальные обмороки (ВВО) ‒ самая распространенная форма синкопальных состояний. Меха-
низмы развития ВВО до конца не выяснены. Известно, что к этому заболеванию существует гене-
тическая предрасположенность, однако данные о роли отдельных генов довольно противоречивы.
Недавно на хромосоме 2 с помощью полногеномного поиска был идентифицирован локус 2q32.1,
ассоциированный с объединенной группой заболеваний – обмороками и коллапсом. Среди одно-
нуклеотидных полиморфизмов этого локуса самая значимая ассоциация наблюдалась для
rs12465214. На однородной по диагнозу ВВО выборке пациентов мы проанализировали связь
rs12465214, rs12621296, rs17582219 и rs1344706 из области 2q32.1 с этой формой обмороков и показа-
ли, что по отдельности с ВВО ассоциирован только rs12621296, тогда как ассоциация других одно-
нуклеотидных полиморфизмов с заболеванием наблюдалась только в составе биаллельных сочета-
ний. Выявлено эпистатическое взаимодействие между компонентами сочетания rs12621296*A +
+ rs17582219*A. Обсуждается возможная вовлеченность отдельных генов, локализованных в обла-
сти 2q32.1, в формирование генетической архитектуры ВВО.

Ключевые слова: генетический полиморфизм, генетическая предрасположенность, синкопальные
состояния, вазовагальные обмороки
DOI: 10.31857/S0026898423050130, EDN: RLLOAN

ВВЕДЕНИЕ
Обмороки, или синкопе, представляют собой

состояния, характеризующееся транзиторной по-
терей сознания; их испытывает каждый третий
человек хотя бы раз в жизни. Этиология обморо-
ков весьма гетерогенна и до конца не ясна. К наи-
более часто встречающимся синкопальным состоя-
ниям относятся вазовагальные обмороки (ВВО).
Для этого многофакторного заболевания выявлена
генетическая предрасположенность. Хотя выявле-
ние генетической составляющей ВВО затруднено
из-за ряда факторов, таких как высокая распро-
страненность, трудности дифференциальной ди-
агностики различных видов обмороков и наличие

коморбидности, обнаружены полиморфные ва-
рианты генов, ассоциированные с этим заболева-
нием [1, 2]. Подавляющее большинство этих ис-
следований проведено с применением подхода
“ген-кандидат” на небольших выборках. Исклю-
чение составляют два исследования [3, 4]. В рабо-
те K. Hadji-Turdeghal и соавт. [3] с помощью пол-
ногеномного поиска ассоциаций (Genome-Wide
Association Studies, GWAS) на обширной выборке
пациентов из ресурса Британского биобанка (The
UK Biobank resource), страдающих, согласно
Международной классификации заболеваний,
обмороками или коллапсом (код 780.2 по МКБ-9
и код R55 по МКБ-10), была показана значимая
на полногеномном уровне (P < 5 ×10–8) ассоциация
этих состояний с однонуклеотидными полиморфиз-
мами (SNP) в области 2q32.1. Самой значимой оказа-
лась ассоциация с rs12465214 (P = 5.8 × 10–15), что
позже подтвердили в мета-анализе [4]. K. Hadji-
Turdeghal и соавт. [3] предположили, что ассоци-

Сокращения: ВВО – вазовагальный обморок; FLINT
(Fisher-like interaction numeric test) – точный трехфактор-
ный тест, подобный критерию Фишера; GWAS (Genome-
Wide Association Studies) – полногеномный поиск ассоциации;
SF (synergy factor) – фактор синергии; SNP (single nucleotide
polymorphism) – однонуклеотидный(е) полиморфизм(ы).

УДК 577.21
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ация rs12465214 с ВВО определяется непосред-
ственной близостью этого SNP к гену ZNF804A.
Кодируемый этим геном транскрипционный
фактор C2H2-типа, содержащий цинковый палец
804А (ZNF804A), может играть центральную роль
в сети белок-белковых взаимодействий, участвуя
в различных регуляторных и сигнальных путях,
вовлеченных в процессы развития обмороков и
коллапса. Однако прямых данных, свидетель-
ствующих о роли гена ZNF804 в патогенезе обмо-
роков и коллапса, нет.

Представляет несомненный интерес провести
анализ ассоциации исследованных в работе [3]
SNP в области 2q32.1 в подгруппах индивидов,
страдающих различными типами синкопе. Мы
провели анализ ассоциации rs12465214 с риском
возникновения ВВО – самой распространенной
формой обмороков – на однородной выборке та-
ких больных и включили в анализ еще два SNP:
rs12621296 и rs17582219, ‒ которые расположены в
области 2q32.1 рядом с rs12465214. Эти SNP также
были исследованы K. Hadji-Turdeghal и соавт. [3]
на объединенной группе пациентов с обморока-
ми и коллапсом. Исходя из предположения авто-
ров о роли гена ZNF804 в патогенезе этой группы
заболеваний, мы добавили в панель также SNP
rs1344706, локализованный в интроне 2 гена
ZNF804A. Ассоциацию этих SNP с ВВО анализи-
ровали по отдельности и в составе биаллельных
сочетаний друг с другом.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объект исследования. Исследование генетиче-

ской предрасположенности к ВВО проводили ме-
тодом “случай‒контроль”. В исследование были
включены пациенты Института клинической кар-
диологии им. А.Л. Мясникова ФГБУ “НМИЦК им.
акад. Е.И. Чазова” Минздрава России: 175 нерод-
ственных больных ВВО (средний возраст 34.5 ±
± 15.7 лет), из них 63 мужчины (средний возраст
34.5 ± 15.5 лет) и 117 женщин (средний возраст
36 ± 15.9 лет). Диагноз ВВО ставили на основе
комплексного исследования, включающего ана-
лиз клинических данных и результаты инстру-
ментального обследования. Во всех случаях были
исключены иные (кардиальные, неврологиче-
ские и метаболические) причины приступов по-
тери сознания.

Контрольная группа включала 200 индивидов
(средний возраст 36.7 ± 13.7 лет) без обмороков в
анамнезе, из них 108 мужчин (средний возраст
36.1 ± 12.9 лет) и 92 женщины (средний возраст
37.4 ± 14.6 лет). Эту группу составили 72 человека,
у которых при проведении обследования не было
выявлено каких-либо заболеваний, и 128 пациен-
тов, проходивших стационарное обследование и
лечение либо в связи с различными нарушениями
ритма сердца (редкие пароксизмы атриовентрику-

лярной узловой реципрокной тахикардии, трепета-
ния или фибрилляции предсердий), либо по пово-
ду транзиторной артериальной гипертензии. При
их обследовании ни в одном случае не было обна-
ружено признаков органического поражения мио-
карда, а также других соматических или неврологи-
ческих заболеваний. От всех участников исследо-
вания было получено информированное согласие.

Генотипирование. Выделение геномной ДНК
из периферической крови проводили с использо-
ванием коммерческого набора QIAamp DNA
Blood Mini Kit (“QIAGEN”, Германия). Геномное
типирование полиморфных участков rs12465214,
rs12621296, rs17582219 и rs1344706 в области 2q32.1
проводили методом ПЦР с детекцией в режиме ре-
ального времени с применением соответствующих
коммерческих наборов TaqMan® SNP Genotyping
Assay (“Applied Biosystems”, США) по инструкци-
ям производителя на приборе StepOnePlus™. Для
подтверждения правильности анализа проводили
повторное генотипирование случайно выбранных
проб в количестве 10% от исходной выборки.

Статистический анализ. Оценку отклонения
наблюдаемых частот генотипов от равновесия
Харди‒Вайнберга по критерию χ2 и анализ не-
равновесия по сцеплению (LD) проводили с по-
мощью алгоритма максимизации математическо-
го ожидания (expectation maximization, EM) с ис-
пользованием программного обеспечения (ПО)
Haploview 4.2 (http://www.broad.mit.edu/mpg/hap-
loview/index.php). Значению D' = 1 и LOD ≥ 2 со-
ответствует сильное сцепление между локусами,
D' < 1 и LOD > 2 – значительное сцепление, D' < 1 и
LOD < 2 – слабое сцепление (где D' ‒ стандарти-
зованная мера неравновесия по сцеплению, LOD ‒
логарифм отношения шансов за и против наличия
сцепления). Ассоциацию носительства выбранных
SNP и их биаллельных сочетаний с ВВО оценивали
с помощью ПО APSampler (http://apsampler.source-
forge.net/) [5]. APSampler выявляет ассоциации,
используя метод Монте-Карло марковскими це-
пями и байесовскую непараметрическую стати-
стику, а затем для оценки значимости найденных
ассоциаций использует значения pf, определяе-
мые согласно точному критерию Фишера, и зна-
чения отношения шансов (OШ) и его 95%-го до-
верительного интервала (95% ДИ). Сочетание от-
носили к позитивному или негативному фактору
генетического риска, если оба входящих в его со-
став аллеля/генотипа характеризуются меньшей
значимостью ассоциации, чем само сочетание.
Отдельные SNP и их сочетания считали значимо
ассоциированными с ВВО, если различия срав-
ниваемых частот характеризовались значением
pf < 0.05, при условии, что 95% ДИ для ОШ не пе-
ресекает 1.

Природу взаимодействия между компонента-
ми сочетаний оценивали с помощью точного
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трехфакторного теста, подобного критерию Фи-
шера (the exact three-way Fisher-like interaction nu-
meric test, FLINT), и фактора синергии (synergy
factor, SF) [6], входящих в состав инструментов
APSampler. Взаимодействие считали эпистатиче-
ским, если величина pFLINT была менее 0.05, а зна-
чение 95% ДИ для SF не пересекало 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
У 175 неродственных больных ВВО и 200 инди-

видов контрольной группы проведено генотипи-
рование следующих SNP: rs17582219, rs12621296,
rs12465214 и rs1344706, ‒ расположенных на хро-
мосоме 2 в области 2q32.1.

Проведенный с использованием ПО Haploview 4.2
анализ не выявил отклонений от равновесия Хар-
ди–Вайнберга (p > 0.01) для всех исследуемых
SNP ни у пациентов с ВВО, ни в контрольной
группе.

Анализ возможного сцепления полиморфных
участков, которые расположены в области 2q32.1
(табл. 1), обнаружил значительное сцепление (D' < 1,
LOD > 2) между участками rs17582219, rs12621296
и rs12465214. Для участка rs1344706 выявлено
очень слабое сцепление с rs12465214 (D' < 1,
LOD < 2) и не наблюдалось сцепления с rs17582219 и
rs12621296.

Мы сравнили частоты носительства аллелей и
генотипов полиморфных участков rs17582219,
rs12621296, rs12465214 и rs1344706 в области 2q32.1
у неродственных больных ВВО и индивидов кон-
трольной группы как по отдельности, так и в со-
ставе биаллельных сочетаний друг с другом для
оценки их возможного кумулятивного эффекта
(табл. 2). Ассоциация с предрасположенностью к
ВВО наблюдалась по отдельности для единствен-
ного SNP ‒ rs12621296: носительство генотипа
G/G оказалось фактором риска (ОШ = 1.80).
С помощью мультилокусного анализа обнаруже-
но четыре биаллельных сочетания, ассоциация
каждого из которых с ВВО характеризуется бóль-
шим уровнем значимости, чем любого входящего
в это сочетание аллеля/генотипа; причем каждое
из этих сочетаний включает по меньшей мере
один SNP, не ассоциированный с ВВО сам по себе.
Три из выявленных сочетаний: rs12621296*A +
+ rs17582219*A, rs12621296*G/G + rs12465214*A и
rs12621296*G/G + rs1344706*A ‒ содержат SNP
rs12621296, сам по себе значимо ассоциирован-
ный с ВВО, и по одному из трех остальных SNP.
Эти биаллельные сочетания характеризуются
значениями рf, равными 0.00017, 0.0011 и 0.0011
соответственно, то есть имеют ассоциацию с ВВО
с бóльшим уровнем значимости, чем rs12621296
сам по себе (pf = 0.0078). В зависимости от того,
какой вариант rs12621296 входит в состав соче-
тания, эффект может быть протективным (для

rs12621296*A + rs17582219*A, ОШ = 0.45) или
предрасполагающим (для rs12621296*G/G +
+ rs12465214*A, ОШ = 2.22, и rs12621296*G/G +
+ rs1344706*A, ОШ = 2.24). Оба компонента чет-
вертого обнаруженного сочетания, rs17582219*A +
+ rs1344706*C (pf = 0.025, ОШ = 0.64), по отдель-
ности были незначимыми.

В табл. 2 представлены также результаты оценки
природы кумулятивного эффекта между генети-
ческими вариантами в составе ассоциированных
с ВВО биаллельных сочетаний. Выявлено нели-
нейное (эпистатическое) взаимодействие между
компонентами в сочетании rs12621296*A +
+ rs17582219*A (SF = 0.039, 95% ДИ (0.00182‒0.841),
pFLINT = 0.016), приводящее к усилению протек-
тивного эффекта. Для других ассоциированных с
ВВО сочетаний взаимодействие между аллелями,
скорее всего, носит аддитивный характер, то есть
определяется суммой их независимых вкладов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Аccоциация SNP rs17582219, rs12621296 и
rs12465214 с обмороками или коллапсом (группой
заболеваний с кодом R55 по МКБ-10) была пер-
воначально показана на обширной выборке па-
циентов из ресурса Британского биобанка [3].
Эти результаты подтверждены нами на значи-
тельно меньшей, но однородной выборке паци-
ентов, страдающих ВВО – самой распространен-
ной формой обмороков. Контрольную группу в
двух сопоставляемых работах формировали по
принципу отсутствия у них исследуемого заболе-
вания: у K. Hadji-Turdeghal и соавт. [3] в нее были
включены пациенты Британского биобанка без
диагноза “обмороки или коллапс”, у нас ‒ инди-
виды без ВВО. Однако мы сочли нужным повы-
сить однородность контрольной группы и вклю-
чили в нее индивидов не только без ВВО, но и без
органического поражения миокарда и других со-
матических или неврологических заболеваний в
анамнезе.

rs12621296 – единственный из исследованных
нами SNP, для которого выявлена ассоциация с
ВВО по отдельности. С помощью мультилокус-

Таблица 1. Анализ неравновесия по сцеплению иссле-
дованных SNP в области 2q32.1

Анализируемые SNP D' LOD

Значительное сцепление
rs17582219 rs12621296 0.44 9.5
rs17582219 rs12465214 0.65 14.23
rs12621296 rs12465214 0.33 5.18

Слабое сцепление
rs12465214 rs1344706 0.072 0.27
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ного анализа, повышающего статистическую
мощность исследования [7], нами выявлена связь
с ВВО носительства аллелей rs17582219 и
rs12465214 в составе биаллельных сочетаний с
rs12621296. Кроме того, мы обнаружили биал-
лельные сочетания rs12621296*G/G + rs1344706*A
и rs17582219*A + rs1344706*C, второй SNP в со-
ставе которых локализован в интроне-2 гена
ZNF804A и не входил в панель SNP, исследован-
ных авторами работы [3]. Таким образом, хотя мы
и подтвердили ассоциацию SNP rs17582219,
rs12621296 и rs12465214, находящихся на хромосо-
ме 2 в значительном сцеплении между собой (см.
табл. 1), с развитием обмороков, лидирующим
SNP среди них в выборке пациентов, страдающих
ВВО, оказался rs12621296. Для сравнения, в упо-
минаемых выше работах [3, 4] у пациентов с об-
мороками и коллапсом наиболее значимой была
ассоциация с rs12465214. Показательно, что два
сочетания: rs12621296*G/G + rs12465214*A и
rs12621296*G/G + rs1344706*A ‒ характеризуются
практически одинаковыми значениями pf и ОШ
(см. табл. 2), при этом rs1344706 непосредственно
локализован в гене ZNF804A.

На рис. 1 представлено схематичное изображе-
ние области 2q32.1 хромосомы 2 человека и извест-
ных транскриптов в этой области; указана локали-
зация исследованных SNP, которая совмещена с
полученными нами данными по ассоциации с
ВВО носительства аллелей/генотипов rs12621296
(по отдельности), а также аллелей rs17582219,
rs12465214 и rs1344706 (входящих в состав биал-
лельных сочетаний с rs12621296).

Как видно из рис. 1, полиморфизм rs12621296
находится внутри гена некодирующей РНК
LOC102724340 и расположен примерно на 30 т.п.н.
выше старта транскрипции гена некодирующей

РНК LOC105373777, возможно, в участке, регу-
лирующем его экспрессию. Два других полимор-
физма, ассоциированных с ВВО в сочетании с
rs12621296, а именно rs12465214 и rs17582219,
также колокализованы с LOC102724340 и
LOC105373777: rs12465214 (как и rs12621296) ле-
жит внутри LOC102724340, а rs17582219 примерно
на 80 т.п.н. выше старта транскрипции
LOC102724340 и примерно на 30 т.п.н. ниже 3'-кон-
ца LOC105373777 (лежащего на цепи, обратной ре-
ференсной). Расположенный в LOC105373777
rs7602025 ассоциирован с систолическим артери-
альным давлением [8], а расположенный в
LOC102724340 rs41434646 – с показателем макси-
мальной вентиляции легких [9]. Кроме того,
rs12465214 локализован в гене микроРНК
MIR548AE; множество вариантов этого гена ассо-
циировано с самыми разными фенотипическими
признаками (GWAS Catalog для гена MIR548AE1:
https://www.ebi.ac.uk/gwas/genes/MIR548AE1).
В целом, полученные нами результаты в боль-

шей степени соответствуют представлению, что
установленные ассоциации определяются коло-
кализацией этих SNP c генами некодирующих
РНК, чем с геном ZNF804A, в отличие от более
раннего предположения авторов работы [3]. Дей-
ствительно, ген ZNF804A расположен намного
дальше от рассматриваемых SNP (на расстоянии
260 т.п.н. до ближайшего из них – rs12465214),
чем гены некодирующих РНК. Только один из
исследованных нами SNP ‒ rs1344706 ‒ лежит
внутри белоккодирующего гена ZNF804A, однако
более значимой ассоциации с ВВО в сравнении с
другими SNP локуса для rs1344706 не выявлено.

Обнаруженное нами эпистатическое взаимо-
действие вариантов локусов rs17582219 и
rs12621296 может быть связано с тем, что один из

Таблица 2. Выявленные ассоциации с ВВО носительства отдельных аллелей и генотипов SNP в области 2q32.1
хромосомы 2, а также их биаллельных сочетаний

aЗдесь и далее: носительство аллеля соответствует сумме его носительства в составе гомо- и гетерозиготного генотипов.

SNP

Частота носительства 
генетических вариантов

Значение pf ОШ (95% ДИ)

Анализ эпистатического 
взаимодействия между SNP 

в составе сочетаний

пациенты,
N = 175

n (%)

контроль,
N = 200

n (%)

значение 
pFLINT

SF (95% ДИ)

Носительство отдельных аллелей и генотипов

rs12621296*Aа 116 (66) 156 (78) 0.0078 0.55 (0.35‒0.88) ‒ ‒

rs12621296*G/G 59 (34) 44 (22) 0.0078 1.80 (1.14‒2.85) ‒ ‒
Носительство биаллельных сочетаний аллелей и генотипов

rs12621296*A + rs17582219*A 91 (52) 141 (70) 0.00017 0.45 (0.30‒0.69) 0.016 0.039 (0.00182‒0.841)
rs12621296*G/G + rs12465214*A 52 (30) 32 (16) 0.0011 2.22 (1.35‒3.65) 0.24 6.12 (2.01‒18.6)
rs12621296*G/G + rs1344706*A 51 (29) 31 (15) 0.0011 2.24 (1.35‒3.71) 0.11 5.32 (0.74‒38.4)
rs17582219*A + rs1344706*C 74 (42) 107 (53) 0.025 0.64 (0.43‒0.97) 1.00 1.36 (0.28‒6.60)
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них (rs17582219), находясь вне известных тран-
скриптов, влияет на регуляцию экспрессии близ-
лежащих генов (LOC105373777 и LOC102724340)
по энхансерному механизму. Если учесть, что SNP
rs12621296 локализован в гене LOC102724340, то
можно предположить, что энхансерное действие
rs17582219 на этот ген проявляется в форме эпи-
стаза.

В целом, проведенное нами исследование
свидетельствует о том, что синкопальные состо-
яния различных типов имеют отнюдь не иден-
тичную генетическую составляющую. Следова-
тельно, ассоциативные исследования, ценность
которых для установления природы заболеваний
и поиска их маркеров трудно переоценить, необ-

ходимо проводить на однородных выборках па-
циентов с использованием адекватных кон-
трольных групп.

Исследование выполнено в рамках Государ-
ственного задания ФГБУ “Национальный меди-
цинский исследовательский центр кардиологии
им. академика Е.И. Чазова” Минздрава России
(№ 121031300196-1).

От всех индивидов, принимавших участие в
исследовании, было получено информированное
согласие. Исследование проведено в соответ-
ствии с Хельсинкской декларацией 1964 года и
одобрено этическим комитетом ФГБУ “НМИЦК
им. академика Е.И. Чазова” Минздрава России
(протокол № 252 от 12 сентября 2019 года).

Рис. 1. Схематическое изображение области 2q32.1 хромосомы 2 человека, совмещенное с данными по ассоциации с
ВВО аллелей/генотипов rs12621296 и аллелей других SNP, входящих в состав биаллельных сочетаний с rs12621296.
Изображение области 2q32.1 создано на основе схемы, полученной с веб-сайта NCBI Sequence Viewer для Genomic Se-
quence: NC_000002.12 Chromosome 2 Reference GRCh38.p14 Primary Assembly (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/proj-
ects/sviewer/?id=NC_000002). Локализация rs17582219 показана вертикальной зеленой линией, rs12621296 – красной,
rs12465214 – голубой и rs1344706 – бирюзовой. Для ассоциированных с ВВО генетических вариантов (голубые столб-
цы) представлены значения ‒lgpf (левая шкала), а также значения ОШ и 95% ДИ (правая шкала). Красные точки со-
ответствуют значениям ОШ для предрасполагающих к ВВО генетических вариантов, зеленые – для протективных;
вертикальные отрезки – диапазон ДИ. Эпистатическое сочетание указано звездочкой (*).
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Association of Polymorphic Genome Variants in the 2q32.1 Locus
with the Development of Vasovagal Syncope

N. A. Matveeva1, 2, *, B. V. Titov1, 2, E. A. Bazyleva1, Е. А. Kuchinskaya1, M. S. Kozin1, 2, A. V. Favorov3, 
A. V. Pevzner1, and O. O. Favorova1, 2

1National Medical Research Center for Cardiology named after academician E.I. Chazov,
Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, 121552 Russia

2Pirogov Russian National Research Medical University, Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, 117997 Russia
3Johns Hopkins School of Medicine, Baltimore, MD, 21205 USA

*e-mail: natalijamat@rambler.ru

Vasovagal syncope (VVS) is the most common form of syncope. The mechanisms of VVS development are
not entirely clear. It is known that there is a genetic predisposition to this disease, but the data on the role of
individual genes are quite contradictory. Recently, a genome-wide association study identified a locus at
chromosome 2q32.1 associated with a united group of diseases – syncope and collapse; among the single nu-
cleotide polymorphisms (SNPs) of this locus, the most significant association was observed for rs12465214.
In a homogeneous sample of patients according to the diagnosis of VVS, we analyzed the association of
rs12465214, rs12621296, rs17582219 and rs1344706 located on chromosome 2q32.1, with this form of synco-
pe. In the enrolled set, only rs12621296 was associated with VVS by itself, whereas associations of other SNPs
were observed only in biallelic combinations. An epistatic interaction between the components of the combi-
nation rs12621296*A + rs17582219*A was revealed. The possible involvement of individual genes localized in
the 2q32.1 locus in the genetic architecture of the VVS is discussed.

Keywords: genetic polymorphism, genetic predisposition, syncopе, vasovagal syncope
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ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТЬ ЖИЗНИ Drosophila melanogaster РЕГУЛИРУЕТСЯ 
ЭКСПРЕССИЕЙ ГЕНА nejire В ПЕРИФЕРИЧЕСКИХ ТКАНЯХ

И НЕРВНОЙ СИСТЕМЕ1
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Гистонацетилтрансферазы семейства CBP/p300 участвуют в регуляции транскрипции и в осуществ-
лении ряда биологических процессов (пролиферации и дифференцировки клеток, развитии орга-
низма, регуляции стресс-ответа и метаболизма). В исследовании на плодовой мушке Drosophila
melanogaster нами впервые проанализировано влияние сверхэкспрессии и нокдауна гена nejire (nej),
кодирующего ортолог белков CBP/p300 человека, в различных тканях (жировом теле, кишечнике,
нервной системе) и на разных стадиях жизненного цикла (все стадии развития или только имаго) на
продолжительность жизни. Активация nej оказывала, в зависимости от способа индукции, а также
от половой принадлежности, как положительное, так и отрицательное влияние на продолжитель-
ность жизни мух. Установлен эффект увеличения продолжительности жизни (на 6–15%) самок при
кондиционной сверхэкспрессии nej в кишечнике и конститутивной сверхэкспрессии nej в нервной
системе. В остальных случаях наблюдали укорочение жизни (до 44%) либо отсутствие статистиче-
ски значимых изменений. Кроме того, активация nej приводила к изменению экспрессии генов
стресс-ответа (Sod1, Gadd45, Hsp27, Hsp68, Hif1). В то же время нокдаун nej в большинстве вариантов
эксперимента приводил к выраженному отрицательному воздействию на длительность жизни дро-
зофил.

Ключевые слова: гистонацетилтрансфераза, CBP/p300, nejire, продолжительность жизни, стрессо-
устойчивость, Drosophila melanogaster
DOI: 10.31857/S0026898423050063, EDN: FYAQLK

ВВЕДЕНИЕ
Старение – многофакторный процесс дерегу-

ляции гомеостаза и гомеодинамики организма,
связанный с дегенеративными изменениями на
молекулярном, клеточном, тканевом и систем-
ном уровнях [1]. В основе старения лежит нару-
шение баланса между возникновением поврежде-
ний макромолекул клетки, с одной стороны, и
эффективностью работы компенсаторных меха-
низмов, с другой [1]. Значительную роль играют
эпигенетические механизмы, поскольку от них

зависит архитектура хроматина и глобальная ре-
гуляция экспрессии генов. В частности, ацетили-
рование гистонов критически важно для форми-
рования структуры хроматина при изменении
условий окружающей среды, поддержании про-
теостаза и митохондриальной функции, для диф-
ференцировки клеток и обеспечения функцио-
нирования тканей за счет контроля экспрессии
генов гистонацетилтрансферазами [2].

Белки CBP (белок, связывающий CREB) и
p300 относятся к транскрипционным коактива-
торам из класса ацетилтрансфераз, которые мо-
дифицируют ряд ядерных белков, включая гисто-
ны H3 (по K18 и K27) и H4 (по K8) [3]. Однако эти

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0026898423050063 для авторизованных
пользователей.

УДК 577.24;577.214.5;575.832
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ацетилтрансферазы могут регулировать также ак-
тивность негистоновых белков [4, 5]. Изучение
профилей экспрессии генов, регулируемых
CBP/p300, показало, что они вовлечены в такие
процессы, как клеточная сигнализация, пролифе-
рация и дифференцировка, развитие организма,
малигнизация, ответ на воздействие стресс-фак-
торов [6, 7]. CBP/p300 вносит важный вклад в запуск
механизмов клеточного старения. Например,
p300 индуцирует динамическое гиперацетилиро-
ванное состояние хроматина и способствует об-
разованию активных энхансерных элементов в
некодирующих участках генома, что приводит к
запуску специфичной для клеточного старения
программы экспрессии генов [8]. CBP/p300 вме-
сте с транскрипционным фактором р53 вовлече-
ны в индукцию р21 при клеточном старении [9,
10]. Вместе с тем, с возрастом активность p300 в
некоторых тканях снижается, а геропротектор-
ные вмешательства, такие как ограничение пита-
ния, усиливают функцию CBP/p300 [2].

Высококонсервативные ацетилтрансферазы
семейства СBP/p300 встречаются как у беспозво-
ночных, так и у млекопитающих [11]. Несмотря
на важную роль СBP/p300 в процессах клеточно-
го старения, его вклад в продолжительность жиз-
ни организма не исследован. Цель данной работы
состояла в изучении эффектов сверхэкспрессии и
нокдауна гена nejire (nej) Drosophila melanogaster,
кодирующего ортолог СBP, в клетках жирового
тела, кишечника и нервной системы на продол-
жительность жизни (ПЖ) мух.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Линии D. melanogaster. В работе использовали
трансгенные линии дрозофил с UAS-конструк-
циями и драйверами GAL4.

Линия EP-nej (#30733, Блумингтон, США) со-
держит в X хромосоме инсерцию энхансерного
элемента (EP), определяющего активацию экс-
прессии nej под контролем промотора UAS [12,
13]. UAS-nej (#32573, Блумингтон) содержит в тре-
тьей хромосоме копию гена nej под контролем
промотора UAS. UAS-nej.siRNA(X) (#32576, Блу-
мингтон) и UAS-nej.siRNA(2) (#32577, Блуминг-
тон) экспрессируют двухцепочечную РНК для
РНК-интерференции nej под контролем UAS.
Конструкции встроены в X и вторую хромосомы
соответственно. Эффективность использованных
UAS-конструкций подтверждена ранее [14–16].

Конструкция ELAV-GS-GAL4 (#43642, Блу-
мингтон), встроенная в хромосому 3, активирует
RU486-зависимую экспрессию GS-GAL4 в нейро-
нах под действием мифепристона (RU486). S106-
GS-GAL4 (#8151, Блумингтон) экспрессирует
RU486-активируемый GS-GAL4 в клетках жиро-
вого тела. Конструкция встроена во вторую хро-

мосому. TIGS-2-GS-GAL4 (получена от L. Se-
roude, Университет Куинс, Кингстон, Канада)
содержит конструкцию для экспрессии GS-GAL4
в клетках кишечника. ELAV-GAL4 (#8765, Блу-
мингтон), локализованная во второй хромосоме,
вырабатывает конститутивный драйвер GAL4 в
клетках нервной системы. D42-GAL4 (#8816, Блу-
мингтон), встроенная в третью хромосому, кон-
ститутивно экспрессирует GAL4 в мотонейронах.

Активация сверхэкспрессии и сайленсинг гена
nejire. Для сверхэкспрессии и нокдауна гена nej
использовали систему GAL4/UAS [17, 18].

В случае сверхактивации UAS-линия содержа-
ла дополнительную копию исследуемого гена под
контролем промотора UAS. При нокдауне она
несла дцРНК, специфично подавляющую один
из исследуемых генов посредством РНК-интер-
ференции, под контролем UAS.

В качестве GAL4-компонента использовали
кондиционные (мифепристон-активируемые)
драйверы GAL4-GeneSwitch или конститутивные
GAL4. Применение этих драйверов позволяет
контролировать уровень экспрессии исследуе-
мых генов, стадию развития (имаго или в течение
всего жизненного цикла) и возраст дрозофил, при
котором происходит индукция экспрессии, а так-
же локализацию подавления или сверхактивации
генов (повсеместно или тканеспецифично).

Для получения экспериментальных особей, со-
держащих обе конструкции, девственных самок
UAS-линии скрещивали с самцами GAL4-линии.

Если использовали один из кондиционных
драйверов, то добавление мифепристона (RU486,
“Merck”, США) в питательную среду потомства
от этого скрещивания приводило к активации
транскрипционного фактора GAL4-GeneSwitch и
индукции транскрипции UAS-конструкции. Что-
бы снизить влияние мифепристона на продолжи-
тельность жизни, отбирали самцов и девственных
самок [19], которых рассаживали раздельно по
30 особей в пробирку. На поверхность питатель-
ной среды в пробирках с опытными вариантами
наносили по 30 мкл раствора мифепристона
(3.2 мг/мл в 96%-ном этаноле). В качестве кон-
троля использовали мух c тем же генотипом, но
живущих на питательной среде без мифепристо-
на (в пробирки с этими мухами добавляли по
30 мкл 96%-ного этанола). Схема и условия экс-
перимента со сверхэкспрессией и нокдауном nej
были идентичными, отличались только линии,
используемые для скрещивания.

При конститутивной сверхэкспрессии nej у
потомков скрещивания транскрипционный фак-
тор GAL4 запускал экспрессию дополнительной
копии этого гена в течение всего жизненного
цикла. В качестве контроля использовали дрозо-
фил родительских линий. Генетический фон всех
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используемых линий был предварительно выров-
нен по линии w1118 (#3605, Блумингтон).

Условия содержания дрозофил. Мух содержали
в постоянных условиях в климатической камере
Binder KBF720-ICH (“Binder”, Германия) при
температуре 25°С, относительной влажности воз-
духа 60% и 12 ч режиме освещения. Состав пита-
тельной среды, на которой содержали контроль-
ных и опытных мух при проведении всех экспе-
риментов, адаптирован из работы [20]: вода – 1 л,
кукурузная мука – 92 г, сухие дрожжи – 32.1 г,
агар-агар – 5.2 г, глюкоза – 136.9 г.

Количественная ПЦР в реальном времени с эта-
пом обратной транскрипции. Для верификации
сверхэкспрессии гена nej и анализа уровня экс-
прессии генов стресс-ответа использовали по 20
имаго самцов и 10 имаго самок в возрасте 5 сут.
Экспрессию измеряли методом количественной
ПЦР в режиме реального времени с этапом об-
ратной транскрипции (ОТ-ПЦР). РНК выделяли
из целых тел имаго с помощью Aurum Total RNA
Mini Kit (“Bio-Rad”, США) по инструкции изго-
товителя. Концентрацию РНК измеряли с помощью
Quant-iT RNA Assay Kit (“Invitrogen”, США). Да-
лее синтезировали кДНК по инструкции iScript
cDNA Synthesis Kit (“Bio-Rad”). Смесь для прове-
дения реакции ПЦР готовили по инструкции из-
готовителя qPCRmix-HS SYBR (“Евроген”, Рос-
сия) и праймеров (табл. 1). ПЦР проводили в ам-
плификаторе CFX96 (“Bio-Rad”), используя
следующую программу:

1) 95.0°C, 30 с;
2) 95.0°C, 10 с;
3) 60.0°C, 30 с;
4) пункты 2 и 3 повторяли 39 раз.
Уровень экспрессии гена nej в скрещиваниях

рассчитывали относительно экспрессии гена до-
машнего хозяйства β-Tubulin56D с использовани-
ем программного обеспечения CFX Manager 3.1
(“Bio-Rad”). Статистическую значимость разли-
чий оценивали с помощью t-критерия Стьюдента.

Уровень экспрессии гена nej и генов стресс-от-
вета (Gadd45, Hif1, Hsp27, Hsp68, Sod1) рассчиты-
вали относительно уровня референсных генов
(β-Tubulin56D, eEF1α2, RpL32) с использованием
программного обеспечения CFX Manager 3.1
(“Bio-Rad”). Значимость различий оценивали с
помощью критерия Манна–Уитни.

Анализ параметров продолжительности жизни.
Самцов и девственных самок для анализа ПЖ по-
лучали из синхронных кладок. Отбор имаго про-
водили в течение 6 ч после вылета из куколок с
использованием аппарата для CO2-анестезии
Benchtop Flowbuddy Complete (“Genesee Scientif-
ic”, США). Мух (по 30 особей) рассаживали в
пробирки с контрольной и экспериментальной
питательной средой. Самцы и самки жили раз-
дельно. Три–пять пробирок использовали в каж-
дой повторности эксперимента. Умерших мух
учитывали каждые 24 ч. Два раза в неделю мух пе-
реносили на свежую среду.

Результаты представляли в виде кривых дожи-
тия. Также рассчитывали медианную ПЖ (дли-
тельность жизни наиболее типичных представи-
телей выборки) и возраст 90%-ной смертности
(показатель максимальной ПЖ). При статистиче-
ской обработке данных применяли непараметри-
ческие методы. Функции дожития сравнивали,
используя критерий Колмогорова–Смирнова
[21]. Достоверность различий по медианной ПЖ
оценивали с помощью критериев Мантеля–Кок-
са [22] и Гехана–Бреслоу–Вилкоксона [23]. Ста-
тистическую значимость различий максималь-
ной ПЖ определяли с использованием метода
Ванг–Аллисона [24]. Статистическую обработку
данных проводили с помощью программы Statis-
tica, версия 6.1 (StatSoft, США), статистической
среды R, версия 2.15.1 (The R Foundation) и он-
лайн-приложения OASIS 2 (Online application for
survival analysis) [25].

Анализ стрессоустойчивости D. melanogaster.
Устойчивость к неблагоприятным факторам изу-
чали на особях в возрасте 10 сут. Мух содержали

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров

Ген-мишень Прямой праймер (5' → 3') Обратный праймер (5' → 3')

nej GATCCACTGCAATCGCAAACCC TCCAGTTCGAGGTGATCGTTCTTC
Gadd45 AAGTCGCGCACAGATACTCACG TTTGTTGGTTCGGCAGCTGGTC
Hif1 TGAGCACAGGCGACCCAAATTAC TGTCCTGTATGTTCGCCTCGTC
Hsp27 ACTGGGTCGTCGTCGTTATTCG CGCGCGACGTGACATTTGATTG
Hsp68 TCAAGTGTTTGAGGGCGAGAGG ACGCCAGTGAGATCGAATGTGC
Sod1 TGCACGAGTTCGGTGACAACAC TCCTTGCCATACGGATTGAAGTGC
β-Tubulin56D GCAACTCCACTGCCATCC CCTGCTCCTCCTCGAACT
eEF1α2 AGGGCAAGAAGTAGCTGGTTTGC GCTGCTACTACTGCGTGTTGTTG
RpL32 GAAGCGCACCAAGCACTTCATC CGCCATTTGTGCGACAGCTTAG
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на среде, состоящей из 2% агар-агара и 5% сахарозы
в воде. Для определения устойчивости к окисли-
тельному стрессу в среду добавляли 20 ммоль/л па-
раквата (Methyl Viologen, “Merck”), а для оценки
устойчивости к стрессу эндоплазматической сети
(ЭПС) – 12 мкмоль/л туникамицина (“Merck”).
Погибших мух идентифицировали с помощью
монитора индивидуальной активности DAM2
Drosophila Activity Monitor (“TriKinetics Inc.”, США)
по полному отсутствию движения. Стрессовые
условия сохранялись до гибели мух без пересадки
в свежие пробирки. В каждом варианте опыта ис-
пользовали 16–32 мухи в 2–4 повторностях (всего
32–112 особей).

Cтатистическую значимость различий оцени-
вали с использованием дисперсионного анализа
по Краскелу–Уоллису и апостериорного U-крите-
рия Манна–Уитни с поправкой Бонферрони [26].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Уровень экспрессии гена nej. Кондиционную
сверхэкспрессию гена nej подтверждали, сравни-
вая уровень экспрессии этого гена у особей с ге-
нотипами S106-GS-GAL4>EP-nej и S106-GS-
GAL4>UAS-nej, а также TIGS-2-GS-GAL4>EP-nej и
TIGS-2-GS-GAL4>UAS-nej, содержащихся на сре-
де с мифепристоном (особи с кондиционной
сверхэкспрессией гена nej), и у особей с таким же
генотипом, но содержащихся на среде без мифе-
пристона. Показано увеличение активности nej у
самцов в 2.8–4.1, а у самок – в 1.2–4.7 раза (рис. 1).

Для подтверждения конститутивной сверхэкс-
прессии гена nej сравнивали уровень экспрессии
этого гена между родительскими линиями и по-
томками от скрещиваний ELAV-GAL4>EP-nej,
ELAV-GAL4>UAS-nej, D42-GAL4>EP-nej, D42-
GAL4>UAS-nej. В случае линии с драйвером ELAV

транскрипция гена nej у самцов была в 2.3–3.4 ра-
за выше, чем в UAS-родительской линии, а у са-
мок – в 1.2–2.0 раза (рис. 1д, 1е). У самцов, полу-
ченных в скрещивании с линией с драйвером
D42, экспрессия nej была в 4.5–11.0, а у самок – в
2.0–15.0 раз выше, чем в родительской линии
(рис. 1ж, 1з).

Стоит отметить, что в некоторых случаях разли-
чия не имели статистической значимости (p > 0.05).

Влияние сверхэкспрессии гена nejire на продол-
жительность жизни и стрессоустойчивость D. mela-
nogaster. Нами изучено влияние сверхэкспрессии
гена nej в жировом теле, кишечнике и нервной си-
стеме на ПЖ самцов и самок D. melanogaster.

Обнаружено, что кривые выживаемости дро-
зофил с генотипами S106-GS-GAL4>UAS-nej и
S106-GS-GAL4>EP-nej с мифепристон-индуци-
рованной сверхэкспрессией гена nej в жировом
теле расположены ниже, чем кривые особей без
сверхэкспрессии (p < 0.001). Анализ параметров
ПЖ подтверждает данный результат. Медианная
ПЖ в результате активации nej была снижена на
9.5–39.0% (p < 0.001), а максимальная – на 6.9–
36.4% (p < 0.01) (рис. 2, табл. 2). Однако у самок
S106-GS-GAL4>EP-nej с индукцией сверхэкспрес-
сии nej отсутствовали статистически значимые из-
менения параметров ПЖ. В то же время, активация
экспрессии nej у самок S106-GS-GAL4>UAS-nej вы-
зывала существенное (p < 0.001) снижение
устойчивости к индуктору стресса ЭПС туника-
мицину, но статистически значимого влияния
на стрессоустойчивость самцов не обнаружено
(p > 0.05) (табл. S1, см. Дополнительные матери-
алы на сайте http://www.molecbio.ru/downloads/
2023/5/supp_Koval_rus.pdf).

Кривая выживаемости у самцов TIGS-2-GS-
GAL4>UAS-nej с кондиционной сверхэкспресси-
ей гена nej в кишечнике располагается ниже, чем у

Таблица 2. Влияние сверхэкспрессии гена nej в жировом теле на продолжительность жизни D. melanogaster

Примечание. Здесь и в табл. 3–6. ♂ – самцы. ♀ – самки. RU486 (+/–) – отсутствие “–”; контроль или наличие “+”; экспери-
мент кондиционной сверхэкспрессии. M – медианная продолжительность жизни (сут). 90% – возраст 90%-ной смертности
(сут). dM и d90% – отношение значений в эксперименте и в контроле (%). n – количество мух в выборке.

Генотип Пол RU486 
(+/–) М dM Лог-ранговый 

критерий, p 90% d90% Критерий
Ванг–Аллисона, p n

S106-GS-GAL4>UAS-nej ♂ – 59 66 145

S106-GS-GAL4>UAS-nej ♂ + 36 –39.0 1.4e–49 42 –36.4 0.0007 146

S106-GS-GAL4>UAS-nej ♀ – 73 85 142

S106-GS-GAL4>UAS-nej ♀ + 46 –37.0 8.4e–29 71 –16.5 5.1e–9 158

S106-GS-GAL4>EP-nej ♂ – 63 72 165

S106-GS-GAL4>EP-nej ♂ + 57 –9.5 0.000044 67 –6.9 0.0075 144

S106-GS-GAL4>EP-nej ♀ – 61 71 162

S106-GS-GAL4>EP-nej ♀ + 61 0 0.9574 71 0 0.8207 155
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самцов без сверхэкспрессии этого гена (p < 0.001).
Медианная ПЖ и возраст 90%-ной смертности
меньше на 14.9 и 30.3%, соответственно, (p < 0.001),
чем у контрольных мух без сверхэкспрессии (рис. 3,

табл. 3). При этом кривые выживаемости самцов
и самок TIGS-2-GS-GAL4>EP-nej, а также самок
TIGS-2-GS-GAL4>UAS-nej с активацией nej в ки-
шечнике расположены выше, чем кривые попу-

Рис. 1. Верификация сверхэкспрессии гена nej у самцов (а, в, д, ж) и самок (б, г, е, з) D. melanogaster. ***p < 0.001;
**p < 0.01; *p < 0.05 по t-критерию Стьюдента.
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Рис. 2. Влияние сверхэкспрессии гена nej в жировом теле на продолжительность жизни самцов (а, в) и самок (б, г) D. mela-
nogaster. ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05 по критерию Колмогорова–Смирнова.

***

RU486�

а

В
ы

ж
ив

ш
ие

, %

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

RU486+

S106-GS-GAL4>UAS-nej

***

б

Возраст, сут

в

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
0

10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

***

г

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

S106-GS-GAL4>EP-nej

ляций контрольных особей (p < 0.05). Медианная
ПЖ у данных особей больше на 6.4–8.0% (p < 0.01), а
увеличение возраста 90% смертности на 5.1% (p < 0.05)
наблюдали только у самок с генотипом TIGS-2-
GS-GAL4>EP-nej (рис. 3, табл. 3).

В следующей серии экспериментов изучено
влияние сверхэкспрессии гена nej в нервной си-
стеме.

У самок ELAV-GS-GAL4>UAS-nej с кондици-
онной активацией nej в нервной системе наблю-
дали статистически значимое сокращение меди-

анной ПЖ 16.9% (p < 0.0001) (рис. 4, табл. 4). Самки с
генотипом ELAV-GS-GAL4>EP-nej и сверхэкс-
прессией nej имели максимальную (но не медиан-
ную) ПЖ, на 10.4% (p < 0.05) большую, чем в кон-
трольной группе, не получавшей мифепристон.
В то же время не выявлено статистически значи-
мых различий у самцов (рис. 4, табл. 4).

Среди мух с конститутивной сверхэкспресси-
ей гена nej в нервной системе наблюдали стати-
стически значимое сокращение количества сам-
цов ELAV-GAL4>EP-nej, достигших возраста ме-

Таблица 3. Влияние сверхэкспрессии гена nej в кишечнике на продолжительность жизни особей D. melanogaster

Примечание. Обозначения, как в табл. 2.

Генотип Пол RU486
(+/–) М dM Лог-ранговый 

критерий, p 90% d90% Критерий
Ванг–Аллисона, p n

TIGS-2-GS-GAL4>UAS-nej ♂ – 47 66 157
TIGS-2-GS-GAL4>UAS-nej ♂ + 40 –14.9 8.20E–22 46 –30.3 2.3E–06 155
TIGS-2-GS-GAL4>UAS-nej ♀ – 47 59 164
TIGS-2-GS-GAL4>UAS-nej ♀ + 50 6.4 0.001 62 5.1 0.2826 164
TIGS-2-GS-GAL4>EP-nej ♂ – 50 59 65
TIGS-2-GS-GAL4>EP-nej ♂ + 54 8.0 0.0014 62 5.1 0.246 36
TIGS-2-GS-GAL4>EP-nej ♀ – 65 78 78
TIGS-2-GS-GAL4>EP-nej ♀ + 67 3.1 0.1034 82 5.1 0.0269 79
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Рис. 3. Влияние сверхэкспрессии гена nej в кишечнике на продолжительность жизни самцов (а, в) и самок (б, г) D. mela-
nogaster. ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05 по критерию Колмогорова–Смирнова.
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Рис. 4. Влияние сверхэкспрессии гена nej в нервной системе на продолжительность жизни самцов (а, в) и самок (б, г)
D. melanogaster. ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05 по критерию Колмогорова–Смирнова.

RU486−

а

В
ы

ж
ив

ш
ие

, %

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

RU486+

ELAV-GS-GAL4>UAS-nej

***

б

Возраст, сут

в

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
0

10
20
30
40
50
60
70
80
90

100 г

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

ELAV-GS-GAL4>EP-nej



840

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 5  2023

КОВАЛЬ и др.

дианной ПЖ (на 11.2% по сравнению с особями
драйверной линии ELAV-GAL4), а также сдвиг
кривой дожития влево (табл. 5, рис. 5a). Отмечено
статистически значимое увеличение медианной
ПЖ у самок ELAV-GAL4>UAS-nej и ELAV-GAL4>
EP-nej – на 10.2–15.3% (p <0.001) относительно
родительских линий и сдвиг кривых дожития
вправо (табл. 5, рис. 5б). При этом у особей обоего
пола увеличивался возраст 90%-ной гибели (на
6.2–20.6% по сравнению с контрольными геноти-
пами (p <0.05)) либо отсутствовал статистически
значимый эффект (табл. 5).

Наблюдали также повышение устойчивости
самцов и самок линий ELAV-GAL4>UAS-nej и
самцов ELAV-GAL4>EP-nej к воздействию туни-

камицина по сравнению с мухами линии ELAV-
GAL4 (табл. S1, см. Дополнительные материалы на
сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2023/5/sup-
p_Koval_rus.pdf).

У мух линий D42-GAL4>UAS-nej и D42-GAL4>
EP-nej обоего пола, конститутивно сверхэкспрес-
сирующих nej в мотонейронах в условиях окисли-
тельного стресса, наблюдалось сокращение ме-
дианной выживаемости на 27.1–43.8% (p < 0.001)
и максимальной выживаемости на 13.8–24.7%
(p < 0.01) относительно родительских линий
(табл. 6). Эти эффекты подтверждают графики
выживаемости (рис. 6). Кроме того, выживае-
мость самок D42-GAL4>UAS-nej в условиях окис-
лительного стресса также была существенно сни-

Таблица 4. Влияние сверхэкспрессии гена nej в нервной системе на продолжительность жизни особей D. melan-
ogaster

Примечание. Обозначения, как в табл. 2.

Генотип Пол RU486 
(+/–) M dM, % Лог-ранговый 

критерий, p 90% d90% Критерий
Ванг–Аллисона, р n

ELAV-GS-GAL4>UAS-nej ♂ – 79 92 353
ELAV-GS-GAL4>UAS-nej ♂ + 78 –1.3 0.519 89 –3.3 <0.0001 313
ELAV-GS-GAL4>UAS-nej ♀ – 89 105 307
ELAV-GS-GAL4>UAS-nej ♀ + 74 –16.9 <0.0001 92 –12.4 <0.0001 311
ELAV-GS-GAL4>EP-nej ♂ – 61 73 77
ELAV-GS-GAL4>EP-nej ♂ + 65 6.6 0.0915 75 2.7 0.022 67
ELAV-GS-GAL4>EP-nej ♀ – 60 77 49
ELAV-GS-GAL4>EP-nej ♀ + 66.5 10.8 0.153 85 10.4 0.042 54

Таблица 5. Влияние конститутивной сверхэкспрессии гена nej в нервной системе на продолжительность жизни
D. melanogaster

'Относительно ELAV-GAL4.
*Относительно UAS-nej.
#Относительно EP-nej.

Генотип Пол M dM,
%

Лог-ранговый 
критерий, p 90% d90% Критерий 

Ванг–Аллисона, p n

UAS-nej ♂ 54 66 158
EP-nej ♂ 47 65 151
ELAV-GAL4 ♂ 54 65 276
ELAV-GAL4>UAS-nej ♂ 54 0'

0*
0.0056
0.1285

68 4.6'
3.03*

0.0878
0.5377

309

ELAV-GAL4>EP-nej ♂ 48 –11.1'
2.1#

0.3878
0.6899

69 6.2'
6.2#

0.0418
0.1272

300

UAS-nej ♀ 58 68 167
EP-nej ♀ 61 72 158
ELAV-GAL4 ♀ 59 71 301
ELAV-GAL4>UAS-nej ♀ 65 10.2'

12.1*
0
0

82 15.5'
20.6*

0
0

320

ELAV-GAL4>EP-nej ♀ 68 15.3'
11.5#

0
0

75 5.7'
4.2#

0
0.1253

288



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 5  2023

ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТЬ ЖИЗНИ Drosophila melanogaster 841

жена (p < 0.001) по сравнению с контрольной ро-
дительской линией D42-GAL4 (табл. S1).

С возрастом происходит нарушение регуляции
транскрипции многих генов. В данной серии экспе-
риментов нами впервые показано влияние тканеспе-
цифичной сверхэкспрессии гена nej (CBP/p300), ко-
дирующего коактиватор транскрипции, на ПЖ
целого организма. Установлено, что эффекты
сверхэкспрессии гена nej зависят от драйвера, ти-
па ткани, в которой происходит индукция сверх-
экспрессии, а также половой принадлежности.
В некоторых вариантах активация nej вызывает
незначительное увеличение медианной и макси-

мальной ПЖ (до 8–15%), но при этом может (в
других случаях) приводить к существенному нега-
тивному эффекту (до 30–44%).

Влияние сверхэкспрессии гена nejire на актив-
ность генов стресс-ответа. Повышенная экспрес-
сия гена nej в жировом теле, нервной системе и
кишечнике приводила к изменению активности
генов стресс-ответа D. melanogaster, обеспечиваю-
щих детоксикацию свободных радикалов (Sod1),
ответ на повреждение ДНК (Gadd45) и белков
(Hsp27, Hsp68), а также ответ на гипоксию (Hif1)
(рис. 7, 8). При этом наблюдали как стимуляцию,
так и подавление транскрипции генов Sod1,

Рис. 5. Влияние конститутивной сверхэкспрессии гена nej в нервной системе на продолжительность жизни самцов (а)
и самок (б) D. melanogaster. р <0.05 по критерию Колмогорова–Смирнова относительно драйверной (*) или UAS (#) ли-
ний соответственно.
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Таблица 6. Влияние конститутивной сверхэкспрессии гена nej в мотонейронах на продолжительность жизни мух
D. melanogaster

'Относительно D42-GAL4.
*Относительно UAS-nej.
#Относительно EP-nej.

Генотип Пол M dM, % Лог-ранговый 
критерий, p 90% d90% Критерий

Ванг–Аллисона, p n

UAS-nej ♂ 54 66 158
EP-nej ♂ 47 65 151
D42-GAL4 ♂ 48 58 139
D42-GAL4>UAS-nej ♂ 35 –27.1'

–35.2*
0.0000061'

0*
54 –6.9'

–18.2*
0.4454'
0.0076*

133

D42-GAL4>EP-nej ♂ 34 –29.2'
–27.7#

0'
0#

50 –13.8'
–23.1#

0.0104'
0.0031#

114

UAS-nej ♀ 58 68 167
EP-nej ♀ 61 72 158
D42-GAL4 ♀ 64 77 134
D42-GAL4>UAS-nej ♀ 36 –43.8'

–37.9*
0'
0*

58 –24.7'
–14.7*

0.0006'
0.0028*

131

D42-GAL4>EP-nej ♀ 40 –37.5'
–34.4#

0'
0#

58 –24.7'
–19.4#

0.0006'
0.0057#

121
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Gadd45, Hsp27, Hsp68 в зависимости от пола, ис-
пользованных конструкций (UAS и GAL4) и тка-
ни с повышенной активностью nej. Наиболее вос-
производимой была тенденция к снижению экс-
прессии гена белка теплового шока Hsp27 (в 2–5 раз)
у самцов и самок с тканеспецифичной активаци-
ей nej. Кроме того, сверхэкспрессия гена nej в раз-
личных тканях самцов и самок дрозофилы приво-
дила к подавлению транскрипции Hif1 (рис. 7, 8).

Влияние нокдауна гена nejire, вызванного РНК-
интерференцией, на продолжительность жизни
D. melanogaster. При снижении активности nej в
жировом теле и кишечнике происходило умень-
шение медианной ПЖ (на 10–77%, p < 0.0001) и
возраста 90%-ной смертности (на 11–74%, p < 0.0001)
у самцов и самок D. melanogaster (рис. 9, 10, табл. 7).
Менее выраженное снижение медианной ПЖ (на
9–10%, p < 0.05) наблюдалось также у мух со сни-
женной активностью nej в нервной системе в случае
с локализацией UAS-конструкции в хромосоме 2
(рис. 11, табл. 7). В то же время, у самок с кон-
струкцией UAS для РНК-интерференции nej,
встроенной в хромосому X, нейрон-специфич-
ный нокдаун приводил к увеличению медианной
ПЖ и возраста 90%-ной смертности на 11% (p < 0.05)
(рис. 11, табл. 7).

Полученные результаты согласуются с резуль-
татами исследований, проведенных на нематоде
Caenorhabditis elegans. Полный нокдаун cbp-1 (ор-
толог CBP/p300 у нематод) вызывал уменьшение
средней ПЖ на 30% и выживаемости в условиях
окислительного стресса [27].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нами изучено влияние сверхэкспрессии и
нокдауна гена nej в жировом теле, кишечнике и
нервной системе на ПЖ D. melanogaster.

Сверхактивация nej в жировом теле, как пра-
вило, оказывала отрицательное влияние на ПЖ и
стрессоустойчивость мух. Но повышенная экс-
прессия этого гена в кишечнике, напротив, чаще
вызывала увеличение ПЖ. При этом эффект ак-
тивации nej в клетках нервной системы варьиро-
вал в зависимости от используемых UAS- и
GAL4-конструкций. Кондиционная сверхэкс-
прессия nej с использованием UAS-nej или EP-nej
в нервной системе оказывала противоположные
эффекты на ПЖ мух. Конститутивная сверхэкс-
прессия nej в нервной системе, как правило, уве-
личивала ПЖ и устойчивость к индуктору стресса
ЭПС, но повышение активности этого гена в мо-
тонейронах приводило к отрицательным измене-
ниям. Эти эффекты сопровождались разнона-
правленным изменением уровней экспрессии
генов стресс-ответа с общей тенденцией к сни-
жению.

Разнонаправленные эффекты тканеспеци-
фичной сверхэкспрессии гена nej могут быть свя-
заны с тем, что семейство ацетилтрансфераз
CBP/p300, к которому относится белок, кодируе-
мый изучаемым нами геном, имеет целый ряд ми-
шеней в клетке (включая гистоновые и негисто-
новые белки), на которые воздействует разными
способами, проявляя ферментативную и нефер-
ментативную активности.

Ацетилтрансферазы CBP/p300 способствуют
транскрипции путем “разрыхления” хроматина,
рекрутирования РНК-полимеразы II и перехода к
элонгации, а также усиления связывания факто-
ров транскрипции с геномной ДНК [28, 29]. Это
необходимо для поддержания нормального
функционирования клеток и организма в меняю-
щихся условиях окружающей среды. CBP/p300
регулируют клеточную локализацию и актив-
ность таких транскрипционных факторов, как

Рис. 6. Влияние конститутивной сверхэкспрессии гена nej в мотонейронах на продолжительность жизни самцов (а) и
самок (б) D. melanogaster. р <0.05 по критерию Колмогорова–Смирнова относительно драйверной (*) или UAS (#)-ли-
ний соответственно.
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p53 [30–32], FOXO [33], NRF2 [27, 34], HSF1 [35],
HIF-1 [36], влияют на экспрессию их генов-ми-
шеней (например, генов, кодирующих суперок-
сид-дисмутазы, белки ответа на повреждение
ДНК и контроля клеточного цикла, белки тепло-
вого шока). Так, активация CBP/p300 в клетках
рака кишечника повышает уровень Gadd45 и p21 –
важных регуляторов ответа на повреждение ДНК
и ингибиторов роста опухолей [10]. Однако в на-
шем исследовании количество мРНК гена Gadd45
как увеличивалось, так и снижалось у мух со

сверхэкспрессией nej в различных тканях и, по-
видимому, не было связано с изменениями ПЖ.
CBP-1 идентифицирован как негативный регуля-
тор HSF-1 у C. elegans [37], что согласуется со сни-
женной активностью генов белков теплового шока
у дрозофил со сверхэкспрессией гена nej.

Известно, что CBP стабилизирует РНК-поли-
меразу II в репрессивных сайтах, связанных с бел-
ками группы Polycomb, и способствует приоста-
новке полимеразы. Это необходимо для образо-
вания гибрида РНК-ДНК (R-петли) и истощения

Рис. 7. Влияние активации дополнительной копии гена nej под контролем промотора UAS (а) или элемента EP (б) на
экспрессию генов стресс-ответа у самцов D. melanogaster. *p < 0.05 по t-критерию Манна–Уитни.
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нуклеосом в элементах ответа на Polycomb [38].
Эпигенетическая регуляция с помощью Polycomb
является важным негативным регулятором ско-
рости старения и стрессоустойчивости организма
[39, 40].

На посттранскрипционном уровне CBP/p300
могут влиять на генную экспрессию путем ацети-
лирования экзорибонуклеазы CAF1a с последую-
щим усилением распада поли(А)РНК и усилени-
ем обмена мРНК. Стимуляция обмена мРНК не-
обходима для пролиферации и дифференцировки

клеток, развития организма в целом. Кроме того,
обмен мРНК помогает клеткам поддерживать вы-
сокодинамичный режим регуляции экспрессии
генов [41]. С другой стороны, чрезмерная актива-
ция ацетилтрансфераз может вызывать усилен-
ную деградацию мРНК, необходимых для под-
держания жизнеспособности организма.

CBP/p300 участвует во многих молекулярных
путях и клеточных процессах, детерминируя ба-
ланс между ними и конечную судьбу клетки и ор-
ганизма. Так, исследования, проведенные на

Рис. 8. Влияние активации дополнительной копии гена nej под контролем промотора UAS (а) или элемента EP (б) на
экспрессию генов стресс-ответа у самок D. melanogaster. *p <0.05 по t-критерию Манна–Уитни.
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клетках немелкоклеточного рака легких, показа-
ли, что CBP/p300 играет важную роль в поддержа-
нии баланса между продукцией активных форм
кислорода, ответом на повреждение ДНК и за-
пуском аутофагии; от его активности зависит, бу-
дут клетки делиться дальше либо они подвергнут-
ся остановке клеточного цикла или апоптозу [42].

Белки CBP/p300 необходимы для запуска от-
вета на повреждение ДНК. Прежде всего, они
ацетилируют гистоны в местах повреждения ДНК
для облегчения репарации. Однако они также
способны ацетилировать ключевые белки, обес-
печивающие передачу сигналов о повреждении
ДНК и разные механизмы репарации ДНК, за
счет чего регулируют каталитическую актив-
ность, ядерную локализацию, связывание с ДНК
и обмен данных белков [4]. С другой стороны,
можно предположить, что дополнительная акти-
вация CBP/p300 (например, в результате сверх-
экспрессии гена nej) приводит к чрезмерной ре-
лаксации хроматина в результате избыточного
ацетилирования гистонов, повышающего уязви-
мость генетического материала для повреждаю-
щих факторов различной природы [43]. В нашей
работе это могло привести к снижению выживае-
мости особей D. melanogaster в нормальных и

стрессовых условиях, а также к изменению уров-
ней транскрипции генов стресс-ответа.

Ацетилтрансферазы CBP/p300 являются важ-
ными регуляторами аутофагии (положительными
или отрицательными, в зависимости от условий)
и способны осуществлять эту функцию как на
транскрипционном, так и на пострансляционном
уровне [2, 5, 44]. Снижение активности CBP/p300
в скелетных мышцах, сердце, печени, жировой
ткани животных, связано с усилением аутофагии,
а повышение – с ее подавлением [2]. Например,
p300 опосредует вызванное активацией mTORC1
подавление аутофагии, связанное с голоданием,
и активирует клеточный липогенез [45]. Механи-
чески активация p300 обусловлена его фосфори-
лированием с помощью mTORC1, которое предот-
вращает связывание каталитического домена
HAT с ингибирующим доменом RING, устраняя
тем самым внутримолекулярное подавление ак-
тивности p300 [45]. Однако в in vitro исследова-
ниях установлено, что в ответ на цитотоксиче-
ское воздействие арсенидом сигнальный путь
IKKα/CHK1/p300/CBP/p53 важен для актива-
ции аутофагии [32].

Несмотря на то, что CBP/p300 способствуют
старению за счет уменьшения аутофагии в пери-

Рис. 9. Влияние нокдауна гена nej в жировом теле на продолжительность жизни самцов (а, в) и самок (б, г) D. melano-
gaster. ***p < 0.0001 по критерию Колмогорова–Смирнова.
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ферических тканях, ацетилирование гистонов на
промоторе нейропротекторных генов, включая ге-
ны-мишени фактора транскрипции EB (TFEB),
приводит к усилению биогенеза лизосом и ауто-
фагии и, напротив, способствует долголетию [2].
Возможно, аналогичный механизм лежит в осно-
ве положительного влияния сверхэкспрессии nej
в нервной системе на ПЖ и устойчивость к про-
теотоксическому воздействию. В исследовании,
проведенном на клетках студенистого ядра, вы-
деленных из межпозвонковых дисков с возраст-
ной дегенерацией, обнаружено, что активация
p300 способствует пролиферации и аутофагии,
но ингибирует апоптоз через сигнальный путь
FOXO3/SIRT1 [46]. С другой стороны, на in vitro и
in vivo моделях таупатии показано, что гиперакти-
вация p300/CBP блокирует поток аутофагии и
увеличивает секрецию тау-белка в нейронах, а
ингибирование p300/CBP оказывает противопо-
ложный эффект, уменьшая распространение тау-
белка [47].

Роль CBP-1 как важного регулятора митохон-
дриального ответа на “развернутые” белки (UPRmt) и
митохондриального стресс-индуцированного им-
мунного ответа показана в исследованиях на С. ele-
gans. Ацетилирование гистонов с помощью CBP-1

в сочетании с их деметилированием ферментами
JMJD-1.2/JMJD-3.1 индуцирует транскрипцию
широкого спектра генов, необходимых для вос-
становления работы митохондрий в условиях
стресса [11, 48]. Уровни транскриптов CBP/p300
положительно коррелируют с уровнями тран-
скриптов генов UPRmt и долголетием в популяциях
мышей и у человека. Ингибирование CBP/p300
нарушает работу механизма UPRmt, в то время как
принудительной экспрессии p300 достаточно для
его активации в клетках млекопитающих [11, 48].

Также ацетилтрансфераза, кодируемая геном
nej D. melanogaster, сопряжена с димером
CLOCK/CYCLE и является неотъемлемым ком-
понентом циркадных часов, выполняющим регу-
ляторные функции, связанные с транскрипцией,
ассоциированной с осциллятором. При этом уси-
ление экспрессии nej связано с потерей поведен-
ческих и молекулярных ритмов [49].

Таким образом, CBP/p300 и его ортолог у
D. melanogaster, кодируемый геном nej, способны
действовать разными путями как способствую-
щими долгожительству, так и усиливающими
старение. Более того, известно, что активность
CBP/p300 осуществляется во взаимодействии с
рецептором эстрогена и гормональная регуляция

Рис. 10. Влияние нокдауна гена nej в кишечнике на продолжительность жизни самцов (а, в) и самок (б, г) D. melanogas-
ter. *p < 0.01, ***p < 0.0001 по критерию Колмогорова–Смирнова.
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CBP/p300 оказывает влияние на все мишени дан-
ных ацетилтрансфераз [50]. Для понимания и
предсказания эффектов активации CBP/p300 на
ПЖ требуется проведение детальных исследова-
ний с учетом максимального количества возмож-
ных механизмов.

CBP/p300 часто описывают как фактор, спо-
собствующий клеточному старению за счет об-
разования гиперацетилированного хроматина и
активных энхансерных элементов в некодирую-
щих областях генома [8]. Ингибирование p300
лежит в основе геропротекторного действия
спермидина [12] и нордигидрогваяретовой кис-
лоты [51]. Также фармакологические ингибито-
ры CBP/P300 облегчают течение радиационно-
индуцированного желудочно-кишечного син-
дрома, способствуя восстановлению стволовых
клеток и крипт кишечника путем задержки кле-
точного цикла [52].

Тем не менее, в нашей работе РНК-интерфе-
ренция гена nej в кишечнике и жировом теле
D. melanogaster преимущественно снижала меди-
анную ПЖ мух вне зависимости от пола и исполь-
зованных UAS-конструкций. Однако нокдаун nej
в нервной системе самок продлевал жизнь при
локализации UAS-конструкции на X-хромосоме

(а не на второй хромосоме), что указывает на кри-
тичность положения трансгена, по-видимому,
обусловленную состоянием хроматина [53]. В то
же время существует вероятность того, что на-
блюдаемый положительный результат может
быть обусловлен действием мифепристона [54].

Полученные данные в целом согласуются с ре-
зультатами [55], согласно которым инактивация
CBP/p300 с помощью РНК-интерференции зна-
чительно уменьшает ПЖ тлей Acyrthosiphon pisum,
ускоряет их старение, снижает число потомков и
укорачивает репродуктивную фазу. На это же
указывают результаты изучения C. elegans с мута-
цией cbp-1 [37], а также с повсеместной, а в неко-
торых случаях тканеспецифичной РНК-интерфе-
ренцией cbp-1 (специфичной для нервной систе-
мы, кишечника и зародышевой линии) [56]. При
этом описан эффект удвоения ПЖ у нематод (в
аксенической культуре), критическую роль в ко-
тором играет активность cbp-1, действующая че-
рез механизмы нейропептидной регуляции в
ГАМКергических нейронах. Нокдаун cbp-1 в
нервной системе препятствовал положительному
влиянию ограничения питания [56].

Примечательно также, что мутации в структу-
ре домена CH1 ацетилтрансфераз CBP и p300

Рис. 11. Влияние нокдауна гена nej в нервной системе на продолжительность жизни самцов (а, в) и самок (б, г) D. mela-
nogaster. *p < 0.01, **p < 0.001 по критерию Колмогорова–Смирнова.

В
ы

ж
ив

ш
ие

, %

**

**

а

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
ELAV-GS-GAL4>UAS-nej.siRNA(X)

б
ELAV-GS-GAL4>UAS-nej.siRNA(X)

Возраст, сут

в

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
0

10
20
30
40
50
60
70
80
90

100
ELAV-GS-GAL4>UAS-nej.siRNA(2)

г

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

ELAV-GS-GAL4>UAS-nej.siRNA(2)

RU486�

RU486+



848

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 5  2023

КОВАЛЬ и др.

приводят к значительному снижению массы тела
у мышей CBP∆CH1/∆CH1 и p300∆CH1/∆CH1 и повышен-
ной чувствительности к инсулину [57]. p300/CBP
является ключевым регулятором энергетического
обмена в печени (у дрозофилы аналогом печени
является жировое тело), в том числе, липогенеза,
экспорта липидов, глюконеогенеза [58]. На клю-
чевую роль в координации баланса между анабо-
лизмом и катаболизмом на клеточном уровне иг-
рает путь mTORC1/p300 [45]. Следовательно, се-
мейство транскрипционных регуляторов p300/CBP
может влиять на контроль ПЖ и старение, дей-
ствуя через энергетический гомеостаз. Кроме то-
го, нокаут гена p300 S89A негативно сказывался
на состоянии кишечника у мышей, способство-
вал изменению состава микробиоты и иммунных
реакций, приводил к изменениям в метаболиче-
ских сигнальных путях [59].

Отметим, что наиболее интересные данные
получены нами при сверхактивации и нокдауне
гена nej в нервной системе. Критическую роль в
проявлении их эффектов (помимо прочих факто-
ров) сыграл тип клеток нервной системы, в кото-
ром менялась активность nej; стадия жизненного
цикла, на которой работал драйвер; локализация
UAS-конструкции. CBP/p300 определяют разви-
тие нервной системы, регуляцию транскрипции и
пластичности в постмитотических нейронах [60].
У дрозофилы белок p300 также идентифицирован
как важный регулятор синаптического возбужде-
ния через модуляцию пути Pum/Mef2 [61]. Полу-
ченные нами результаты и опубликованные дан-
ные [60, 61] показывают, что в нервной системе
семейство CBP/p300 ацетилтрансфераз действу-
ют через сеть механизмов, которые могут как спо-
собствовать долголетию, так и снижать ПЖ. Белки

Таблица 7. Влияние тканеспецифичного нокдауна гена nej на продолжительность жизни D. melanogaster

Примечание. M – медианная продолжительность жизни (сут). 90% – возраст 90%-ной смертности (сут). dM и d90% – разли-
чия между медианной продолжительностью жизни и возрастом 90%-ной смертности у контрольных и экспериментальных
мух соответственно (%). ГВ – критерий Гехана–Вилкоксона. МК – критерий Мантеля–Кокса. ВА – тест Ванг–Аллисона.
n – количество особей в выборке.

Генотип RU486 Пол M, сут dM,% МК, p ГВ, p 90%, сут d90% (%) ВА, p n

S106-GS-GAL4> 
UAS-nej.siRNA(X)

– ♂ 68 83 137
+ ♂ 33 –51 <0.0001 <0.0001 41 –51 <0.0001 148
– ♀ 64 78 76
+ ♀ 46 –28 <0.0001 <0.0001 54 –31 <0.0001 126

S106-GS-GAL4> 
UAS-nej.siRNA(2)

– ♂ 63 73 143
+ ♂ 62 –2 >0.05 >0.05 76 +4 >0.05 133
– ♀ 76 83 106
+ ♀ 48 –37 <0.0001 <0.0001 73 –12 <0.0001 137

TIGS-2-GS-GAL4> 
UAS-nej.siRNA(X)

– ♂ 65 80 149
+ ♂ 15 –77 <0.0001 <0.0001 21 –74 <0.0001 160
– ♀ 55 70 92
+ ♀ 18 –67 <0.0001 <0.0001 25 –64 <0.0001 122

TIGS-2-GS-GAL4> 
UAS-nej.siRNA(2)

– ♂ 63 72 155
+ ♂ 39 –38 <0.0001 <0.0001 46 –36 <0.0001 152
– ♀ 52 65 95
+ ♀ 47 –10 <0.0001 <0.01 58 –11 <0.0001 112

ELAV-GS-GAL4> 
UAS-nej.siRNA(X)

– ♂ 75 84 101
+ ♂ 72 –4 <0.05 >0.05 81 –4 <0.01 128
– ♀ 56 71 117
+ ♀ 62 +11 <0.001 <0.0001 79 +11 <0.05 124

ELAV-GS-GAL4> 
UAS-nej.siRNA(2)

– ♂ 70 84 251
+ ♂ 64 –9 <0.01 <0.05 81 –4 <0.05 246
– ♀ 70 84 242
+ ♀ 63 –10 <0.01 <0.001 83 –1 >0.05 235
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CBP/p300 можно рассматривать в качестве мише-
ни для геропротекторных вмешательств, направ-
ленных специфично на нервную систему, но тре-
буется четкая настройка их экспрессии с учетом
возможных негативных последствий.

Известно, что ацетилтрансферазы CBP/p300
вовлечены в патогенез таупатий, включая болезнь
Альцгеймера. Гиперактивация CBP/p300 усили-
вает секрецию тау в результате блокирования
аутофагии [47]. Накопление β-амилоида (Aβ) ме-
шает активности белка CREB (с которым связы-
ваются коактиваторы CBP/p300), важного для
формирования памяти. Вирусная доставка CBP в
головной мозг приводит к восстановлению функ-
ции CREB, улучшает обучаемость и снижает де-
фицит памяти у мышей, используемых в качестве
модели болезни Альцгеймера. Примечательно,
что такое улучшение наступает без изменения
концентрации пептида Aβ и тау-белка, при этом
оно связано с повышенным уровнем нейротро-
фического фактора головного мозга [62]. Инду-
цированная Aβ деградация BMAL1 (белок, по-
добный ядерному транслокатору AHR) и CBP
приводит к нарушению циркадного ритма при
болезни Альцгеймера [63]. Кроме того, CBP-1
участвует в снижении агрегации β-амилоида и
увеличении ПЖ у C. elegans [11].

Важно отметить, что CBP/p300 вносит вклад в
процесс старения, участвуя в патогенезе ряда дру-
гих возрастзависимых заболеваний [2]. Измене-
ние активности этих ацетилтрансфераз, причем
как в сторону подавления, так и в сторону гипер-
активации, может привести к возникновению
различных типов рака [64‒67]. Например, мута-
ции CBP находят при синдроме Рубинштей-
на‒Тайби, который характеризуется повышен-
ной предрасположенностью к злокачественным
новообразованиям уже в детском возрасте [64].
Повышенная активность CBP/p300 усиливает ак-
тивацию андрогеновых и эстрогеновых рецепто-
ров, за счет чего способствует развитию рака
предстательной железы или молочной железы
[66]. Нарушение регуляции CBP/р300 вызывает
изменение профилей экспрессии генов, вовле-
ченных в гипертрофические и фиброгенные про-
цессы в миокарде, что приводит к развитию гипер-
трофии сердца, инфаркта миокарда, сердечной не-
достаточности, диабетической кардиомиопатии
[68]. С другой стороны, подавление CBP/p300 у
млекопитающих может быть связано с метаболи-
ческими расстройствами ‒ от чрезмерного сниже-
ния жировых запасов и массы тела [57] до развития
ожирения [2]. Применение ингибиторов данных
ацетилтрансфераз подавляет патологическое из-
менение органов при сахарном диабете, например,
посредством регуляции продукции активных
форм кислорода и снижения воспаления [69].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На плодовой мушке D. melanogaster нами впер-

вые проанализировано влияние сверхэкспрессии
и нокдауна гена nejire (nej), кодирующего ортолог
белков CBP/p300 человека, в различных тканях
на ПЖ. В зависимости от использованного драй-
вера и типа ткани, в которой индуцировали nej, а
также от половой принадлежности мух, актива-
ция nej оказала как положительное, так и отрица-
тельное влияние на ПЖ. Эффект увеличения ПЖ
наблюдали у самок при кондиционной сверхэкс-
прессии nej в кишечнике и конститутивной
сверхэкспрессии nej в нервной системе. В то же
время нокдаун nej в большинстве вариантов экс-
перимента снижал ПЖ D. melanogaster.

Анализ опубликованных данных позволил нам
выявить комплексную связь CBP/p300 с механиз-
мами, вовлеченными в регуляцию ПЖ и старения
организма, а также обозначить вклад дерегуляции
этих ацетилтрансфераз в развитие возрастных за-
болеваний человека. Дальнейшее изучение орто-
логов, относящихся к семейству CBP/p300
(включая белок, кодируемый nej), перспективно с
точки зрения его использования в качестве фар-
макологической мишени. Однако необходимо
учитывать, что такое воздействие требует тонкой
настройки и детального изучения вовлеченных
механизмов, поскольку для положительного эф-
фекта может потребоваться подавление либо сти-
муляция активности ацетилтрансфераз в кон-
кретных тканях. Так, в настоящее время достиг-
нут прогресс в разработке ингибиторов CBP/p300
применительно к лечению онкологических, вос-
палительных, сердечно-сосудистых, аутоиммун-
ных заболеваний человека [67, 70, 71]. При этом
активация ацетилирования белков может требо-
ваться для терапии нейродегенеративных рас-
стройств [72, 73].
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Drosophila melanogaster Lifespan Is Regulated by nejire Gene Expression
in Peripheral Tissues and Nervous System
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Histone acetyltransferases of the CBP/p300 family play the role of transcriptional regulators and are required
for a number of biological processes (cell proliferation and differentiation, organism development, regulation
of stress response and metabolism). In a study on the fruit f ly Drosophila melanogaster, we analyzed for the
first time the effect of overexpression and knockdown of the nejire (nej) ortholog gene in various tissues (fat
body, intestine, nervous system) on lifespan. The activation of nej had both a positive and a negative effect on
this parameter, depending on the driver and the tissue where nej was induced, as well as the sex of the animals.
The effect of increasing lifespan (by 6–15%) was found in females with conditional overexpression of nej in
the intestine and constitutive overexpression of nej in the nervous system. But in other cases, a shortening of
life (up to 44%), or the absence of statistically significant changes were observed. In addition, activation of
nej revealed changes in the expression of stress response genes (Sod1, Gadd45, Hsp27, Hsp68, Hif1). At the
same time, knockdown of nej in most variants of the experiment caused a pronounced negative effect on the
Drosophila lifespan.

Keywords: histone acetyltransferase, CBP/p300, nejire, lifespan, stress resistance, Drosophila melanogaster
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МЕХАНИЗМ БИМОДАЛЬНОГО ВОЗДЕЙСТВИЯ
DL-БУТИОНИНСУЛЬФОКСИМИНА НА КОНСТИТУТИВНЫЙ 
РЕЦЕПТОР АНДРОСТАНА И Х-РЕЦЕПТОР ПРЕГНАНА in vitro
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Конститутивный рецептор андростана (CAR) и Х-рецептор прегнанa (PXR) – ядерные рецепторы,
участвующие в регуляции транскрипции генов ферментов биотрансформации и экскреции эндо- и
ксенобиотиков. Изучено влияние и механизмы действия DL-бутионинсульфоксимина (БСО, ин-
гибитор γ-глутамилцистеин-синтетазы) на продукцию CAR и PXR в клетках линии Сасо-2. БСО ис-
пользовали в концентрациях 1–500 мкМ при длительности воздействия 24 и 72 ч. Образование ак-
тивных форм кислорода (АФК) определяли, используя флуоресцентные зонды MitoTracker Red
CM-H2 XRos. Цитотоксичность БСО анализировали с помощью МТТ-теста. Относительное коли-
чество CAR и PXR оценивали методом вестерн-блотинга. Обработка клеток БСО (24 ч в концентра-
ции 10, 50 и 100 мкМ; 72 ч – в концентрации 50, 100 мкМ) увеличивала образование АФК. При этом
БСО в концентрации 500 мкМ снижал жизнеспособность клеток при всех сроках воздействия. От-
носительное количество CAR возрастало при обработке клеток БСО (50 и 100 мкМ) в течение 24 ч,
в концентрации 10, 50 мкМ в течение 72 ч. Количество PXR повышалось при инкубации с БСО
50 мкМ – в течение 72 ч, а при 100 и 500 мкМ в течение и 24, и 72 ч. Установлено, что совместное
применение БСО (24 ч, 50 мкМ; 10 и 50 мкМ, 72 ч) и глутатиона подавляет индукцию CAR, тогда как
воздействие БСО в концентрации 50 и 100 мкМ в течение 72 ч подавляло продукцию PXR. Внесение
1 мМ глутатиона в среду культивирования клеток вместе с БСО (100 и 500 мкМ (24 ч) и 500 мкМ
(72 ч)) не влияло на относительное количество PXR, а на количество CAR – при концентрации
100 мкМ (24 ч) и 50 и 100 мкМ (72 ч). Таким образом, БСО может как индуцировать продукцию CAR
и PXR за счет повышения уровня свободных радикалов и развития окислительного стресса, так и
действовать как ксенобиотик.

Ключевые слова: конститутивный рецептор андростана, Х-рецептор прегнана, DL-бутионинсуль-
фоксимин, клетки линии Сасо-2
DOI: 10.31857/S0026898423050026, EDN: XVODRS

ВВЕДЕНИЕ
Конститутивный рецептор андростана (CAR;

NR1I3) и Х-рецептор прегнана (PXR; NR1I2, SXR
и PAR) являются ядерными рецепторами и клю-
чевыми регуляторами генов ферментов, катали-
зирующих реакции биотрансформации и экскре-
ции эндо- и ксенобиотиков [1].

CAR и PXR участвуют в регуляции метаболи-
ческих процессов, включая углеводный, липид-

ный и энергетический обмен. Доказано, что CAR
и PXR активируют экспрессию цитохромов Р450
(изоформы CYP 3A4, CYC 2A6, CYP2Cs, CYP 2B),
ферментов фазы II биотрансформации ксенобио-
тиков (глутатион-S-трансфераза, сульфотранс-
фераза, UDP-глюкуронозилтрансфераза), бел-
ков-транспортеров (белок множественной лекар-
ственной устойчивости 1, Р-гликопротеин) [2–5],
а также ферментов углеводного и липидного об-
мена [6, 7].

Механизмы регуляции CAR и PXR активно
изучаются. Уровень этих рецепторов в клетке за-
висит от экспрессии их генов [8], а также от пост-
трансляционной модификации (фосфорилиро-
вание [9], убиквитинирование [10]) и белок-бел-
ковых взаимодействий [11].

Cокращения: АФК – активные формы кислорода; БСО –
DL-бутионинсульфоксимин; Caco-2 – клетки аденокар-
циномы ободочной кишки человека; CAR – конститутив-
ный рецептор андростана; CYP – цитохром; GSH – глута-
тион; Nrf2 – фактор эритроидного происхождения 2;
PXR – Х-рецептор прегнана; МТТ – 3-(4,5-диметилтиа-
зол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий бромид.

УДК 576.54
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Ранее нами было показано, что развитие окис-
лительного стресса (ОС) приводит к увеличению
количества CAR и PXR [12, 13]. Индукция синтеза
опосредовалась малоновым диальдегидом и не
зависела от фактора эритроидного происхожде-
ния 2 (Nrf2) [14]. В условиях нитрозативного
стресса, вызванного нитрозоглутатионом, индук-
ция CAR регулируется через сигнальный путь
NO-cGMP, а при повышении концентрации до-
нора оксида азота(II) – за счет битирозина, про-
дукта нитрозативного стресса [15].

Глутатионзависимая регуляция CAR и PXR
остается слабо изученной. Ключевую роль в син-
тезе глутатиона и поддержании его уровня в клет-
ках играет γ-глутамилцистеин-синтетаза, селек-
тивным ингибитором которой является DL-бути-
онинсульфоксимин (БСО) [16].

Нами изучено влияние и механизм воздей-
ствия БСО на относительное количество CAR и
PXR в клетках Caco-2 in vitro.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Исследование выполнено на линии клеток
Caco-2 (клетки аденокарциномы ободочной
кишки человека), полученной из Института ци-
тологии РАН (Санкт-Петербург).

Клетки линии Caco-2 культивировали при
37°С и 5% СО2 в модифицированной Дульбекко
среде Игла (DMEM) с высоким содержанием
глюкозы (4500 мг/л) (“Sigma-Aldrich”, Герма-
ния), содержащей L-глутамин (4 мМ), 15% эм-
бриональной сыворотки крупного рогатого скота,
100 ед./мл и 100 мкг/мл пенициллина и стрепто-
мицина соответственно. После достижения 70–
90% монослоя клетки снимали с поверхности
флакона, добавляя раствор трипсин-EDТА
(0.25% трипсина и 0.2% EDТА, “Sigma-Aldrich”)
и высевали в 6- и 96-луночные планшеты
(“Corning”, США). Клетки культивировали в те-
чение 21 сут, поскольку на данном сроке проис-
ходит их спонтанная дифференцировка в энте-
роцитоподобные клетки.

В ходе эксперимента клетки линии Сасо-2 ин-
кубировали в питательной среде с добавлением
БСО в концентрации 1–500 мкМ в течение 24 и 72 ч.

В качестве контроля использовали интактные
клетки, которые инкубировали в питательной
среде с добавлением воды для инъекций (раство-
ритель БСО). На следующем этапе исследования
для уточнения эффекта ОС или прямого воздей-
ствия БСО корректировали дефицит синтеза глута-
тиона. В питательную среду клеток одновременно с
добавлением БСО вносили восстановленный глу-
татион (“Sigma-Aldrich”) в концентрации 1 мМ и
инкубировали в течение 24 и 72 ч [17]. При экспо-
зиции в течение 72 ч смену питательной среды

проводили каждые 24 ч. Каждый эксперимент
выполняли в трех повторностях (n = 3).

Содержание небелковых SH-групп в лизате кле-
ток определяли по методу Эллмана с 5,5'-дитио-
бис-2-нитробензойной кислотой (DTNB) [19].
Пробу предварительно смешивали с охлажден-
ной 5%-ной трихлоруксусной кислотой (ТХУ,
“Химмед”, Россия), инкубировали на льду в тече-
ние 15 мин, затем центрифугировали при 11000 g
(СМ-50, “Eppendorf”, Германия) в течение 5 мин
при 4°С. Полученный супернатант нейтрализова-
ли с помощью 1%-ого NaOH и использовали для
анализа. К 100 мкл супернатанта добавляли
100 мкл 2 мМ DTNB (“Serva”, Германия) в 1 М
Трис-HCl-буфере (рН 8.0) и 1000 мкл дистиллиро-
ванной воды. После экспозиции в течение 30 мин
определяли содержание 5-тио-2-нитробензойной
кислоты при 412 нм на фотометре Stat Fax 2100
(“Awareness Technology”, США). Концентрацию
SH-групп рассчитывали, используя коэффици-
ент экстинкции λ412 = 13.6 мМ–1 см–1 [20], и выра-
жали в мкмоль/мг белка.

Гиперпродукцию активных форм кислорода
(АФК) под действием БСО подтверждали с помо-
щью флуоресцентных зондов MitoTracker Red
CM-H2 XRos (“Invitrogen”, США). Восстановлен-
ный дигидро-Х-розамин проникает в живые
клетки и окисляется АФК с образованием флуо-
ресцентного зонда, который связывается с тиоло-
выми группами в митохондриях. Таким образом,
по интенсивности флуоресценции можно судить
об уровне АФК в клетке. После инкубации клет-
ки снимали с поверхности 6-луночных планше-
тов раствором трипсин-EDТА и лизировали
0.2%-ным раствором Triton X-100 (“Sigma-Al-
drich”). Уровень АФК в лизате клеток оценивали
количественно по степени флуоресценции
(λext = 579 нм, λem = 599 нм) с помощью спектро-
флуориметра (Shimadzu RF-6000) и пересчитыва-
ли на количество клеток (счетчик и анализатор
жизнеспособности клеток Countess 3 Automated
Cell Counter, США). Работу с флуоресцентными
зондами проводили согласно инструкции к набору
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/prod-
uct/M22426).

Оценка выживаемости клеток (цитотоксическое
действие БСО), МТТ-тест. Клетки Сасо-2 культи-
вировали в 96-луночном планшете. После экспо-
зиции с тестируемым веществом в каждую лунку
96-луночного планшета добавляли по 20 мкл
0.5%-ого раствора МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-
2,5-дифенилтетразолий бромид) и инкубировали
в течение 2 ч, затем раствор МТТ удаляли и добав-
ляли 200 мкл 1%-ого раствора диметилсульфок-
сида (“ПанЭко”, Россия) [18]. Поглощение изме-
ряли через 10 мин при 530 нм на спектрофотометре
для планшетов Stat Fax 2100 (“Awareness Technology”).
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Жизнеспособность клеток Сасо-2 рассчитывали по формуле:

где ОП – оптическая плотность.
Приготовление полных клеточных лизатов. Ли-

заты клеток готовили после окончания экспози-
ции с тестируемыми веществами. Для этого клет-
ки снимали с лунок раствором трипсин-EDТА
(0.25% трипсина и 0.2% EDТА, “Sigma-Aldrich”),
трижды промывали раствором фосфатного буфе-
ра (“Bio-Rad”, США) и лизировали в NP40 Cell
Lysis Buffer Thermo (“Thermo Fisher Scientific”,
США) c добавлением смеси ингибиторов протеи-
наз (гидрохлорид 4-(2-аминоэтил)бензолсульфо-
нилфторида, AEBSF) 2 мМ, апротинина 0.3 мкМ,
бестатина 130 мкМ, EDТА 1 мМ, транс-эпокси-
сукцинил-L-лейциламидо(4-гуанидино)бутана
(Е-64) 14 мкМ, лейпептина 1 мкМ (“Sigma-Al-
drich”) в течение 30 мин при +4°С и постоянном
перемешивании из расчета 107 клеток на 100 мкл
буфера. Полученный лизат центрифугировали
при 5000 g (CM-50, “Eppendorf”). Супернатант
использовали для проведения биохимических
анализов.

Количественное определение белка. Количество
белка в пробах анализировали методом Бредфор-
да (Pierce Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit,
“ThermoFisher”) [21].

Определение относительного количества CAR,
PXR. Относительное количество CAR, PXR опре-
деляли методом вестерн-блотинга. Белки клеточ-
ного лизата (20 мкг) подвергали электрофорезу с
использованием 7.5% TGX Stain-Free FastCast
Acrylamide Kit (“Bio-Rad”) в буферной системе
Laemmli (“Bio-Rad”). Образцы смешивали с бу-
фером Laemmli (“Bio-Rad”), содержащим 50 мМ
β-меркаптоэтанол (“Helicon”, США) в соотноше-
нии 3 : 1, инкубировали в течение 10 мин при
70°C. Электрофорез проводили при 100 В в тече-
ние 90 мин.

Белки переносили на нитроцеллюлозную мем-
брану (Trans-Blot Turbo Mini-Size nitrocellulose,
“Bio-Rad”) с использованием Mini Trans-Blot
(“Bio-Rad”) в течение 10 мин при 25 В и 1.3 А.

Белки на мембране блокировали 1%-ным рас-
твором Casein Blocker (“Bio-Rad”), содержащим
0.1% Tween-20 (“Sigma”), инкубируя в течение 1 ч
и комнатной температуре.

CAR и PXR детектировали с использованием
первичных моноклональных антител мыши
(MB67 CAR Monoclonal Antibody, “Invitrogen”,
США; MA5-31808 PXR Monoclonal Antibody
1D12G1, “Invitrogen”) в концентрации 1 : 200 в
блокирующем растворе Casein bloсker (“Bio-
Rad”) в течение 2 ч при 37°C. Первичные антите-

ла визуализировали с использованием вторичных
кроличьих антител (Rabbit-anti-Mouse IgG (H + L)
Secondary Antibody, HRP, “Invitrogen”) в разведе-
нии 1 : 4000 и инкубацией в течение 1 ч при ком-
натной температуре. Хемилюминесценцию фикси-
ровали с помощью ChemiDocXRS+ (“Bio-Rad”).
Интенсивность полученных полос анализирова-
ли денситометрически с помощью программного
обеспечения ImageLab (“Bio-Rad”). Молекуляр-
ную массу CAR и PXR подтверждали, используя
маркеры молекулярной массы (Precision plus pro-
tein standards Dual Color, “Bio-Rad”).

Содержание CAR и PXR оценивали по содер-
жанию белка домашнего хозяйства GAPDH (гли-
церальдегид-фосфат-дегидрогеназа) (первичные
антитела GAPDH Loading Control Monoclonal An-
tibody (GA1R), DyLight 68 (“Invitrogen”), разведе-
ние 1 : 1000; вторичные кроличьи антитела – Rab-
bit-anti-Mouse IgG (H + L) Secondary Antibody,
HRP (“Invitrogen”), разведение 1 : 4000).

Полученные результаты анализировали с по-
мощью программного обеспечения GraphPad
Prism 8. Результаты представлены как среднее
значение ± стандартное отклонение (M ± SD).
Статистическую значимость различий оценивали
с помощью дисперсионного анализа (ANOVA),
попарные сравнения выполняли с использованием
теста Даннетта. Статистически значимыми счи-
тали различия при p <0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
На первом этапе исследования оценивали уро-

вень небелковых SH-групп, основным источни-
ком которых служит глутатион, в клетках линии
Сасо-2, подвергнутых воздействию БСО.

Воздействие БСО (ингибитор γ-глутамилци-
стеин-синтетазы) в концентрации 10, 50, 100 и
500 мкМ приводило к снижению содержания не-
белковых SН-групп в течение 24 ч на 40.71% (р =
= 0.002); 57.6% (р = 0.0004); 67.8% (р = 0.0002) и
55.9% (р = 0.0004), а при воздействии в течение
72 ч – на 31.96% (р = 0.007); 48.36% (р = 0,0006);
62.29% (р = 0.0002) и 57.4% (р = 0.0002) соответ-
ственно (табл. 1).

Снижение уровня небелковых SH-групп при-
водило к повышению продукции АФК.

Так, БСО (10, 50, 100 мкМ в течение 24 ч) по-
вышал интенсивность флуоресценции клеток
Сасо-2, окрашенных Mitotracker Red CM-H2
XRos на 38.8% (р = 0.001), 46.5% (р = 0.0004) и
70.2% (р = 0.0001), соответственно, по сравнению

−
= ×

−
ОП опытных лунок ОП среды

Жизнеспособность 100%,
ОП контрольных лунок ОП среды
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с контролем (рис. 1а). При воздействии БСО в те-
чение 72 ч и концентрации 50 и 100 мкМ интен-
сивность флуоресценции клеток Сасо-2 возрас-
тала на 12.7% (р = 0.026) и 15.7% (р = 0.007), соот-
ветственно, по сравнению с контролем (рис. 1б).
Обработка клеток БСО в концентрации 1–5 и 1–
10 мкМ в течение 24 и 72 ч, соответственно, на
уровень АФК не влияла [22].

При внесении в инкубационную среду с БСО в
концентрации 10 мкМ (24 ч) и 50, 100 мкМ (24 и
72 ч) восстановленного глутатиона в концентра-
ции 1 мМ уровень АФК не отличался от значений
в контроле, интенсивность флуоресценции в
среднем составила 93.5 ± 6.7%.

Далее оценивали жизнеспособность клеток,
принимая за 100% значения в контроле. Жизне-
способность клеток, инкубируемых с БСО в кон-
центрации 1–100 мкМ в течение 24 и 72 ч, была
такой же, как в контроле, а в присутствии 500 мкМ
БСО снижалась на 23.9% (р = 0.003) и 30.1% (р =
= 0.001) соответственно (рис. 2).

Таким образом, БСО (10–500 мкМ) способ-
ствует снижению уровня глутатиона и выработке
АФК, а в концентрации 500 мкМ приводит также
к потере жизнеспособности клеток.

Воздействие БСО (24 ч, 50 и 100 мкМ) приво-
дило к статистически значимому повышению от-
носительного количества CAR – на 32.7% (р = 0.0006)

Таблица 1. Концентрация небелковых SH-групп в лизате клеток линии Сасо-2, обработанных БСО и БСО в со-
четании с глутатионом

Примечание. Концентрация глутатиона 1 мМ; **р <0.01; ***р <0.001 – статистически значимые отличия от показателей в кон-
троле. Данные представлены как M ± SD, n = 3.

БСО, мкМ

SH-группы, мкмоль/мг белка

БСО БСО + глутатион БСО БСО + глутатион

24 ч 72 ч

Контроль 0.118 ± 0.015 0.120 ± 0.017 0.122 ± 0.018 0.119 ± 0.025

1 0.120 ± 0.019 0.118 ± 0.014 0.134 ± 0.005 0.135 ± 0.009

5 0.117 ± 0.022 0.115 ± 0.013 0.119 ± 0.022 0.117 ± 0.022

10 0.070 ± 0.010** 0.117 ± 0.021 0.083 ± 0.013** 0.117 ± 0.010

50 0.050 ± 0.004*** 0.115 ± 0.034 0.063 ± 0.002*** 0.115 ± 0.014

100 0.038 ± 0.008*** 0.118 ± 0.025 0.046 ± 0.008*** 0.118 ± 0.019

500 0.052 ± 0.011*** 0.119 ± 0.021 0.052 ± 0.012*** 0.158 ± 0.023

Рис. 1. Интенсивность флуоресценции в лизате клеток, обработанных DL-бутионинсульфоксимином в концентрации
1–500 мкМ в течение 24 (а) и 72 ч (б). Клетки окрашены Mito tracker Red CM-H2 XROS. *р < 0.05; **р ≤ 0.01; ***р ≤ 0.001;
****р < 0.0001 – статистически значимые отличия от показателей в контроле.
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и 39.6% (р = 0.0001) соответственно (рис. 3а) по срав-
нению с контролем. Инкубация клеток с БСО в
течение 72 ч и концентрации 10 и 50 мкМ приво-
дила к увеличению относительного количества
CAR на 24.9% (р = 0.045) и 43.3% (р = 0.0007) со-
ответственно (рис. 3б).

Относительное количество PXR в клетках, ин-
кубируемых с БСО в концентрации 100 и 500 мкМ
в течение 24 ч, возрастало статистически значимо –
на 33.6 (р < 0.0001) и 40.5% (р < 0.0001) соответ-
ственно (рис. 4а), а при инкубации в течение 72 ч
и концентрации БСО 50, 100 и 500 мкМ – на
26.4% (р = 0.047), 41.5% (р = 0.002) и 36.5% (р = 0.006)
(рис. 4б).

Для изучения механизмов индукции CAR и
PXR под действием БСО, а также для уточнения
активности БСО как ксенобиотика или как аген-
та, вызывающего ОС, в качестве антиоксиданта
использовали восстановленный глутатион.

Показано, что сочетанное воздействие БСО
(50 мкМ) и глутатиона (1 мМ) в течение 24 ч не
приводило к изменению относительного количе-
ства CAR по сравнению с контролем, тогда как
при применении 100 мкМ БСО относительное
количество CAR было на 43.1% (р = 0.01) выше,
чем в контроле (рис. 5а).

Индуцирующий эффект БСО в концентрации
10 мкМ и инкубации в течение 72 ч подавлялся
глутатионом – относительное количество CAR не
отличалось от значений в контроле. Совместное
применение глутатиона и БСО (50 и 100 мкМ)
приводило к повышению относительного коли-
чества CAR – на 26.7% (р = 0.04) и 46.7% (р = 0.03)
(рис. 5б).

Рис. 2. Изменение жизнеспособности клеток линии
Сасо-2 в зависимости от концентрации БСО при ин-
кубации в течение 24 и 72 ч (M ± SD, n = 3). **р < 0.01;
***р < 0.001 – статистически значимые отличия от по-
казателей в контроле.
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Рис. 3. Относительное количество CAR в клетках линии Сасо-2 в норме (1) и при воздействии DL-бутионинсульфок-
симина в концентрации 1–500 мкМ (2–7) в течение 24 (а) и 72 ч (б). (M ± SD, n = 3). *р ≤ 0.05; ***р ≤ 0.001; ****р ≤
≤ 0.0001 – статистически значимые отличия от показателей в контроле.
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Рис. 4. Относительное количество PXR в клетках линии Сасо-2 в норме (1) и при воздействии DL-бутионинсульфокси-
мина в концентрации 1–500 мкМ (2–7) в течение 24 (а) и 72 ч (б). (M ± SD, n = 3). *р < 0.05; **р ≤ 0.01; ****р ≤ 0.0001 –
статистически значимые отличия от показателей в контроле.
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Рис. 5. Относительное количество CAR в клетках линии Сасо-2 в норме (1) и при сочетанном применении глутатиона
(1 мМ) и DL-бутионинсульфоксимина (БСО) в концентрации 10 (б, 2), 50 (а, 2; б, 3) и 100 (а, 3; б, 4) мкМ в течение 24 (а)
и 72 ч (б). (M ± SD, n = 3). *р < 0.05; **р ≤ 0.01 – статистически значимые отличия от показателей в контроле.
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Индукция PXR не подавлялась при воздей-
ствии БСО (100 и 500 мкМ, 24 ч) в присутствии
глутатиона – относительное количество рецептора
возрастало на 20.9% (р = 0.001) и 27.3% (р =
= 0.0002), соответственно, по сравнению со зна-
чениями в контроле (рис. 6а). Однако стоит отме-
тить, что в присутствии антиоксиданта относи-
тельное количество PXR стало ниже, чем в клет-
ках, которые обрабатывали только БСО – на 12.7
(р = 0.02) и 13.2% (р = 0.02).

Способность БСО в концентрации 50 и 100 мкМ
и воздействии в течение 72 ч увеличивать количе-
ство CAR и PXR в клетках линии Caco-2 подавля-
лась глутатионом. Но при совместном действии
БСО (500 мкМ) и глутатиона относительное коли-
чество PXR возрастало на 49.4% (р = 0.001) по срав-
нению с контролем (рис. 6б).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Глутатион – основной небелковый тиол, со-
держащийся в клетках и играющий важную роль
в защитных механизмах, действует как антиокси-
дант или вступает в реакции с электрофильными
соединениями [23]. Глутатион может реагировать
со многими токсичными агентами с образовани-
ем конъюгатов [24, 25].

Концентрация глутатиона в клетке поддержи-
вается несколькими механизмами, основными из
которых являются синтез глутатиона de novo и
восстановление дисульфида глутатиона глутати-
онредуктазой при участии NADPH2. De novo глу-
татион синтезируется из глутамата, цистеина и
глицина посредством двух последовательных АТР-
зависимых реакций, катализируемых γ-глутамил-
цистеин-синтетазой и глутатионсинтазой [23].

Глутатион синтезируется только в цитозоле,
откуда он проникает в остальные компартменты
клеток. Известны три варианта транспорта глута-
тиона: внутриклеточный, межклеточный и ме-
жорганный. Внеклеточный глутатион подверга-
ется гидролизу до аминокислот, которые транс-
портируются в клетку и используются для синтеза
антиоксиданта [26].

Ингибирование γ-глутамилцистеин-синтетазы
с помощью БСО приводит к снижению синтеза
глутатиона и, как следствие, к истощению анти-
оксидантной защиты клетки, что часто применя-
ют в качестве методического подхода при моде-
лировании окислительного стресса [16, 27].

Использование БСО в качестве специфиче-
ского ингибитора синтеза глутатиона имеет пре-
имущества перед другими глутатион-истощаю-
щими агентами, действующими как конкурентные

Рис. 6. Относительное количество PXR в клетках линии Сасо-2 в норме (1) и при сочетанном применении глутатиона
(1 мМ) и DL-бутионинсульфоксимина (БСО) в концентрации 50 (б, 2), 100 (а, 2; б, 3) и 500 (а, 3; б, 4) мкМ в течение
24 (а) и 72 ч (б). (M ± SD, n = 3). **р ≤ 0.01; ***р ≤ 0.001 – статистически значимые отличия от показателей в контроле.
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субстраты глутатионтрансфераз, такие как N-этил-
малеимид, йодацетат, 2-йодацетамид. В отличие
от них, БСО не влияет на активность цитохрома
P-450 и на оксидазную активность ферментов [27].
Таким образом, БСО представляет собой удоб-
ный агент для снижения уровня глутатиона и мо-
делирования эндогенного ОС.

В настоящем исследовании показано, что воз-
действие БСО в концентрации 10–500 мкМ в те-
чение 24 и 72 ч вызывает снижение уровня небел-
ковых SH-групп, что свидетельствует о снижении
концентрации глутатиона внутри клеток. При
этом БСО в концентрации 500 мкМ не усиливал
снижение концентрации глутатиона, что, види-
мо, свидетельствует о достижении максимально-
го ингибирования γ-глутамилцистеин-синтетазы.

Снижение уровня глутатиона под действием
БСО приводило к повышению уровня АФК, что
при максимальной концентрации ингибитора
γ-глутамилцистеин-синтетазы проявлялось в
снижении жизнеспособности клеток. Внесение в
питательную среду глутатиона нивелировало эти
изменения.

На фоне таких изменений относительное ко-
личество CAR возрастало в присутствии 50 и 100 мкМ
БСО и длительности воздействия 24 ч, а также 10,
50 мкМ БСО в течение 72 ч. Относительное коли-
чество PXR также повышалось в присутствии 100
и 500 мкМ БСО и инкубации в течение 24 ч; 50,
100 и 500 мкМ БСО в течение 72 ч.

При нивелировании ОС глутатионом (воздей-
ствие 24 ч, 50 мкМ БСО; экспозиция 72 ч, 10 и
50 мкМ БСO) продукция CAR была в норме, т.е.
подавлялся индуцирующий эффект БСО. Важно
отметить, что индукция CAR продолжалась при
инкубации клеток в течение 24 ч со 100 мкМ БСО,
что, вероятно, связано с самостоятельным эф-
фектом БСО как ксенобиотика.

Индукция PXR подавлялась при внесении глу-
татиона в среду с БСО (50 и 100 мкМ) и инкуба-
ции в течение 72 ч, что свидетельствует об опосре-
дованном действии БСО – через развитие ОС.

Полученные результаты свидетельствуют о
том, что индукция экспрессии изучаемых тран-
скрипционных факторов может быть обусловле-
на развитием ОС. Ранее нами было показано, что
продукты пероксидации – малоновый диальде-
гид и карбонильные производные белков – спо-
собны индуцировать продукцию CAR и PXR [12,
13]. Именно поэтому подавление развития ОС
способствовало нормализации уровня этих ре-
цепторов.

Представленные результаты показывают, что
CAR и PXR по-разному отвечают на воздействие
ингибитора γ-глутамилцистеин-синтетазы. Так,
относительное количество CAR возрастало в при-
сутствии БСО (50 мкМ, 24 ч и 10 мкМ, 72 ч), тогда
как относительное количество PXR в этих усло-

виях не изменялось. Стоит отметить, что БСО в
концентрации 100 мкМ (24 ч) и 50 мкМ (72 ч) вы-
зывал повышение относительного количества
CAR и PXR, но количество PXR повышалось в
меньшей степени.

Культивирование клеток Сасо-2 в среде, со-
держащей глутатион и БСО в концентрации
500 мкМ в течение 72 ч, не повлияло на продук-
цию PXR, как и культивирование в присутствии
100 мкМ (24 ч), 50 и 100 мкМ БСО в течение 72 ч –
на CAR. Следовательно, БСО в указанных кон-
центрациях и при данных условиях выступает в
качестве ксенобиотика и индуцирует продукцию
рецепторов CAR и PXR.

Собственный эффект БСО как ксенобиотика
может, по-видимому, проявляться и на фоне ОС.
Так, например, в присутствии БСО (100 и 500 мкМ,
24 ч) и антиоксиданта уровень индукции PXR был
ниже, чем при воздействии только БСО.

В качестве индукторов CAR и PXR могут вы-
ступать многие эндобиотики, в том числе стерои-
ды (андростаны, эстрогены и прогестины), желч-
ные кислоты, метаболиты холестерина, а также
пестициды, пищевые флавоноиды и полифено-
лы, полученные из спирта [28]. Стоит отметить,
что не установлены общие признаки индукторов
орфанных рецепторов, к которым относятся CAR
и PXR, а механизм действия индукторов может
быть как прямым, так и косвенным. Прямой ме-
ханизм характерен для веществ, способных про-
никать в ядро, что не типично для БСО, поэтому
механизм его действия можно отнести скорее к
опосредованному (косвенному).

Таким образом, БСО вызывает индукцию CAR
и PXR, причем делает это двумя разными спосо-
бами: в низких концентрациях преимущественно
за счет снижения уровня глутатиона и развития
ОС, а в высоких БСО действует непосредственно
как ксенобиотик.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке гранта Президента Российской Федерации
для государственной поддержки молодых россий-
ских ученых-кандидатов наук МК-1856.2020.7.

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

Авторы декларируют отсутствие явных и по-
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Mechanism of Bimodal Effect of DL-Butyonine Sulfoximine of Constitutive Androstane 
and Pregnane X Receptors in vitro

Y. V. Abalenikhina1, *, A. V. Shchulkin1, A. A. Seidkulieva1, E. D. Rokunov1,
F. T. Gadzhieva1, and E. N. Yakusheva1

1Ryazan State Medical University, Ryazan, 390026 Russia
*e-mail: abalenihina88@mail.ru

The constitutive androstane receptor (CAR) and the pregnan X receptor (PXR) are nuclear receptors that are
involved in the regulation of gene transcription of enzymes responsible for biotransformation and excretion
of endo- and xenobiotics. The aim of the study was to study the effect of DL-butyonine sulfoximine (BSO,
gamma-glutamylcysteine synthetase inhibitor) on the relative amount of CAR and PXR in Caco-2 cells and
to evaluate its mechanisms. BSO was used in concentrations of 1‒500 μM and exposure duration of 24 and
72 h. The generation of reactive oxygen species (ROS) was determined using MitoTracker Red CM-H2 XRos
fluorescent probes. Cytotoxicity was analyzed according to the results of the MTT test. The relative amount
of CAR and PXR was estimated by the Western blot method. It was shown that BSO caused an increase in
the formation of ROS at exposure duration of 24 h at concentrations of 10, 50 and 100 μM, at 72 h – at con-
centrations of 50, 100 μM. At the same time, at a concentration of 500 μM, BSO reduced the viability of cells
during all periods of exposure. The relative amount of CAR increased at BSO concentrations of 50, 100 μM
and exposure duration of 24 hours and 10, 50 μM at exposure of 72 h, and PXR – at concentrations of 100
and 500 μM and incubation of 24 h and 50, 100, 500 μM and incubation of 72 h. When used together with
BSO, glutathione, the synthesis of which it blocks, it was found that at exposure time of 24 h and BSO con-
centrations of 50 μM and 72 h and concentrations of 10 and 50 μM, CAR induction was suppressed, and at
50 and 100 μM and exposure time of 72 h – PXR. The introduction of glutathione into the nutrient medium
with BSO had no effect on PXR at xenobiotic concentrations of 100 and 500 μM (24 h) and 500 μM (72 h),
on CAR – at concentrations of 100 μM (24 h) and 50 and 100 μM (72 h). Thus, BSO can induce CAR and
PXR both by increasing the production of free radicals and the development of oxidative stress, and inde-
pendently as a xenobiotic.

Keywords: constitutive androstane receptor, pregnan X receptor, DL-butyonine sulfoximine, Caco-2 cells
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Патология заболеваний, вызываемых вирусами семейства Flaviviridae, во многом определяется раз-
витием системного воспаления. Ключевую роль в запуске воспаления играют цитокины интерлей-
кин-1бета и интерлейкин-18. Секреция этих цитокинов из клеток в свою очередь индуцируется при
активации инфламмасом. В клетках, инфицированных вирусами Flaviviridae, обнаружена актива-
ция инфламмасом типа NLRP3 (NLR family pyrin domain-containing 3). Некоторые неструктурные
белки этих вирусов способны активировать или ингибировать инфламмасому NLRP3, в том числе,
за счет взаимодействия с ее компонентами. В данном исследовании в клетках человека HEK293T
реконструирована функциональная инфламмасома NLRP3 и изучено воздействие на нее ряда не-
структурных белков отдельных представителей семейства Flaviviridae. В этой модели не обнаружено
влияния неструктурных белков NS1 вируса Западного Нила, NS3 вируса гепатита С, NS5 вируса
клещевого энцефалита на содержание компонентов инфламмасомы. При этом уровень секреции
интерлейкина-1бета в присутствии белков NS1 вируса Западного Нила и NS5 вируса клещевого эн-
цефалита не изменялся, повышаясь в 1.5 раза в присутствии белка NS3 вируса гепатита С. Таким об-
разом, NS3 можно рассматривать как один из факторов активации инфламмасомы NLRP3 и воспа-
лительного патогенеза при хронической инфекции вирусом гепатита С.

Ключевые слова: инфламмасома, NLRP3, интерлейкин-1бета, вирус клещевого энцефалита, вирус
гепатита С, вирус Западного Нила, неструктурные белки, Flaviviridae
DOI: 10.31857/S0026898423050099, EDN: RVPIUQ

ВВЕДЕНИЕ
Инфламмасома – это мультибелковый ком-

плекс, активируемый различными факторами, в
том числе вирусными инфекциями. Активация
инфламмасомы ведет к секреции провоспали-
тельных цитокинов интерлейкинов (ИЛ)-1бета и
ИЛ-18, индуцирующих воспалительные реакции.
Инфламмасомы локализуются в цитоплазме кле-
ток иммунной системы, некоторых немиелоид-
ных клеток и нейронов [1]. Инфламмасома типа
NLRP3 (NLR family pyrin domain-containing 3),

изучению которой посвящено большинство ра-
бот в этой области, активируется при многих ви-
русных инфекциях и включает в себя три компо-
нента: сенсор, адаптор ASC (an apoptosis associated
speck-like protein containing a CARD) и эффектор –
прокаспазу-1 [2, 3]. Сенсор NLRP3 – цитоплаз-
матический белок, состоящий из трех доменов:
N-концевого пиринового (PYD), центрального
нуклеотидсвязывающего и олигомеризующего
(NACHT) и С-концевого лейцин-богатого доме-
на (LRR) [4, 5]. Адаптор ASC состоит из PYD- и

Сокращения. ASC – Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD (ассоциированный c апоптозом speck-подоб-
ный белок, содержащий CARD); DAMP – Damage-associated molecular pattern (молекулярные паттерны, ассоциированные
с повреждениями); IQR – Interquartile range (интерквартильный размах); NLRP3 – NLR family pyrin domain-containing 3
(белок 3, содержащий пириновый домен, семейства NLR); NS1, NS3, NS5 – Nonstructural proteins 1, 3, 5 (неструктурные
белки 1, 3, 5); PAMP – Pathogen-associated molecular pattern (патогенассоциированный молекулярный паттерн); TLR –
Toll-like receptor (Toll-подобный рецептор); ВГС – вирус гепатита С; ВЗН – вирус Западного Нила; ВКЭ – вирус клещево-
го энцефалита; ИЛ-1бета – интерлейкин-1бета; ИФА – иммуноферментный анализ; ИФН – интерферон; ПААГ – полиа-
криламидный гель; ФНО-альфа – фактор некроза опухоли альфа.

УДК 578.23
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CARD-доменов, а эффекторная прокаспаза-1 –
из каталитического домена и CARD [3]. Сборка
инфламмасомы происходит после распознавания
сенсором NLRP3 активирующих сигналов за счет
взаимодействия однотипных доменов ее компо-
нентов (PYD-PYD и CARD-CARD) [6, 7]. Сборка
активирует инфламмасому, происходит автоката-
литическое расщепление прокаспазы-1 до ее ак-
тивной формы, которая процессирует неактив-
ные предшественники ИЛ-1бета (про-ИЛ-1бета)
и ИЛ-18 (про-ИЛ-18) до активных форм [8–10].
Кроме того, каспаза-1 разрезает предшественник
белка гасдермина D с образованием его активной
формы, которая встраивается в мембрану клетки
и образует в ней поры. Это способствует выбросу
образовавшихся активных ИЛ-1бета и ИЛ-18 из
клетки, а также пироптозу – одной из форм про-
граммируемой клеточной смерти [11, 12]. Секре-
тированные ИЛ-1бета и ИЛ-18 запускают каскад
воспалительных реакций, в частности, привлека-
ют нейтрофилы к сайту инфекции, изменяют
проницаемость сосудов и пр. [13, 14].

Для запуска работы инфламмасомы необходи-
мы два сигнала – праймирующий и активирую-
щий [15, 16]. Праймирующим сигналом являются
различные PAMP/DAMP (Pathogen-associated
molecular pattern/Damage-associated molecular pat-
tern), которые узнаются Toll-подобными рецеп-
торами (TLR) и рецепторами цитокинов. Прай-
мирование активирует NF-kappaB-зависимые
каскады реакций, запуская экспрессию компо-
нентов инфламмасомы – NLRP3, прокаспазы-1,
а также про-ИЛ-1бета и про-ИЛ-18 [17].
PAMP/DAMP, разрушение лизосом, митохон-
дриальный стресс и стресс эндоплазматического
ретикулума служат активирующими сигналами, ко-
торые индуцируют сборку инфламмасомы в ком-
плекс и образование активной каспазы-1 [18, 19].

Активация инфламмасом выявлена при ин-
фекциях, вызываемых вирусами семейства Flavi-
viridae, включая вирусы японского энцефалита,
денге, Зика, Западного Нила (ВЗН) и гепатита С
(ВГС) [20]. При этом вирусные белки могут на-
прямую участвовать в активации инфламмасом.
Так, белок NS5 вируса Зика может усиливать
сборку инфламмасомы NLRP3, взаимодействуя с
NLRP3 посредством РНК-зависимого РНК-по-
лимеразного домена [21, 22], а также, возможно,
за счет индукции окислительного стресса [21].
Сборку инфламмасомы NLRP3 может усиливать
белок NS1 вируса Зика, который стабилизирует
каспазу-1, подавляя ее деградацию [23]. Показано
также, что вирус Зика, напротив, ингибирует ин-
фламмасому NLRP3 за счет действия его протеазы
NS3, индуцирующей деградацию сенсора NLRP3,
возможно, посредством его разрезания [24]. Белки
NS2A и NS2B вируса денге также способны уси-
ливать активацию NLRP3, действуя как виропо-
рины [25].

Нами изучено влияние отдельных неструктур-
ных белков трех вирусов – ВЗН, ВГС и вируса
клещевого энцефалита (ВКЭ) – на активацию
инфламмасомы NLRP3. К настоящему моменту
известно, что инфекция ВЗН активирует ин-
фламмасому NLRP3, что совместно с ответом ин-
терферона типа I (ИФН I) способствует супрес-
сии репликации ВЗН в нейронах [26]. Инфекция
ВГС также индуцирует NLRP3-зависимую секре-
цию ИЛ-1бета/ИЛ-18 в макрофагах печени [27–
29]. Об активации инфламмасомы при инфекции
ВКЭ косвенно свидетельствует обнаружение ИЛ-
1бета в сыворотках пациентов [30], однако факто-
ры активации неизвестны. Мы выбрали неструк-
турные белки NS1 ВЗН, NS3 ВГС, NS5 ВКЭ, по-
скольку эти белки других флавивирусов участву-
ют в активации/ингибировании инфламмасомы
NLRP3 [21–24]. В модели с реконструированной
инфламмасомой NLRP3 клетки HEK293T были
котрансфицированы плазмидами, кодирующими
выбранные вирусные белки. Обнаружено, что
только экспрессия NS3 ВГС повышала уровень
секреции ИЛ-1бета клетками HEK293T, т.е., по
всей видимости, приводила к усилению актива-
ции инфламмасомы NLRP3. Таким образом,
протеазу NS3 можно рассматривать как один из
факторов воспаления при инфекции ВГС. Эти
данные позволят лучше понять механизмы хро-
нического воспаления при ВГС и могут исполь-
зоваться в целенаправленной разработке проти-
вовирусных препаратов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение плазмид, кодирующих неструктур-

ные белки вирусов семейства Flaviviridae. На пер-
вом этапе работы получены плазмиды, кодирую-
щие 3×Flag-метку. Нуклеотидная последователь-
ность 3×Flag собрана путем отжига длинных
праймеров при прогреве (95°С, 5 с) с последую-
щей инкубацией при постепенном снижении
температуры в диапазоне 95–37°С. Праймеры со-
держали нуклеотидную последовательность
3×Flag (Addgene #101178), а также, в зависимости
от N- или С-концевого положения 3×Flag, после-
довательность Козак (GGC-АСС-ATG-G) или
стоп-кодон, соответственно, и нуклеотидные по-
следовательности сайтов рестрикции Bam-
HI/ApaI, KpnI/NotI, PstI/ApaI. После отжига до-
страивали выступающие липкие 5'-концы c по-
мощью фрагмента Кленова ДНК-полимеразы I
(“Сибэнзим”, Россия) при 37°С в течение 1 ч. По-
лученные 3×Flag-фрагменты клонировали в
плазмиду pVax (“Invitrogen”, США) по соответ-
ствующим сайтам и получили плазмиды pVax-
3×Flag, кодирующие N- и С-концевые 3×Flag-
метки.

Нуклеотидные последовательности, кодирую-
щие NS1 ВЗН (штамм HP-94, линия 1) и NS5
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ВКЭ (штамм ЭК-328, сибирский подтип), полу-
чены на основе кДНК этих вирусов. Вирусную
РНК выделяли с помощью Trireagent LS (“Sigma-
Aldrich”, США) с последующей экстракцией хло-
роформом. Обратную транскрипцию проводили
с использованием специфических праймеров:
ВЗН – 5'-TTCTCCTGGTTGGTCCATCTCG-3';
ВКЭ – 5'-AGCGGGTGTTTTTCCGAGTC-3' и
набора Superscript III Reverse Transcriptase (“Invit-
rogen”). Плазмиду pCMV, несущую ген NS3 ВГС
(изолят 1b линия 274933RU), использовали для
амплификации последовательности, кодирую-
щей белок NS3 ВГС [31]. ПЦР со специфически-
ми праймерами проводили на кДНК ВКЭ и ВЗН,
а также на плазмиде pCMV, кодирующей NS3
ВГС. Полученные фрагменты клонировали в
сконструированные на первом этапе плазмиды
pVax-3×Flag: NS1 ВЗН – по сайтам NheI/BamHI
и NS5 – по сайтам NheI/PstI в плазмиды, кодиру-
ющие С-концевой 3×Flag, NS3 – по сайтам
NotI/XbaI в плазмиду, кодирующую N-концевой
3×Flag. Присутствие соответствующих вставок
подтверждали секвенированием со специфиче-
скими праймерами. Полученные плазмиды выде-
ляли с помощью набора QIAprep Spin Miniprep kit
(“QIAGEN”, Нидерланды).

Реконструкция инфламмасомы NLRP3 в клет-
ках HEK293T. Клетки HEK293T (CRL-2539™,
ATCC) культивировали в среде DMEM (“Панэко”,
Россия) c добавлением 10% фетальной сыворотки
крупного рогатого скота (“Hyclone Cytiva”, CША)
и пенициллином/стрептомицином (100 мкг/мл)
при 37°C в атмосфере 5% CO2. Для реконструк-
ции функциональной инфламмасомы NLRP3
клетки рассевали в 6/12-луночные планшеты
(2 × 105 клеток/мл) и на следующий день прово-
дили котрансфекцию липосомным реагентом Li-
pofectamine™ LTX (“ThermoFisherScientific”, США)
и смесью плазмид, кодирующих компоненты ин-
фламмасомы NLRP3 человека: EGFP-NLRP3
(Addgene #73955), ASC-HA (Addgene #41553),
прокаспазу-1-myc (Addgene #41552), а также про-
ИЛ-1бета (Addgene #166783) в соотношении (по
массе) 2 : 1 : 1 : 6, соответственно, выбранном на
основании методик, описанных в [32–35], и рав-
ным (по массе) количеством контрольной плаз-
миды pVax-3×Flag. В экспериментах по оценке
влияния неструктурных вирусных белков на
функционирование инфламмасомы вместо кон-
трольной плазмиды использовали pVax-3×Flag,
кодирующие NS1 ВЗН, NS3 ВГС, NS5 ВКЭ. Че-
рез 24 ч проводили смену культуральной жидко-
сти и в часть контрольных образцов, котрансфи-
цированных только плазмидами, кодирующими
компоненты инфламмасомы и про-ИЛ-1бета, до-
бавляли активатор инфламмасомы нигерицин
(10 мкМ, “Sigma-Aldrich”). Через 1–6 ч после до-
бавления нигерицина собирали культуральную
жидкость и получали клеточные лизаты.

Вестерн-блотинг. Клетки HEK293T лизирова-
ли в буфере Лэммли (50 мМ трис-HCl рН 6.8, 2%
SDS, 10% глицерин, 2% β-меркаптоэтанол,
0.025% бромфеноловый синий). Полученные об-
разцы анализировали электрофорезом в 8–10%-
ном ПААГ, белки из геля переносили на мембра-
ну PVDF (“Hybond-P”, США). NLRP3, ASC, ак-
тивную форму ИЛ-1бета и его предшественника,
прокаспазу-1-myc выявляли с использованием спе-
цифических антител: моноклональных антител
кролика к NLRP3 (1 : 5000, “Abcam”, Великобрита-
ния), ASC (1 : 5000, “Abcam”), ИЛ-1бета (1 : 10000,
“Abcam”), поликлональных антител кролика к
myc-метке (“Affinity”, Китай), а для детекции не-
структурных вирусных белков, конъюгирован-
ных с Flag-меткой, использовали моноклональ-
ные антитела мыши к Flag (1 : 2500, “Transgen”,
Китай). В качестве вторичных антител использо-
вали конъюгированные с пероксидазой хрена ан-
титела козы к иммуноглобулинам кролика и мы-
ши (“Jackson”, США). Иммунные комплексы на
мембране выявляли с помощью хемилюминес-
центного реагента ECL (“Bio-Rad”) и рентгенов-
ской пленки (“FujiFilm”, Япония), плeнку скани-
ровали, данные обрабатывали в программе ImageJ
(http://rsb.info.nih.gov/ij). Для контроля равно-
мерности нанесения образцов мембрану окраши-
вали моноклональными антителами мыши к β-ак-
тину (клон AC-74, “Sigma”, США), а затем вторич-
ными конъюгированными с пероксидазой хрена
антителами козы к иммуноглобулинам мыши
(“Jackson”).

Иммуноферментный анализ. Пробы для прове-
дения иммуноферментного анализа (ИФА) полу-
чали, осветляя культуральную жидкость, собранную
с котрансфицированных клеток, центрифугиро-
ванием при 10000 g в течение 10 мин. Концентрацию
ИЛ-1бета в культуральной жидкости измеряли с
помощью набора Интерлейкин-1бета-ИФА-БЕСТ
(“Вектор-Бест”, Новосибирск) в соответствии с
рекомендациями производителя.

Статистический анализ. Уровни синтеза белков
и концентраций ИЛ-1бета сравнивали с помо-
щью программы GraphPad Prism 8.4.3 (GraphPad
Software, Inc., США). Для сравнения в группах
использовали непараметрический тест Краскела–
Уоллиса, для попарных сравнений – тест Манна–
Уитни. Относительное содержание ИЛ-1бета ана-
лизировали с использованием критерия Вилкок-
сона для одной выборки. Различия считали ста-
тистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Инфламмасому NLRP3 изучают преимуще-

ственно на миелоидных клетках, конститутивно
экспрессирующих отдельные компоненты этой
инфламмасомы, при этом в ряде случаев исполь-
зуют и немиелоидные клетки [36]. Так, удобной
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моделью для изучения молекулярных механиз-
мов функционирования инфламмасом in vitro
считаются клетки HEK293T [32, 37–39]. Следует
отметить, что эффекты, обнаруженные при изу-
чении инфламмасом в миелоидных клетках, воспро-
изводятся в клетках HEK293T [22, 40]. HEK293T не
экспрессируют компоненты инфламмасомы [36],
поэтому реконструировать инфламмасому в этих
клетках можно путем введения плазмид, кодиру-
ющих все ее компоненты. В нашей работе мы ис-
пользовали эту модель, поскольку она позволяет
экспрессировать в клетках вместе с компонента-
ми инфламмасомы и исследуемые вирусные бел-
ки. На первом этапе для реконструкции функцио-
нальной инфламмасомы NLRP3 клетки котранс-
фицировали плазмидами, кодирующими три
компонента инфламмасомы NLRP3 человека –
NLRP3, ASC, прокаспазу-1, а также субстрат кас-
пазы-1 – про-ИЛ-1бета. Среду культивирования
клеток заменяли через 24 ч после котрансфекции
и к части проб добавляли нигерицин – K+/H+-
ионофор [41]. Нигерицин индуцирует выброс
ионов калия из клетки [42], что активирует ин-
фламмасому, аутопротеолиз прокаспазы-1 и сек-
рецию ИЛ-1бета. Через 1–6 ч после смены среды
собирали культуральные жидкости, осветляли их

центрифугированием и получали клеточные ли-
заты, которые анализировали методом вестерн-
блотинга (рис. 1). В культуральных жидкостях
измеряли концентрацию активного ИЛ-1бета с
помощью набора для ИФА (рис. 2). Вестерн-
блотинг клеточных лизатов с коммерческими
антителами к компонентам инфламмасомы по-
казал, что в клетках синтезируются все компо-
ненты инфламмасомы, а также про-ИЛ-1бета
(рис. 1, панели NLRP3, ASC, прокаспаза-1, про-
ИЛ-1бета, 2, 3). Активный ИЛ-1бета (рис. 1, па-
нель ИЛ-1бета) выявлен как в необработанных (2),
так и в обработанных нигерицином клетках (3),
причем обработанные клетки содержали меньше
ИЛ-1бета (3). Методом ИФА показано, что кон-
центрация активного ИЛ-1бета в культуральных
жидкостях котрансфицированных клеток, обра-
ботанных нигерицином, была в 5–7 раз выше,
чем в необработанных (рис. 2, p < 0.05). Детекция
активной формы ИЛ-1бета в клеточных лизатах и
культуральных жидкостях свидетельствует о его
секреции клетками, что указывает на активацию
инфламмасомы NLRP3 в данной системе. Сни-
жение количества активного ИЛ-1бета в лизатах
клеток, обработанных нигерицином (активатор
инфламмасомы), и значительное повышение ко-
личества этого цитокина в культуральной жидкости

Рис. 1. Экспрессия компонентов инфламмасомы NLRP3, реконструированной при котрансфекции клеток HEK293T,
в присутствии неструктурных белков флавивирусов. Клетки HEK293T были трансфицированы контрольной плазми-
дой pVax-3×Flag (1) или котрансфицированы плазмидами, кодирующими NLRP3, ASC, прокаспазу-1, про-ИЛ-1бета,
а также либо контрольной плазмидой pVax-3×Flag (2, 3), либо плазмидами pVax-3×Flag, кодирующими NS1 ВЗН (4),
NS3 ВГС (5) и NS5 ВКЭ (6). Через 24 ч проводили смену культуральной среды, к образцам добавляли активатор ин-
фламмасомы NLRP3 нигерицин (10 мкМ) (3). Содержание компонентов инфламмасомы, про-ИЛ-1бета, активного
ИЛ-1бета, вирусных белков и актина оценивали с помощью вестерн-блотинга клеточных лизатов, полученных через
25–30 ч после котрансфекции, с использованием коммерческих антител, специфических к NLRP3, ASC, myc-метке
(прокаспаза-1), ИЛ-1бета, Flag-метке, актину. На панели “Flag” стрелки указывают полосы, соответствующие детек-
тированным вирусным белкам, приведены их молекулярные массы. Эксперимент воспроизведен в трех повторах.

NLRP3

1 2 3 4 5 6

NS5-3×Flag ВКЭ (~106 кДа)

3×Flag-NS3 ВГС (~74 кДа)

NS1-3×Flag ВЗН (~55 кДа)

ASC

Прокаспаза-1

Про-ИЛ-1бета

ИЛ-1бета

Flag

Актин
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клеток свидетельствует об усилении секреции ИЛ-
1бета под действием нигерицина.

Стоит отметить, что ИЛ-1бета выявлен в лиза-
тах и культуральных жидкостях необработанных
нигерицином клеток, что свидетельствует об ак-
тивации инфламмасомы в данной модели в отсут-
ствие активатора. Полученные результаты согла-
суются с данными, согласно которым котранс-
фекция клеток HEK293T генами, кодирующими
NLRP3, ASC, прокаспазу-1 и про-ИЛ-1бета, в от-
сутствие специальных активирующих сигналов
приводит к образованию и секреции активной
формы ИЛ-1бета [22, 23, 32, 40]. По всей видимо-
сти, этот эффект может быть обусловлен действи-
ем трансфекционного реагента липофектамина.
Этот реагент создан на основе катионных липо-
сом, способных индуцировать апоптоз, аутофа-
гию и окислительный стресс [43–45], что, в свою
очередь, может служить сигналом, активирую-
щим инфламмасому. Более того, ряд исследова-
ний прямо указывает на активацию инфламма-
сом катионными липосомами [46–48]. При этом
на модели котрансфицированных клеток HEK-
293T показано усиление секреции ИЛ-1бета при
действии различных активаторов инфламмасо-
мы, включая АТР и вирусные белки [22, 23, 32,
40]. В нашей работе мы наблюдали такой же эф-
фект: в присутствии нигерицина уровень секре-
ции ИЛ-1бета повысился в 6 раз по сравнению с
образцами без активатора. Таким образом, эта мо-
дель, несмотря на фоновую активацию инфламма-
сомы за счет самого процесса трансфекции, позво-
ляет детектировать активацию специфическими
факторами, такими как вирусные белки.

Далее на этой модели оценили влияние от-
дельных неструктурных белков вирусов семей-
ства Flaviviridae на секрецию ИЛ-1бета. Неструк-
турные белки этих вирусов являются патогенными
факторами, влияющими на реакции врожденного
иммунитета [20, 49]. Некоторые из этих белков
входят в состав вакцин, а также используются в
качестве мишеней для антивирусной терапии.
Расширение знаний о способности неструктур-
ных белков флавивирусов вызывать воспаление
позволит ускорить разработку эффективных без-
опасных вакцин и противовирусных препаратов.
В данной работе исследованы неструктурные
белки ВЗН, ВГС, ВКЭ, так как при инфекциях,
вызываемых этими вирусами, наблюдается акти-
вация инфламмасомы и/или секреция ИЛ-1бета
[26–30]. Учитывая эффекты неструктурных бел-
ков NS1, NS3, NS5 других представителей Flavivi-
ridae [21–24], мы проанализировали NS1 ВЗН,
NS3 (протеаза) ВГС и NS5 (РНК-полимераза)
ВКЭ. Для изучения влияния экспрессии неструк-
турных белков флавивирусов на инфламмасомы
NLRP3 клетки HEK293T котрансфицировали
плазмидами, кодирующими компоненты систе-
мы инфламмасомы, как указано выше, а также

дополнительно плазмидами, кодирующими бел-
ки NS1 ВЗН, NS3 ВГС, NS5 ВКЭ c 3×Flag-мет-
кой. Анализировали клеточные лизаты и культу-
ральные жидкости клеток. Проведенный нами
вестерн-блотинг лизатов клеток, котрансфици-
рованных плазмидами, кодирующими вирусные
белки, не выявил существенных изменений в
уровне синтеза компонентов системы инфламма-
сомы NLRP3 по сравнению с контрольными об-
разцами (рис. 2, дорожки 4–6, p > 0.1). Таким об-
разом, экспрессия неструктурных вирусных бел-
ков не повлияла на содержание компонентов
инфламмасомы в клетках HEK293T. Чтобы по-
нять, влияют ли вирусные белки на уровень сек-
реции ИЛ-1бета, оценили концентрацию этого
цитокина в культуральных жидкостях клеток ме-
тодом ИФА. На рис. 3 эти результаты представле-
ны как отношение концентрации ИЛ-1бета в об-
разцах, где синтезировались вирусные белки, к
концентрации ИЛ-1бета в контрольных образцах
(без вирусных белков). Показано, что в присут-
ствии белков NS1 ВЗН и NS5 ВКЭ уровень сек-
реции ИЛ-1бета не изменялся (рис. 3, p > 0.1),
однако синтез белка NS3 ВГС повышал секре-
цию ИЛ-1бета в 1.5 раза (рис. 3, p = 0.0029). Та-
ким образом, в использованной нами модели
HEK293T с реконструированной инфламмасо-
мой NLRP3 только NS3 ВГС усиливал активацию
инфламмасомы. Два других белка – NS1 ВЗН и
NS5 ВКЭ – подобного эффекта не оказывали.
Это указывает на необходимость дальнейшего
поиска факторов, участвующих в активации ин-
фламмасомы при инфекциях, вызванных этими
вирусами.

РНК ВГС является праймирующим сигналом
для инфламмасомы, запускающим TLR7-зависи-

Рис. 2. Концентрация ИЛ-1бета в культуральных
жидкостях клеток HEK293T с реконструированной
инфламмасомой NLRP3. Культуральные жидкости
клеток, котрансфицированных плазмидами, кодиру-
ющими NLRP3, ASC, прокаспазу-1, про-ИЛ-1бета, и
контрольной плазмидой pVax-3×Flag, не обработан-
ных (Контроль) и обработанных нигерицином (+Ни-
герицин), анализировали методом ИФА. n = 4, меди-
ана +95% ДИ, *p < 0.05 (тест Манна–Уитни).
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мую экспрессию мРНК ИЛ-1бета [27, 28]. Кроме
того, известны белки ВГС, способные активиро-
вать сборку инфламмасомы – виропорин p7 [29]
и коровый белок [50], действие которого, по всей
видимости, обусловлено активацией внутрикле-
точных кальциевых сигнальных путей [50]. Дан-
ные о способности белка NS3 ВГС активировать
инфламмасому NLRP3 к настоящему времени от-
сутствуют. При этом в ряде in vitro исследований
отмечена роль NS3 в индукции секреции провос-
палительных и противовоспалительных цитоки-
нов разными типами клеток: ФНО-альфа и ИЛ-10
моноцитами/макрофагами [51, 52], ИЛ-6, ИЛ-8,
ФНО-альфа, ИЛ-1бета клетками микроглии [53],
ИЛ-8, ИЛ-6 и ФНО-альфа эпителиальными клет-
ками роговицы [54]. ИЛ-1бета (наряду с ИЛ-18) де-
тектируется в сыворотках пациентов на ранних
стадиях инфекции ВГС [28, 55] и считается одним
из ключевых факторов, определяющих развитие
хронического воспаления печени при гепатите С
[28, 56, 57]. При этом тяжесть поражения печени
прямо коррелирует с уровнем ИЛ-1бета [28]. Ос-
новными продуцентами ИЛ-1бета при инфекции
ВГС являются макрофаги печени, в том числе
клетки Купфера. Они способны к захвату вирио-
нов ВГС, что провоцирует активацию инфламма-
сомы NLRP3 [28, 29, 58]. Некоторые исследова-
ния указывают на активацию инфламмасомы
NLRP3 и в гепатоцитах [59] – основных сайтах
репликации ВГС [60], но эти данные противоре-
чивы [28]. Помимо этого, опубликованы данные,
согласно которым NS3 способен активировать

окислительный стресс в моноцитах и гепатоцитах
[61, 62]. Способность к индукции секреции про-
воспалительных цитокинов, в том числе ИЛ-1бета, и
окислительного стресса, показывает, что NS3
может быть активатором инфламмасомы. Эф-
фект усиления активации инфламмасомы бел-
ком NS3 ВГС зарегистрирован нами в клетках
HEK293T с реконструированной инфламмасо-
мой. Дальнейшие эксперименты в клеточных
линиях, являющихся сайтами репликации ВГС
и/или участвующих в противовирусном ответе,
позволят более детально понять роль NS3 в патоге-
незе NLRP3-/ИЛ-1бета-зависимого воспаления
при ВГС.

Следует отметить, что ВГС обладает высоким
уровнем генетической изменчивости: на данный
момент известно восемь генотипов ВГС и до 90
подтипов [63], среди которых генотипы 1a и 1b
вызывают большую часть ВГС инфекций в мире
[64]. Заболевания, индуцируемые ВГС разных ге-
нотипов, характеризуются особенностями пато-
генеза [65], а также эффективностью ответа на
противовирусную терапию [66, 67]. Так, в ряде
работ отмечено, что инфекция ВГС генотипа 1b,
белок NS3 которого изучен в нашей работе, мо-
жет быть ассоциирована с большей тяжестью по-
ражения печени, а также с развитием цирроза и
гепатоцеллюлярной карциномы, хотя эти осо-
бенности патогенеза могут быть обусловлены
факторами, не связанными с генотипом вируса
[65, 68–70]. Наблюдаются также различия в пато-
генезе и профиле цитокинов, индуцируемых при
инфекции, вызываемой вирусом Зика, еще од-
ним представителем семейства Flaviviridae, в
частности, между африканской и азиатской ли-
ниями вируса [71–73]. При этом обнаружены раз-
личия и в активации инфламмасомы NLRP3: ин-
фекция “азиатским” вирусом, а также его белок
NS5 активировали инфламмасому [21, 22], в то
время как “африканский” вирус ослаблял акти-
вацию NLRP3. При этом не наблюдали актива-
ции инфламмасомы белком NS5 [24]. Изученный
нами белок NS3 ВГС содержит полиморфные
аминокислотные остатки [74, 75]; как сказано вы-
ше, заболевания, вызываемые ВГС разных гено-
типов, могут иметь патогенетические отличия. В
связи с этим можно предположить, что, как и в
случае вируса Зика и его белка NS5, влияние NS3
на инфламмасому будет зависеть от генотипа ВГС,
что представляет интерес для дальнейших иссле-
дований. Необходимо подчеркнуть, что NS3 ВГС
является одной из мишеней противовирусных
препаратов прямого действия, эффективных при
гепатите С [76], однако не лишенных при этом
некоторых недостатков, таких как возможность
появления лекарственно-устойчивых форм виру-
са [77, 78], а также снижение эффективности,
обусловленное влиянием полиморфизмов в NS3
[74, 75, 79]. Терапия может быть неэффективной

Рис. 3. Влияние белков NS1 ВЗН, NS3 ВГС, NS5 ВКЭ
на секрецию ИЛ-1бета клетками HEK293T с рекон-
струированной инфламмасомой NLRP3. Клетки
HEK293T котрансфицированы плазмидами, кодиру-
ющими компоненты инфламмасомы, а также либо
контрольной плазмидой pVax-3×Flag (Контроль), ли-
бо плазмидами, кодирующими NS1 ВЗН, NS3 ВГС
или NS5 ВКЭ. На следующий день после котранс-
фекции в культуральных жидкостях измеряли кон-
центрацию ИЛ-1бета (нг/мл) методом ИФА. Резуль-
таты представлены как соотношение концентрации
ИЛ-1бета в опытных образцах и в контроле. n = 4–12,
медиана + IQR, **p < 0.01 (критерий Вилкоксона для
одной выборки).
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для отдельных вариантов вируса [80], при этом
препараты прямого действия не излечивают по-
следствия воспалительного поражения печени
при хронической инфекции ВГС и не предотвра-
щают развитие цирроза и рака печени [81, 82].

Таким образом, нами получены данные, важ-
ные для понимания механизмов вирусного пато-
генеза, в частности, индукции воспаления при
активации инфламмасом и выявления мишеней
для противовирусной терапии. Расширение зна-
ний о факторах воспаления при ВГС важно для
разработки препаратов, эффективно предотвра-
щающих воспалительные поражения при инфек-
ции, вызванной этим вирусом.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта РНФ № 21-74-00124.

Статья не содержит экспериментов с привле-
чением животных или людей.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
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Hepatitis C Virus Nonstructural Protein 3 Increases Secretion of Interleukin-1beta 
in HEK293T Cells with Reconstructed NLRP3 Inflammasome

А. A. Latanova1, *, K. K. Tuchinskaya2, E. S. Starodubova1, and V. L. Karpov1

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
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(Institute of Poliomyelitis), Russian Academy of Sciences, pos. Institut Poliomyelita,
poselenie Moskovskii, Moscow, 108811 Russia
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Infections caused by Flaviviridae pose a threat in the modern world. The pathology of diseases arising from
these infections is largely determined by the development of systemic inflammation. The cytokines interleu-
kin-1 beta and interleukin-18 play a key role in triggering inflammation. Their secretion from cells, in its turn,
is induced upon activation of inflammasomes. Activation of NLRP3 (NLR family pyrin domain-containing 3)
inflammasomes was detected in the cells infected with Flaviviridae. Some nonstructural proteins of these vi-
ruses have been shown to be able to activate or inhibit the NLRP3 inflammasome, in particular, through in-
teraction with its components. In this study, the functional NLRP3 inflammasome was reconstructed in hu-
man HEK293T cells and the effect of some nonstructural proteins of individual Flaviviridae viruses on it was
studied. This model did not reveal any impact of nonstructural proteins NS1 of West Nile virus, NS3 of hep-
atitis C virus, NS5 of tick-borne encephalitis virus on the inflammasome components content. At the same
time, in the presence of the NS1 of the West Nile virus and NS5 of the tick-borne encephalitis virus, the level
of secretion of interleukin-1 beta did not change, whereas in the presence of the NS3 protein of the hepatitis
C virus, it increased by 1.5 times. Thus, NS3 can be considered as one of the factors of NLRP3 inflam-
masome activation and inflammatory pathogenesis in chronic hepatitis C virus infection.

Keywords: inflammasome, NLRP3, co-transfection, HEK293T, interleukin-1 beta, tick-borne encephalitis
virus, hepatitis C virus, West Nile virus, Flaviviridae, nonstructural proteins
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Убиквитин-протеасомная система обеспечивает гидролиз большинства внутриклеточных белков в
протеасомах. Разные формы протеасом различаются, в том числе, набором протеолитических субъ-
единиц и присутствием активаторов. Нарушения в функционировании убиквитин-протеасомной
системы выявлены при болезни Альцгеймера. При этом обнаружено увеличение экспрессии от-
дельных форм протеасом, в частности, протеасом, содержащих иммунные субъединицы (неконсти-
тутивные протеасомы). В данной работе нами изучены динамические изменения экспрессии генов
каталитических субъединиц протеасом и содержания белков в коре головного мозга мышей транс-
генной линии 5xFAD, служащей моделью болезни Альцгеймера. Показано, что в образцах коры го-
ловного мозга мышей 5xFAD в возрасте 380 дней содержание транскриптов генов PSMB9 и PSMB8,
кодирующих иммунные субъединицы протеасом в 4 и 6 раз больше, чем у мышей в возрасте 60 дней.
Кроме того, в гомогенатах тканей значительно повышено содержание иммунных субъединиц (в
2.8 раза – β1i, в 2.2 раза – β2i). Полученные данные свидетельствуют об активации синтеза иммун-
ных субъединиц и сборки неконститутивных протеасом на терминальной стадии развития патоло-
гии. По данным электрофореза в нативных условиях в коре головного мозга 380-дневных мышей
5xFAD активируются как 20S, так и 26S протеасомы, содержащие иммунные субъединицы. Полу-
ченные нами, а также другими авторами данные свидетельствуют в пользу того, что активация не-
конститутивных протеасом – это универсальный феномен, характерный для различных животных
моделей болезни Альцгеймера, который может отражать как развитие нейровоспаления, так и адап-
тационные процессы в тканях.

Ключевые слова: болезнь Альцгеймера, протеасомы, неконститутивные протеасомы
DOI: 10.31857/S0026898423050142, EDN: RNKDOL

ВВЕДЕНИЕ

Убиквитин-протеасомная система (УПС),
центральным компонентом которой являются
протеасомы, осуществляет деградацию большин-
ства внутриклеточных белков [1]. Протеасома со-
стоит из четырех, находящихся друг на друге, се-
мичленных колец. Каждое кольцо состоит или из
альфа-субъединиц (внешние кольца), или из бе-
та-субъединиц (внутренние кольца). В каждом
бета-кольце три субъединицы обладают катали-
тической активностью. Благодаря их наличию,
протеасомы способны гидролизовать пептидные
связи после кислых, основных и гидрофобных

аминокислотных остатков и проявлять каспаза-
подобную, трипсинподобную и химотрипсинпо-
добную активности соответственно. При этом
конститутивные каталитические субъединицы
(β1, β2, β5) при сборке комплексов могут заме-
няться на “иммунные” аналоги β1i, β2i, β5i, что
приводит к формированию иммунных и проме-
жуточных (если заменяются не все конститутив-
ные субъединицы) протеасом [2]. Все это увели-
чивает гетерогенность пула протеасом, сказыва-
ется на активности и спектре производимых ими
пептидов [2]. (Протеасомы, содержащие иммун-
ные каталитические субъединицы, далее будем
называть неконститутивными). УПС в целом и
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протеасомы в частности, вовлечены во все основ-
ные метаболические процессы в клетках, поэтому
нарушение их функционирования имеет серьез-
ные последствия для клеток и тканей организма.

Нейродегенеративные заболевания – это тя-
желые, прогрессирующие заболевания центральной
нервной системы (ЦНС), этиология которых, как
правило, не установлена, а специфическое эф-
фективное лечение на данный момент отсутствует.
К нейродегенеративным заболеваниям относятся
болезни Альцгеймера (БА), Паркинсона, Хан-
тингтона, боковой амиотрофический склероз и
другие [3]. Гибель нейронов ЦНС при таких забо-
леваниях приводит к развитию когнитивных
и/или двигательных нарушений. Важной особен-
ностью многих нейродегенеративных заболева-
ний является накопление в клетках или в межкле-
точном пространстве агрегатов, состоящих из
пептидов или белков с измененной структурой,
зачастую сильно убиквитинированных, что мо-
жет указывать на непосредственное вовлечение
системы контроля качества белков, в том числе
УПС, в патогенез заболеваний этого класса [4, 5].
Действительно, схожие изменения функциональ-
ной активности УПС и пула протеасом выявлены
при различных нейродегенеративных заболева-
ниях [6, 7].

БА – наиболее распространенная форма де-
менции, диагностированная более чем у 33 млн че-
ловек в мире, и ежегодно это число увеличивается на
6–7 млн (https://www.who.int/news-room/fact-sheets/de-
tail/dementia). При БА наблюдается потеря памяти,
возникают нарушения речи и когнитивных функ-
ций; во внеклеточном пространстве и внутри
нейронов формируются агрегаты пептида бета-
амилоида (Аβ), а также нейрофибриллярные
клубки (внутри нейронов), основным компонен-
том которых является гиперфосфорилированная
форма белка тау [8].

Накопление белковых агрегатов указывает на
вероятные нарушения функционирования УПС
при БА [9]. Действительно, в постмортальных об-
разцах мозга обнаружено снижение химотрип-
синподобной и каспазаподобной активности
протеасом [10]. Снижение функциональной ак-
тивности протеасом в образцах головного мозга
также выявлено у мышей, моделирующих БА
[11–13]. Кроме того, при инкубации культуры
нейронов с Aβ42 наблюдается интернализация
пептида в клетки и снижение активности внутри-
клеточных протеасом [12]. В клетках, инкубиро-
ванных с Aβ, выявлено повышение экспрессии
убиквитин-конъюгирующего белка E2-25K/Hip-2
[14, 15]. Этот белок ингибирует активность проте-
асом, стабилизируя таким образом каспазу-12,
активация которой опосредует гибель клеток, вы-
званную стрессом эндоплазматического ретику-
лума [14, 15]. У мышей APPswe/PS1dE9, модели-

рующих БА, выявлено накопление в коре голов-
ного мозга и гиппокампе репортерного белка
GFPu, а также эндогенного субстрата протеасом
p53, что указывает на снижение эффективности
функционирования УПС [16]. С другой стороны,
на той же модели не наблюдали накопления ана-
логичного белка-индикатора активности УПС –
UbG76V-GFP [17]. С использованием еще одной
модели БА – мышей 5xFAD – показано, что сни-
жение уровня деубиквитинирующего фермента
Uch-L1 увеличивает количество β-секретазы 1,
что, в свою очередь, вызывает повышение уров-
ней Aβ [18]. Кроме того, в постмортальных образ-
цах мозга пациентов с БА отмечено снижение со-
держания убиквитинлигазы HRD-1, локализо-
ванной в эндоплазматическом ретикулуме, что
также может способствовать увеличению образо-
вания Aβ из белка-предшественника [19]. Недав-
но показали, что как окисление, так и чрезмерное
фосфорилирование могут ограничивать протеа-
сомный процессинг Aβ и тау [20]. При этом Aβ
увеличивает экспрессию белка-регулятора гена
кальцинейрина (RCAN1), который ингибирует
дефосфорилирование тау [21], а гиперфосфори-
лированный и фибриллярный тау, в свою оче-
редь, может напрямую снижать активность про-
теасом [22]. В образцах мозга пациентов с БА при
снижении общей активности протеасом наблю-
далось увеличение количества протеасом, содер-
жащих иммунные субъединицы, и полиморфизм
субъединицы β1i [23]. Показано также повыше-
ние экспрессии и активности неконститутивных
протеасом вокруг амилоидных бляшек в клетках
микроглии [17]. Таким образом, изменения в
УПС при БА уже достаточно неплохо изучены,
опубликованы данные, указывающие на суще-
ствование тесной связи между накоплением агре-
гатов Aβ и тау и изменениями в пуле внутрикле-
точных протеасом при развитии болезни. Однако
неясно, активность каких форм протеасом пре-
терпевает наибольшие изменения при БА.

На животной модели БА нами изучены дина-
мические изменения пула протеасом, сопровож-
дающие развитие патологии. Кроме того, прове-
дены детальные исследования, направленные на
то, чтобы выявить, активность каких форм проте-
асом в тканях меняется при развитии болезни.
В работе использовали наиболее распространен-
ную среди моделей БА линию трансгенных мышей
Tg(APPSwFlLon,PSEN1*M146L*L286V) 6799Vas/J,
известную под условным названием 5xFAD. В ге-
ном мышей этой линии встроена транcгенная
кассета, содержащая кодирующую часть белка-
предшественника амилоида (APP) с тремя ами-
нокислотными заменами (K670N/M671L; I716V;
V717I), ассоциированными с известными наслед-
ственными формами БА, и кодирующую часть
белка пресенилина с двумя аминокислотными за-
менами (M146L; L286V), также соответствующи-
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ми мутациям, обнаруживаемым при наслед-
ственных формах БА. Экспрессия трансгенов
регулируется промотором гена Thy1 мыши. Эта
линия воспроизводит основные патологические
черты БА и служит моделью Aβ42-индуцирован-
ной нейродегенерации, а также моделью для изуче-
ния образования амилоидных бляшек [24–26].

В работе проведено комплексное изучение пу-
ла протеасом в образцах коры головного мозга
мышей 5xFAD в возрасте 60, 190 и 380 дней, соот-
ветствующих досимптоматической, предсимпто-
матической и симптоматической стадиям разви-
тия патологии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Животные. В работе использовали мышей ли-

нии 5xFAD – модели БА (n = 8), и контрольных
животных линии С57BL/6 (n = 6). Мышей всех
линий содержали в SPF-виварии (Specific Patho-
gen Free) при ИФАВ РАН в условиях искусствен-
но регулируемого светового дня (12 ч день и 12 ч
ночь) при температуре 22‒26°C и свободном до-
ступе к корму и воде; не более пяти особей в клет-
ке. Работы с животными проводили в соответ-
ствии с “Правилами лабораторной практики в
Российской Федерации” от 01.04.2016 № 199н.

Получение образцов головного мозга мышей.
Образцы головного мозга мышей 5хFAD и
С57BL/6 разного возраста получали хирургиче-
ским путем после терминальной анестезии жи-
вотных. Все тканевые образцы были маркирова-
ны по принципу: уникальный номер животного,
дата забора ткани. Образцы коры головного мозга
разделяли на четыре части и маркировали. Все
образцы помещали в 1.5 мл пробирки и момен-
тально замораживали в жидком азоте, после чего
хранили при –80°C.

Выделение РНК и получение кДНК. Тотальную
РНК выделяли из клеток с помощью набора
GeneJET RNA Purification Kit (“Thermo Fisher
Scientific”, США) согласно рекомендациям про-
изводителя. Концентрацию и чистоту РНК опре-
деляли спектрофотометрически, используя при-
бор NanoDrop (“Thermo Fisher Scientific”). Об-
разцы РНК обрабатывали с помощью набора
RapidOut DNA Removal kit (“Thermo Fisher Scien-
tific”) для удаления ДНК. Далее проводили реакцию
обратной транскрипции, используя обратную
транскриптазу Maxima H Minus (“Thermo Fisher
Scientific”) и праймер oligo(dT)20 для получения
кДНК (1.5 мкг суммарной РНК в реакционной
смеси).

Оценка уровней экспрессии протеасомных ге-
нов. Количественную ПЦР в реальном времени и
сравнительный анализ уровней экспрессии про-
теасомных генов: PSMB3, кодирующего струк-
турную субъединицу β3, а также PSMB5 (субъеди-

ница β5), PSMB6 (субъединица β1), PSMB7 (субъ-
единица β2), PSMB8 (субъединица β5i), PSMB9
(субъединица β1i), PSMB10 (субъединица β2i),
проводили, используя разработанную нами ранее
ПЦР-систему [27]. ПЦР проводили на образцах
кДНК из тканей животных, а также на серийных
разведениях плазмид, содержащих амплифици-
руемый фрагмент каждого гена, используя набор
Luminaris Color HiGreen qPCR Master Mix (“Ther-
mo Fisher Scientific”) и специфические праймеры
(табл. 1). Определяли количество копий каждой
плазмиды в единице объема. Используя значения
пороговых циклов ПЦР для известного количе-
ства плазмид, получена калибровочная кривая.
Количество транскриптов исследуемого гена в
образце определяли с использованием калибро-
вочной кривой после нормирования по экспрес-
сии гена Actb.

Лизирование тканей. Ткани гомогенизировали
в буфере для гомогенизации (50 мM Трис-HCl
(pH 7.5), 100 мM NaCl, 5 мM MgCl2, 1 мM EDTA,
1 мM дитиотреитол, 10% глицерина, 10 мM
Na2S2O5 и 2 мM ATP) из расчета 10 мг ткани на 50 мкл
буфера. Гомогенаты осветляли центрифугирова-
нием в центрифуге 5418R (“Eppendorf”, Германия)
при максимальных оборотах в течение 30 мин. Кон-
центрацию общего белка в образцах измеряли по
методу Лоури.

Иммуноблотинг. Наличие белков в лизатах ана-
лизировали методом иммуноблотинга. Белки
разделяли с помощью электрофореза в 12%-ном
денатурирующем (содержащем додецилсульфат
натрия (ДСН)) полиакриламидном геле (ПААГ) в
Трис-глициновом буфере, после чего переносили
на нитроцеллюлозную мембрану (“Bio-Rad”,
США). Эффективность переноса оценивали,
окрашивая мембраны 0.1%-ным раствором Pon-
ceau Rouge (“Sigma-Aldrich”, США). Для выявле-
ния субъединиц протеасом мембраны инкубиро-
вали с первичными антителами (табл. 2) в течение
2 ч, затем отмывали фосфатным буфером (ФБ),
содержащим 0.1% Tween 20 (“Fisher Scientific”,
США), и инкубировали с соответствующими вто-
ричными антителами (табл. 2), конъюгированны-
ми с пероксидазой хрена. Блоты проявляли с по-
мощью набора ECL Prime (“GE Healthcare”, Ве-
ликобритания). В качестве контроля в гели
загружали коммерческие препараты конститу-
тивных и иммунных 20S протеасом (“Boston Bio-
chem”, США). Для нормирования сигнала мем-
браны отмывали от антител сначала буфером для
снятия антител (ФБ, 2% ДСН, 100 мМ β-меркап-
тоэтанол), а затем дополнительно ФБ. Мембраны
инкубировали с первичными антителами к β-ак-
тину (табл. 2) в течение 1 ч, после чего отмывали
и инкубировали с соответствующими вторичны-
ми антителами, меченными пероксидазой хрена
(табл. 2), и проявляли, как описано выше.
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Определение активности протеасом. Химотрип-
синподобную, каспазаподобную, активности
протеасом, а также специфическую активность
субъединицы β5i в осветленных гомогенатах
тканей оценивали согласно [28]. Химотрипсин-
подобную активность протеасом определяли по
уровню гидролиза флуорогенного субстрата Suc-
LLVY-AMC (“Sigma-Aldrich”), каспазаподобную –
субстрата Z-LLE-AMC (“Sigma-Aldrich”), а спе-
цифическую активность субъединицы β5i – по
уровню гидролиза флуорогенного субстрата Ac-
Ala-Asn-Trp-AMC (“Boston Biochem”) с исполь-
зованием VersaFluor Fluorometer (“Bio-Rad”).
Активность измеряли как минимум в трех по-
вторностях в 100 мкл буфера для определения
активности (20 мM Tрис-HCl (pH 7.5), 1 мM ди-
тиотреитол, 5 мM MgCl2, 2 мM ATP и 30 мкM суб-
страта), содержащего 6 мкл осветленного гомоге-

ната; концентрации АТP и MgCl2 выбирали, учи-
тывая данные [29]. Специфическую активность
протеасом контролировали, добавляя в отдель-
ные пробы 10 мкМ ингибитора протеасом MG132
(“Sigma-Aldrich”). Полученные значения пере-
считывали на 1 мкл осветленного гомогената,
умножали на уравнивающий коэффициент
(определяется после оценки концентрации белка
в пробах), вычисляли среднее значение и стан-
дартное отклонение, после чего пересчитывали
относительно уровня активности в контрольных
клетках (в процентах).

Определение активности протеасом в геле. Го-
могенаты тканей животных (~20 мкг общего белка),
а также препараты конститутивных 20S протеа-
сом (0.5 мкг/дорожку) (“Enzo”) наносили на гра-
диентный 4–20%-ный ПААГ. Электрофорез про-
водили в течение 36 ч при +4°С (80 В, 12 ч; 140 В,

Таблица 1. Праймеры, использованные в работе

*Последовательности праймеров аналогичны использованным нами ранее [27].

Праймер* Нуклеотидная последовательность 5' → 3'

PSMB3 for AGCGTCTCAAGTTCCGACTG
PSMB3 rev CATGGGACAGCCAATGAGGT
PSMB5 for TAAGGAACGCATCTCGGTCG
PSMB5 rev GTTCCCCTCGCTGTCTACG
PSMB6 for ACTGCCAATGCTCTCGCTTT
PSMB6 rev CGTCGGTATGGACCATCCTT
PSMB7 for CATGGGTTCTGGCTCCTTGG
PSMB7 rev GCTGCAATAGCCTCACTCAC
PSMB8 for TGCCTATGGGGTGATGGACA
PSMB8 rev CGTCTTCCTTCATGTGGTAC
PSMB9 for ACCGTGAGGACTTGTTAGCG
PSMB9 rev AAGCTGCGTCCACATAACCA
PSMB10 for GGCTTGTGTTCCGAGATGG
PSMB10 rev CAGCCCCACAGCAGTAGATT

Таблица 2. Антитела, использованные в работе

Антитела Производитель

Моноклональные антитела мыши к набору α-субъединиц протеасом α1,2,3,5,6,7 “Enzo”, США
Поликлональные антитела кролика к субъединице β1 “Abcam”,

Великобритания
Моноклональные антитела мыши к субъединице β2 “Enzo”
Поликлональные антитела кролика к субъединице β5 “GeneTex”, США
Поликлональные антитела кролика к субъединице β1i “Abcam”
Моноклональные антитела кролика к субъединице β2i “Abcam”
Моноклональные антитела мыши к β-актину “Abcam”
Антитела козы против IgG мыши, конъюгированные с пероксидазой хрена “Enzo”
Поликлональные антитела козы к IgG кролика, конъюгированные с пероксидазой хрена “Abcam”
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12 ч; 240 В, 12 ч). После проведения электрофоре-
за в нативных условиях гели вымачивали в рас-
творе, содержащем флуорогенные субстраты
(Suc-LLVY-AMC, “Sigma”, США), для оценки хи-
мотрипсинподобной активности или Ac-ANW-AMC
(“Boston Biochem”) – для оценки специфической
активности β5i-cубъединицы. Гель инкубировали
в течение 30 мин, затем анализировали под уль-
трафиолетом и фотографировали, после чего фо-
тографии анализировали с помощью программы
ImageJ (https://imagej.net/software/fiji/). Для под-
тверждения одинаковой белковой нагрузки в об-
разцах гель окрашивали раствором Кумасси
(“Serva”, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Экспрессия генов иммунных протеасом возрастает 

в коре головного мозга животных 5хFAD 
на поздних стадиях развития патологии

На первом этапе работы с использованием
разработанной ранее ПЦР-системы, позволяю-
щей количественно сравнивать уровни экспрес-
сии различных генов между собой [27], определя-
ли уровни экспрессии протеасомных генов в коре
головного мозга контрольных и трансгенных жи-
вотных разного возраста. Сначала провели срав-
нительный анализ экспрессии генов протеасом у
60-дневных животных 5хFAD. Оказалось, что
среди протестированных генов на самом высоком
уровне экспрессируется ген PSMB6, кодирующий
конститутивную каталитическую субъединицу
β1, а среди генов, кодирующих иммунные субъ-
единицы протеасом – наиболее высокими были
уровни экспрессии гена PSMB10 (субъединица
β2i) (рис. 1).

В целом, в коре головного мозга мышей линии
5xFAD экспрессия генов, кодирующих конститу-
тивные субъединицы протеасом, значительно
превосходила уровни экспрессии генов иммун-
ных субъединиц.

Далее оценили динамику экспрессии генов
всех каталитических субъединиц протеасом в об-
разцах головного мозга мышей 5xFAD и кон-
трольных животных C57BL/6 в возрасте 60, 190 и
380 дней. Оказалось, что на фоне относительной
стабильности уровней экспрессии в образцах, по-
лученных от контрольных животных, в образцах
коры головного мозга мышей 5xFAD, начиная с
возраста 190 дней, наблюдался прогрессирующий
рост уровней экспрессии генов иммунных субъ-
единиц PSMB8 и PSMB9. Это повышение зависе-
ло от субъединицы и составило от 4 (PSMB9) до
6 раз (PSMB8) у животных в возрасте 380 дней в
сравнении с образцами от мышей 60-дневного
возраста (рис. 2).

Эти данные указывают на вероятное значи-
тельное увеличение количества неконститутив-

ных протеасом в тканях головного мозга транс-
генных животных, сопровождающее развитие па-
тологии.

Экспрессия субъединиц иммунных протеасом в коре 
головного мозга животных 5хFAD возрастает 

на поздних стадиях развития патологии

В продолжение исследований методом имму-
ноблотинга изучено содержание субъединиц про-
теасом в лизатах коры головного мозга мышей
5xFAD разного возраста. Показано сопоставимое
количество конститутивных субъединиц протеа-
сом β1 и β2, а также некоторое повышение содер-
жания конститутивной субъединицы β5 к 190 и
380 дню в образцах коры головного мозга транс-
генных животных по сравнению с образцами, полу-
ченными от контрольных мышей (рис. 3, 4). Срав-
нительный анализ содержания α-субъединиц
протеасом у мышей 5xFAD и C57BL/6 разного
возраста выявил их разнонаправленные измене-
ния между 60 и 190 днями, однако к 380 дням ко-
личество субъединиц в лизатах коры головного
мозга контрольных и трансгенных мышей было
сопоставимым (рис. 4). В то же время, выявлено
значительное увеличение количества иммунных
β-субъединиц (*p < 0.05 – β1i, *p < 0.05, β2i), рас-
считано по критерию Стьюдента) в образцах
трансгенных мышей в возрасте 380 дней (рис. 5).
При анализе содержания иммунных субъединиц
можно заметить, что на поздних стадиях развития
патологии неконститутивные протеасомы могут
составлять до 25% пула (соотношение содержа-

Рис. 1. Уровни экспрессии генов субъединиц протеа-
сом в образцах коры головного мозга мышей линии
5xFAD (n = 8) в возрасте 60 дней. Указаны медианные
значения количества копий транскриптов соответ-
ствующих субъединиц (миллионы штук в расчете на
1 мкг тотальной РНК, выделенной из ткани).
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Рис. 2. Сравнительный анализ динамики экспрессии генов субъединиц протеасом в образцах коры головного мозга
мышей линии C57BL/6 (n = 6) и 5xFAD (n = 7) разного возраста. Точки соответствуют количеству транскриптов в тка-
нях конкретных животных. Указаны медианные значения количества копий транскриптов отдельных субъединиц
(миллионы штук в расчете на 1 мкг суммарной РНК, выделенной из ткани). Статистическая значимость различий
оценена с использованием критерия Стьюдента.
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Рис. 3. Анализ содержания субъединиц протеасом β1 и β2 в лизатах коры головного мозга четырех мышей C57BL/6 и
четырех 5xFAD различного возраста. a – Иммуноблотинг образцов коры головного мозга животных. Для сравнения и
оценки содержания целевого белка использованы серийные разведения коммерческого препарата 20S протеасом мы-
ши (“R&D Systems”, США). б – Анализ изображений (а) с помощью программы ImageJ. Статистически значимые раз-
личия в содержании белков отмечены звездочками: *p < 0.05, рассчитано по t-критерию Стьюдента.
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ния субъединиц β2 и β2i в лизатах трансгенных
мышей (рис. 3, 5)).

Полученные данные подтверждают увеличе-
ние количества неконститутивных протеасом в
головном мозге мышей линии 5хFAD, а также
указывают на вероятные изменения активности
протеасом.

Активность протеасом в образцах коры 
головного мозга животных имеет тенденцию
к снижению с возрастом и на терминальной

стадии развития патологии

В образцах коры головного мозга контрольных
животных выявлена тенденция к постепенному
снижению всех исследованных активностей про-
теасом по мере старения. В образцах, полученных
от трансгенных животных, снижение активности
протеасом к 380 дню было более выраженным:
статистически значимым в случае каспазаподоб-
ной активности и близким к статистической зна-
чимости (р = 0.08, критерий Стьюдента) в случае
химотрипсинподобной активности. Существен-
ного изменения β5i-специфической активности
протеасом при этом не выявлено (рис. 6). Эти

данные указывают на более выраженное сниже-
ние активности протеасом при развитии БА-по-
добной патологии по сравнению с возрастными
изменениями у контрольных животных.

Активность конститутивных 
и неконститутивных 26S протеасом имеет 

тенденцию к увеличению в коре головного мозга 
животных 5хFAD на поздних стадиях развития 

патологии при анализе в нативном геле
На следующем этапе методом электрофореза в

ПААГ в нативных условиях определено содержа-
ние и активность различных форм протеасом в
лизатах тканей головного мозга животных. В об-
разцах выявлены свободные 20S протеасомы, ве-
роятно, 20S протеасомы с 11S регуляторами, а
также 26S протеасомы с одним или двумя 19S ре-
гуляторами (26S протеасомы) (рис. 7) [30]. Мож-
но отметить, что в образцах коры головного мозга
как контрольных, так и опытных мышей химотрип-
синподобная активность ассоциирована в основ-
ном с 26S протеасомами, а химотрипсинподобная
активность 20S протеасом и, предположительно,
20S протеасом с 11S активатором – сильно сниже-
на (рис. 7).

Рис. 4. Анализ содержания субъединиц протеасом β5 и α1,2,3,4,6,7 в лизатах тканей коры головного мозга четырех мы-
шей C57BL/6 и четырех 5xFAD различного возраста. а – Иммуноблотинг образцов коры головного мозга животных.
Для сравнения и оценки содержания целевого белка использованы серийные разведения коммерческого препарата
20S протеасом мыши (“R&D Systems”). б – Анализ изображений (а) с помощью программы ImageJ. Статистически
значимые различия в содержании белков отмечены звездочками: *p < 0.05, рассчитано по t-критерию Стьюдента.
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Полученные нами результаты в отличие от
данных определения активности протеасом в
осветленных гомогенатах тканей (рис. 6) выявляют
тенденцию к повышению активности протеасом
трансгенных животных с возрастом (рис. 6, 7). Так,
после нормирования на общий белок обнаружено
близкое к статистически достоверному повыше-

ние химотрипсинподобной и специфической ак-
тивности субъединицы β5i в 26S области в образ-
цах коры головного мозга мышей 5xFAD в воз-
расте 380 дней по сравнению с активностью
протеасом у контрольных животных того же воз-
раста (рис. 7). Эти данные коррелируют с динами-
кой экспрессии гена, кодирующего субъединицу

Рис. 5. Анализ содержания субъединиц протеасом β1i и β2i в лизатах тканей коры головного мозга четырех мышей
C57BL/6 и четырех 5xFAD разного возраста. а – Иммуноблотинг лизатов коры головного мозга животных. Для срав-
нения и оценки содержания целевого белка использованы серийные разведения коммерческого препарата иммунных
20S протеасом мыши (“R&D Systems”). б – Анализ изображений (а) с помощью программы ImageJ. Статистически
значимые различия в содержании белков отмечены звездочками: *p < 0.05, t-критерию Стьюдента.
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Рис. 6. Сравнительный анализ химотрипсинподобной, каспазаподобной и β5i-специфической активностей протеа-
сом в образцах коры головного мозга мышей линий C57BL/6 (n = 6) и 5xFAD (n = 6) в возрасте 60, 190, 380 дней. Ак-
тивность определяли в коре головного мозга шести животных в возрасте 60, 190 и 380 дней. Указаны средние значения.
“Усы” отражают стандартное отклонение. Статистически значимые различия отмечены звездочкой: *p < 0.05, рассчи-
тано по t-критерию Стьюдента.
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β5i, в ходе развития патологии. Следует также отме-
тить тенденцию к повышению химотрипсинпо-
добной активности 20S протеасом у животных
5xFAD в возрасте 380 дней по сравнению с кон-
трольными. Полученные данные указывают на
изменения в пуле протеасом, перераспределение
активности между различными формами протеа-
сом, на вероятную активацию 26S и 20S некон-
ститутивных протеасом при развитии патологии,
подобной БА.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

БА – неизлечимое нейродегенеративное забо-
левание неизвестной этиологии. Однако известна
ассоциация БА с накоплением в мозгу пациентов
бета-амилоидных (Aβ) бляшек, а также внутри-
клеточных нерастворимых скоплений (нейро-
фибриллярных клубков), основным компонен-
том которых является тау-белок. Центральным
событием при БА, согласно гипотезе амилоидно-

го каскада, считается агрегация Aβ [31]. При этом
Aβ выявляется как вне, так и внутри клеток ЦНС
[32]. Наличие внутриклеточных белковых агрега-
тов и нарастающее количество опубликованных
данных указывают, с одной стороны, на наруше-
ние функции УПС при прогрессировании БА [9,
33], а с другой, на растущий интерес к изучению
связи между УПС и БА.

Активация экспрессии неконститутивных
протеасом показана на различных моделях БА
[17, 34]. Обнаружено существенное увеличение
количества неконститутивных протеасом в глиаль-
ных клетках вокруг областей мозга, содержащих
амилоидные бляшки [17]. При этом неконститутив-
ные протеасомы, по-видимому, регулируют экс-
прессию цитокинов в клетках микроглии, влияя
таким образом на развитие воспаления в ткани
мозга [35], что также может стимулировать синтез
таких протеасом. Последние данные говорят о
первостепенной роли нейровоспаления в нару-
шении работы мозга при развитии БА [36]. Тем

Рис. 7. а – Анализ форм протеасом и их активности в образцах коры головного мозга контрольных (C57BL/6, n = 3) и
опытных животных (5xFAD, n = 3) разного возраста методом электрофореза в нативном ПААГ. После инкубации с
субстратами для оценки активности протеасом гели анализировали под ультрафиолетом и фотографировали. Для под-
тверждения равномерности белковой нагрузки гель окрашивали раствором Кумасси. б – Анализ химотрипсинподоб-
ной и β5i-специфической активности протеасом в геле (а) с помощью программы ImageJ с учетом нормирования.
Указаны средние значения и стандартное отклонение.
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самым снижение активности иммунных и проме-
жуточных протеасом, играющих важную роль в
развитии иммунных реакций, может рассматри-
ваться как перспективный подход к терапии БА.
Действительно, активно разрабатываются препа-
раты, направленные на подавление активности
неконститутивных протеасом [37, 38]. На живот-
ной модели 5xFAD нами получены аналогичные
данные, указывающие на активацию экспрессии
неконститутивных протеасом в клетках коры го-
ловного мозга животных на терминальной стадии
развития патологии. Более того, нами показано,
что, вероятно, происходит увеличение содержа-
ния и активности как 20S, так и 26S неконститу-
тивных протеасом.

Синтез неконститутивных протеасом может
также индуцироваться под действием стресса.
Известно, что при БА выявляются признаки
окислительного стресса [39], а Aβ42 может вызы-
вать подобные изменения в нейронах [40]. Важно
отметить, что иммунные протеасомы обеспечи-
вают деградацию окисленных, поврежденных,
склонных к агрегации белков в клетках, а их со-
держание возрастает при окислительном стрессе
[41]. На модели другого нейродегенеративного за-
болевания показано, что при нарушении сборки
иммунных протеасом происходит накопление аг-
регатов α-синуклеина [42]. Тем самым активация
иммунных протеасом может быть также и адапта-
ционной реакцией клеток на накопление окис-
ленных и поврежденных белков, направленной
на предотвращение образования ими агрегатов.
Учитывая рассмотренные функции иммунных
протеасом, можно предположить, что выявлен-
ная нами активация 26S и 20S протеасом может
происходить в разных клетках: в одних она обес-
печивает разрушение потенциально опасных бел-
ковых субстратов, а в других – регуляцию экс-
прессии цитокинов.

Согласно результатам ряда работ, развитие БА
сопровождается снижением активности протеа-
сом [11–13]. Наши данные, полученные с исполь-
зованием лизатов коры головного мозга мышей
5xFAD (рис. 6), согласуются с этими результата-
ми, однако оценка уровней активности различ-
ных форм протеасом в нативном геле указывает
на отсутствие достоверных различий и даже на
некоторое повышение активности протеасом, со-
провождающее развитие патологии (рис. 7). Дан-
ное противоречие может быть связано с разными
условиями определения активности. Действи-
тельно, определение активности протеасом в ли-
затах тканей головного мозга с помощью флуоро-
генных пептидов показало, что у пациентов с БА
активность протеасом существенно ниже, чем у
здоровых доноров. Однако активность комплек-
сов, измеренная после выделения протеасом, на-
оборот превосходила активность протеасом, вы-
деленных из образцов здоровых доноров [43]. Это

различие связывают с возможным отделением
белков, влияющих на активность протеасом, в
процессе хроматографической очистки [43]. Та-
ким образом, нельзя исключить, что различия в
динамике изменений активности протеасом, вы-
явленные в гомогенатах и после электрофореза в
нативном геле, могут быть связаны с присутстви-
ем белков, влияющих на активность протеасом.
Известно, что различные белки, не относящиеся
к “каноническим” активаторам протеасом, могут
существенно влиять на активность комплексов.
Так, при взаимодействии молекул убиквитина,
белков, содержащих убиквитин-подобные доме-
ны, или, например, белка Usp14 с субъединицами
19S регулятора 26S протеасомы происходят кон-
формационные перестройки, приводящие к от-
крытию α-ворот, повышению активности про-
теасом и гидролизу АТР [44–48]. Введение в
нейроны агрегатов белков, содержащих множе-
ство GA-повторов, способствовало привлече-
нию большого количества 26S протеасом, а также
“замораживанию” комплексов в состоянии де-
градации субстрата, подразумевающему откры-
тие альфа ворот 20S протеасом, но затрудняющему
деградацию субстратов [49]. Кроме того, можно
предположить, что изменения активности проте-
асом могут быть связаны с белками и пептидами,
которые накапливаются непосредственно при
развитии БА. Так, модуляция активности внутри-
клеточных протеасом Aβ считается важным фак-
тором, влияющим на развитие БА [11–14, 50–53].
Показано, что Aβ может быть субстратом 20S
комплексов и “конкурировать” с другими суб-
стратами протеасом, снижая тем самым их актив-
ность в отношении этих субстратов [53]. С другой
стороны, ранее нами показано, что в присутствии
низкомолекулярных олигомеров Aβ42 актив-
ность 26S протеасом, измеряемая с помощью
флуорогенных пептидов, может возрастать [54].
Наконец, активность протеасом может регулиро-
ваться посредством посттрансляционных моди-
фикаций как субъединиц протеасом, так и белков
активаторов [55]. В постмортальных образцах
больных выявлены посттрансляционные моди-
фикации субъединиц протеасом, не обнаружива-
емые в контрольных образцах [43]. Таким обра-
зом, наблюдаемые изменения активности могут
быть связаны с действием как эндогенных, так и
патологических факторов, влияние которых с
возрастом изменяется.

В целом, совокупность результатов, получен-
ных нами, и опубликованных данных указывает
на то, что активация неконститутивных протеа-
сом – это универсальный феномен, характерный
для различных животных моделей БА. На терми-
нальной стадии заболевания, по-видимому, про-
исходит активация как 20S, так и 26S неконститу-
тивных протеасом. При этом можно предполо-
жить, что повышение активности протеасом,
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обусловленное повышением экспрессии иммун-
ных субъединиц, посттрансляционными моди-
фикациями субъединиц, взаимодействием с од-
ними белками, компенсируется негативным эф-
фектом от взаимодействия протеасом с другими
белками или агрегатами, что приводит, в конеч-
ном итоге, к ингибированию активности протеа-
сом при развитии БА. Повышение активности
неконститутивных протеасом может быть связа-
но при этом как с адаптационными процессами,
так и с развитием нейровоспаления в тканях.
Дальнейшие исследования помогут более деталь-
но охарактеризовать роль отдельных форм проте-
асом в развитии БА.
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Changes in the Activity and Content of Individual Forms of Proteasomes
in Samples of the Cerebral Cortex during Pathology Development in 5xFAD Mice

А. V. Morozov1, *, A. V. Burov1, S. Yu. Funikov1, E. V. Teterina2, T. M. Astakhova3, P. A. Erokhov3,
A. A. Ustyugov2, and V. L. Karpov1
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The ubiquitin-proteasome system (UPS) provides hydrolysis of most intracellular proteins in proteasomes.
There are various forms of proteasomes differing, among other things, in the set of proteolytic subunits and
the presence of activators. Alzheimer’s disease (AD) is characterized by disturbances in the functional state
of the UPS. At the same time, an increase in the expression of certain forms of proteasomes, in particular,
proteasomes containing immune subunits (non-constitutive proteasomes), was shown. Here, we studied dy-
namic changes in the expression of catalytic proteasome subunit genes and protein content in the cerebral
cortex of animals using a mouse model of AD (5xFAD transgenic mice). In samples from 5xFAD mice, at the
age of 380 days, compared with samples from mice of 60 days of age, 4 and 6 times more gene transcripts of
the immune subunits PSMB9 and PSMB8 were detected, as well as a significant increase in the number of
immune β-subunits (2.8 times – β1i, 2.2 times – β2i) was observed. The results obtained indicate activation
of the synthesis of immune subunits and assembly of non-constitutive proteasomes at the terminal stage of
pathology development. At the same time, the results of electrophoresis in native conditions indicate the ac-
tivation of both 20S and 26S proteasomes containing immune subunits in samples from 5xFAD mice,
380 days of age. The obtained data, in combination with available literature, indicate that the activation of
non-constitutive proteasomes is a universal phenomenon characteristic of various animal models of AD, that
may reflect both the development of neuroinflammation and adaptive processes in tissues.

Keywords: Alzheimer’s disease, proteasomes, non-constitutive proteasomes
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Протеасомы ‒ ключевые компоненты убиквитин-протеасомной системы. Известны различные
формы протеасом. При старении выявлены нарушения в функционировании протеасом, а также
повышенная экспрессия отдельных их форм. Учитывая эти данные, мы изучили экспрессию генов,
кодирующих конститутивные и иммунные субъединицы протеасом, в образцах коры головного
мозга мышей линии C57BL/6 в возрасте 60, 190, 380 и 720 сут. Кроме того, в осветленных гомогена-
тах тканей исследовано содержание конститутивных и иммунных субъединиц протеасом, химо-
трипсинподобная и каспазаподобная активности протеасомных пулов, а также активность иммун-
ной субъединицы β5i. Охарактеризованы химотрипсинподобная активность и активность субъеди-
ницы β5i разных форм протеасом, разделенных электрофорезом в нативных условиях. По
сравнению с молодыми особями в коре головного мозга животных в возрасте 720 сут выявлены сле-
дующие изменения в паттернах экспрессии генов протеасом: снижение для гена PSMB5, кодирую-
щего конститутивную субъединицу протеасом β5; активация генов, кодирующих иммунные субъ-
единицы β5i и β1i. В осветленных гомогенатах тканей возрастных мышей увеличено содержание
иммунных субъединиц β1i и β2i. В образцах от старых животных также выявлено снижение общей
химотрипсинподобной активности и тенденция к снижению каспазаподобной, а также активности
β5i субъединицы протеасом. По результатам анализа нативных комплексов в тканях старых живот-
ных обнаружено снижение химотрипсинподобной активности как 26S, так и 20S протеасом, содер-
жащих субъединицу β5i. На основании полученных данных можно предполагать, что в пуле некон-
ститутивных протеасом головного мозга мышей происходят изменения, отражающие адаптацион-
ные процессы при старении.

Ключевые слова: старение, неконститутивные протеасомы, экспрессия генов, головной мозг, мыши
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ВВЕДЕНИЕ

Убиквитин-протеасомная система важна для
поддержания гомеостаза клеток и тканей за счет
деградации большинства внутриклеточных бел-
ков [1]. Центральный элемент убиквитин-проте-
асомной системы ‒ 20S протеасомы. Это мульти-
субъединичные белковые комплексы, осуществ-
ляющие протеолиз белков. Функциональная
активность и субстратная специфичность протеасом
зависят от набора протеолитических субъединиц
в составе комплекса. Протеасомы могут содер-
жать только конститутивные субъединицы (кон-
ститутивные протеасомы), только иммунные или

иммунные и конститутивные каталитические
субъединицы одновременно (в данной работе все
протеасомы, содержащие иммунные субъедини-
цы, мы называем “неконститутивные протеасо-
мы”). Соотношение конститутивных и неконсту-
тивных протеасом различно в разных органах.
Так, в коре головного мозга бóльшая часть проте-
асомного пула представлена конститутивными
протеасомами, а иммунные органы, напротив,
обогащены неконститутивными протеасомами.
Протеасомный пул динамичен: при стрессе, на-
коплении в клетках белковых агрегатов или чуже-
родных белков в них возрастает содержание не-
конститутивных протеасом и меняется профиль
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активности комплексов [2]. Формы протеасом,
кроме того, отличаются наличием/отсутствием
активаторов, которые обеспечивают доступ суб-
стратов в протеолитическую камеру, что также
сказывается на активности протеасом. Так, 20S
протеасомы, несущие 19S активатор, называют
26S протеасомами. Такие комплексы специфиче-
ски распознают и разрушают белки, меченные
убиквитином. Протеасомы, в частности некон-
ститутивные, могут взаимодействовать и с други-
ми активаторами, например с 11S, что, по всей
видимости, сказывается на их активности в отно-
шении определенных субстратов [3]. Кроме того,
активность протеасом может регулироваться их
взаимодействием с другими белками (не входя-
щими в состав активаторов) и посттрансляцион-
ными модификациями [3].

Процессы старения связаны с накоплением
потенциально токсичных белковых агрегатов в
клетках [4]. В этой связи функциональные изме-
нения, происходящие в пуле протеасом с возрас-
том, представляют большой интерес и активно
изучаются. Ранее при исследовании пула протеа-
сом разных органов, в том числе центральной
нервной системы стареющих крыс линий
F344BN и Wistar, выявлено повышение экспрес-
сии протеасом с иммунными каталитическими
субъединицами [5–7]. С. Giannini и соавт. [8] со-
общали, что в коре головного мозга стареющих
крыс линии Sprague Dawley усиливается экспрес-
сия субъединиц иммунных протеасом и снижает-
ся эффективность гидролиза флуорогенных суб-
стратов 20S и 26S протеасомами. В тоже время де-
градация полиубиквитинированных модельных
субстратов 26S протеасомами старых животных
была немного повышена по сравнению с выде-
ленными от молодых животных. Стоит заметить,
что работ по изучению ассоциированных со ста-
рением изменений функциональной активности
и состава протеасомного пула коры головного
мозга мышей мало.

Нами исследована экспрессия генов протеа-
сом, их субъединичный состав и активность от-
дельных форм (в том числе содержащих иммун-
ные субъединицы) в коре головного мозга мышей
линии C57BL/6 на разных этапах естественного
старения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Животные. В экспериментах использовали
самцов линии С57BL/6. Мышей содержали в SPF
(Specific Pathogen Free) виварии Института фи-
зиологически активных веществ Российской ака-
демии наук в условиях искусственно регулируе-
мого светового дня при температуре 22–26°C и
свободном доступе к корму и воде. Работы с мы-
шами проводили в полном соответствии с “Пра-

вилами лабораторной практики в Российской
Федерации” от 01.04.2016 № 199н.

Получение образцов головного мозга мышей.
В работе использовали образцы коры головного
мозга мышей C57BL/6 в возрасте 60, 190 и 380 сут
(n = 6 для каждого возраста) и 720 сут (n = 4). Все
образцы головного мозга были изъяты хирургиче-
ским способом после терминальной анестезии
животного и промаркированы, как описано ранее
[9]. Образцы коры головного мозга помещали в
1.5-миллилитровые пробирки, замораживали в
жидком азоте, после чего помещали на хранение
при ‒80°C.

Выделение РНК и получение кДНК. Выделение
тотальной РНК из образцов тканей животных
проводили, используя набор GeneJET RNA Puri-
fication kit (“Thermo Fisher Scientific”, США) со-
гласно рекомендациям производителя. Концен-
трацию РНК определяли спектрофотометриче-
ски, используя прибор NanoDrop (“Thermo Fisher
Scientific”). Для удаления ДНК образцы РНК об-
рабатывали ДНКазой, используя набор RapidOut
DNA Removal kit (“Thermo Fisher Scientific”). Для
получения кДНК использовали 1.5 мкг тотальной
РНК. Реакцию обратной транскрипции проводи-
ли с обратной транскриптазой Maxima H Minus
(“Thermo Fisher Scientific”) и праймером oligo(dT)20.

Оценка уровней экспрессии протеасомных ге-
нов. Содержание транскриптов генов субъединиц
протеасом: PSMB5, PSMB6, PSMB7, PSMB8,
PSMB9, PSMB10 ‒ и гена, кодирующего β-актин
(Actb), оценивали методом ПЦР в реальном вре-
мени, используя набор Luminaris Color HiGreen
qPCR Master Mix (“Thermo Fisher Scientific”).
Сравнительный анализ абсолютных уровней
экспрессии протеасомных генов проводили с
помощью разработанной ранее системы для ко-
личественный ПЦР в реальном времени [10].

Лизирование тканей и иммуноблотинг. Ткани
коры головного мозга животных гомогенизиро-
вали в буфере для гомогенизации: 50 мM Tрис-
HCl (pH 7.5), 100 мM NaCl, 5 мM MgCl2, 1 мM
EDTA, 1 мM дитиотреитол, 10% глицерина, 10 мM
Na2S2O5, 2 мM ATP ‒ из расчета 50 мкл буфера на
10 мг ткани. Полученные гомогенаты осветляли
центрифугированием при 13000 g на центрифуге
Eppendorf 5418R (“Eppendorf”, Германия) в тече-
ние 30 мин. Надосадочную фракцию собирали и
определяли в ней концентрацию общего белка по
методу Лоури. Белки разделяли электрофорезом в
12%-ном ДСН-ПААГ и переносили на нитроцел-
люлозную мембрану (“Bio-Rad”, США). Эффек-
тивность переноса оценивали, окрашивая мем-
браны 0.1%-ным раствором Ponceau Rouge (“Sig-
ma-Aldrich”, США).

Для выявления субъединиц протеасом мем-
браны инкубировали с первичными антителами
(табл. 1) в течение 2 ч, затем отмывали фосфат-
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ным буфером (ФБ), содержащим 0.1% Tween 20
(“Thermo Fisher Scientific”), и инкубировали с со-
ответствующими вторичными антителами (табл. 1),
конъюгированными с пероксидазой хрена (HRP).
Для дополнительного подтверждения наличия
целевого белка и полуколичественной оценки его
содержания в образцах на гель наносили коммер-
ческие препараты конститутивных и иммунных
20S протеасом (“Boston Biochem”, США). Для
нормирования сигнала мембраны инкубировали
с первичными антителами к β-актину (табл. 1)
(после отмывки мембран от предыдущих антител
сначала буфером для снятия антител: ФБ, 2%
ДСН, 100 мМ β-меркаптоэтанол, ‒ а затем допол-
нительно ФБ) в течение 1 ч, после чего отмывали
ФБ и инкубировали с соответствующими вторич-
ными HRP-мечеными антителами (табл. 1). Для
детекции целевых белков использовали набор
ECL Prime (“GE Healthcare”, Великобритания),
полученные изображения анализировали с по-
мощью программы ImageJ (https://imagej.net/
software/fiji/).

Определение активности протеасом. Химотрип-
синподобную, каспазаподобную активности про-
теасом, а также специфическую активность субъ-
единицы β5i в осветленных гомогенатах образцов
коры головного мозга мышей оценивали, как
описано ранее [9]. Для определения химотрип-
синподобной активности протеасом использова-
ли флуорогенный субстрат Suc-LLVY-AMC (“Sig-
ma-Aldrich”), каспазаподобной – Z-LLE-AMC
(“Sigma-Aldrich”), а активность субъединицы β5i
оценивали по эффективности гидролиза флуоро-
генного субстрата Ac-ANW-AMC (“Boston Bio-
chem”). Измерения проводили на флуориметре
VersaFluor Fluorometer (“Bio-Rad”) ‒ как мини-
мум в трех повторах для каждого образца.

Определение активности протеасом в нативном
ПААГ. Активность протеасом в неденатурирую-
щем ПААГ определяли, как описано ранее [9].
Осветленные гомогенаты образцов коры голов-
ного мозга животных (~20 мкг общего белка) на-
носили на градиентный 4‒20%-ный ПААГ. Элек-

трофорез проводили в течение 36 ч при 4°С (12 ч
при 80 V, 12 ч при 140 V, 12 ч при 240 V). По окон-
чании процесса гель помещали на 30 мин в рас-
твор, содержащий флуорогенный субстрат (Suc-
LLVY-AMC для оценки химотрипсинподобной
активности или Ac-ANW-AMC для оценки актив-
ности β5i субъединицы). Гель анализировали под
ультрафиолетом и фотографировали, после чего
проводили анализ изображений с помощью про-
граммы ImageJ. Для подтверждения одинаковой
белковой нагрузки между образцами гель окрашива-
ли Coomassi G-250 (“Serva”, Германия).

Статистический анализ результатов. Для оцен-
ки значимости наблюдаемых изменений после
проведения ПЦР использовали однофакторный
дисперсионный анализ (ANOVA) с применением
критерия Тьюки в качестве поправки на множе-
ственные сравнения. Статистический анализ ре-
зультатов иммуноблотинга и измерения активности
протеасом проводили, сравнивая каждую точку с
данными в контрольной группе, с использованием
критерия Манна‒Уитни и приложения GraphPad
Prism V8.4.3. (“GraphPad Software”, США). Разли-
чия считали статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Для изучения изменений в пуле протеасом ко-

ры головного мозга, сопровождающих процессы
старения мышей, использованы образцы от жи-
вотных линии С57BL/6 четырех возрастных
групп: 60, 190, 380, 720 сут. Используя разрабо-
танную нами ранее ПЦР-систему [10], мы оцени-
ли экспрессию генов PSMB5‒7, кодирующих
конститутивные каталитические субъединицы, и
генов PSMB8‒10, кодирующих иммунные ката-
литические субъединицы протеасом. Показано,
что экспрессия всех исследованных генов в об-
разцах 60, 190 и 380-дневных мышей достоверно
не различалась (рис. 1) и соответствовала данным,
полученным нами ранее [9]. Однако в образцах
животных в возрасте 720 сут, по сравнению с жи-
вотными 380-дневного возраста, обнаружены су-

Таблица 1. Антитела, использованные в работе

Антитела/разведение Производитель

Поликлональные антитела кролика к субъединице β1/(1 : 1000) “Abcam”, Великобритания
Моноклональные антитела мыши к субъединице β2/(1 : 1000) “Enzo”, США
Поликлональные антитела кролика к субъединице β5/(1 : 2000) “GeneTex”, США
Поликлональные антитела кролика к субъединице β1i/(1 : 1000) “Abcam”, Великобритания
Моноклональные антитела кролика к субъединице β2i/(1 : 1000) “Abcam”, Великобритания
Поликлональные антитела кролика к субъединице β5i/(1 : 1000) “Abcam”, Великобритания
Моноклональные антитела мыши к β-актину/(1 : 3000) “Abcam”, Великобритания
HRP-меченые поликлональные антитела козы против IgG мыши/(1 : 30000) “Enzo”, США
HRP-меченые поликлональные антитела козы против IgG кролика/(1 : 30000) “Abcam”, Великобритания
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щественные изменения уровней транскриптов
иммунных и конститутивных субъединиц протеа-
сом. Так, выявлено почти двукратное увеличение
экспрессии гена PSMB8, кодирующего иммун-
ную субъединицу β5i, и гена PSMB9 (иммунная
субъединица β1i), а также снижение (до 2.5 раз)
экспрессии гена PSMB5, кодирующего конститу-
тивную субъединицу β5 (рис. 1).

Полученные данные указывают на то, что при
старении в клетках коры головного мозга мышей
C57BL/6 происходят изменения в составе пула
протеасом с перераспределением их форм в поль-
зу увеличения неконститутивных. Для выяснения
конкретных возрастных изменений в протеасом-
ных паттернах мы исследовали методом имму-
ноблотинга содержание конститутивных катали-
тических субъединиц β1, β2, β5 и иммунных ката-
литических субъединиц β1i, β2i, β5i в осветленных
гомогенатах образцов коры головного мозга мы-
шей C57BL/6 разного возраста (рис. 2).

Как видно из результатов, представленных на
рис. 2, на протяжении всего срока исследования
содержание конститутивных субъединиц β1 и β2
было стабильным. В гомогенатах коры головного
мозга мышей 380- и 720-дневного возраста выяв-
лено существенное увеличено содержания им-
мунных субъединиц β1i и β2i. Следует отметить,
что используемые в исследовании антитела прак-
тически не “работали” на субъединице β5i, как в

образцах тканей животных, так и в коммерческих
препаратах иммунных протеасом (данные не при-
ведены). Несмотря на полученные данные о сни-
жении уровня экспрессии гена, кодирующего
конститутивную субъединицу β5 (рис. 1), в гомо-
генатах тканей старых мышей выявлено повы-
шенное содержание этой субъединицы (рис. 2).

На основе данных об увеличении содержания
иммунных субъединиц протеасом можно предпо-
ложить увеличение общей химотрипсинподоб-
ной активности, снижение каспазаподобной, а
также увеличение активности иммунных субъ-
единиц в образцах тканей старых животных. Од-
нако в ходе изучения изменений функциональ-
ной активности протеасом коры головного мозга
мышей в возрасте 720 сут выявлено достоверное
снижение химотрипсинподобной активности, а
также тенденция к снижению каспазаподобной
активности и активности субъединицы β5i (рис. 3).

Взаимодействие протеасом с активаторами из-
меняет молекулярную массу протеасом, что поз-
воляет разделять различные формы протеасом по
наличию активатора электрофорезом в условиях
поддержания нативности протеолитических ком-
плексов. При электрофоретическом анализе об-
разцов тканей животных в неденатурирующих
условиях выявлены как свободные 20S протеасо-
мы, так и связанные с активаторами: 26S протеа-
сомы с одним или двумя 19S активаторами и, ве-

Рис. 1. Динамика уровней экспрессии генов субъединиц протеасом в образцах коры головного мозга мышей линии
C57BL/6 разного возраста (n = 6 в группах животных в возрасте 60, 190 и 380 сут, n = 4 ‒ в возрасте 720 сут). Указана ме-
диана значений в выборке. Статистическая значимость различий оценена с помощью ANOVA (критерий Тьюки).
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роятно, 20S протеасомы с одним или двумя 11S
активаторами (рис. 4) [9, 11, 12]. С использовани-
ем флуорогенных субстратов определена их хи-
мотрипсинподобная активность, а также актив-
ность встроенных субъединиц β5i (рис. 4).

В результате проведенного анализа показано,
что в коре головного мозга животных линии
С57BL/6 с возрастом намечена тенденция к сни-
жению химотрипсинподобной активности как в
зоне локализации 26S, так и 20S протеасом. Стоит

Рис. 2. Анализ содержания субъединиц β1, β2, β5, β1i, β2i протеасом в осветленных гомогенатах коры головного мозга
мышей линии C57BL/6 разного возраста. а – Иммуноблотинг гомогенатов с антителами против субъединиц β1, β2, β5,
β1i, и β2i. В каждом эксперименте использованы образцы коры головного мозга от трех мышей одного и того же воз-
раста. В качестве стандартного образца использованы серийные разведения коммерческих мышиных конститутивных
(м20S) и иммунных (м20Si) протеасом (“R&D Systems”, Великобритания). б – Анализ полученных результатов с по-
мощью программы ImageJ. Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение (SD). Статистическая зна-
чимость различий оценена с использованием критерия Манна‒Уитни; *р < 0.05.
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Рис. 3. Анализ химотрипсинподобной, каспазаподобной активности протеасом, а также активности субъединицы β5
в образцах коры головного мозга мышей линии C57BL/6 разного возраста. Для определения химотрипсинподобной
(ХПА) и каспазаподобной (КПА) активности протеасом, а также активности субъединицы β5i (β5i) использованы
флуорогенные субстраты Suc-LLVY-AMC, Z-LLE-AMC и Ac-ANW-AMC соответственно. За 100% принимали актив-
ность протеасом в группе молодых животных (60 сут). Результаты представлены как среднее ± SD. Статистическая
значимость различий оценена с использованием критерия Манна‒Уитни; *р < 0.05.
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отметить, что общая химотрипсинподобная ак-
тивность протеасом в 26S-зоне была выше, чем в
области 20S. Активность субъединицы β5i выяв-
лена в обеих зонах локализации протеасом; при
этом к 720 дню жизни, как в 26S-зоне, так и в 20S,
замечено ее снижение, несмотря на активацию
экспрессии гена, кодирующего субъединицу β5i.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Старение ассоциировано с накоплением окис-

ленных и поврежденных белков в клетках и тка-
нях, что в свою очередь может провоцировать
развитие воспаления, стресса и, как следствие,
различных заболеваний [13‒15]. Вместе с тем на-
копление окисленных и поврежденных белков
рассматривают как маркер нарушений в работе
систем внутриклеточного протеолиза. Мы прове-
ли комплексное исследование пула протеасом
коры головного мозга здоровых мышей линии
С57BL/6 четырех возрастных групп: 60, 190, 380 и
720 сут ‒ и проанализировали динамику измене-
ний исследуемых параметров на протяжении
практически всей жизни животных. Полученные
данные о снижении экспрессии генов конститу-

тивных субъединиц и повышении экспрессии ге-
нов иммунных субъединиц протеасом согласуются
с результатами, полученными на других моделях
[4‒8, 16]. В лизатах коры головного мозга живот-
ных в возрасте 720 сут выявлено увеличение (в
среднем в 2–3 раза) содержания иммунных субъ-
единиц β1i и β2i по сравнению с образцами от
60-дневных животных (рис. 2). Таким образом, в
пуле внутриклеточных протеасом происходят из-
менения, которые ведут к перераспределению в
пользу увеличения фракции протеасом с иммун-
ными субъединицами.

Известно, что стресс и образование агрегатов
белков в клетке приводит к изменению пула про-
теасом, в частности к повышению экспрессии не-
конститутивных комплексов, для которых харак-
терна повышенная, по сравнению с конститутив-
ными, эффективность деградации окисленных и
поврежденных белков [14, 17–20]. Таким обра-
зом, индукция протеасом может отражать актива-
цию компенсаторных механизмов, направлен-
ных на поддержание протеостаза. Кроме того, из-
вестно, что старение сопровождается развитием
нейровоспаления [21], которое также может сти-
мулировать сборку протеасом, содержащих им-

Рис. 4. Распределение химотрипсинподобной активности и активности субъединицы β5i между 20S и 26S протеасома-
ми коры головного мозга мышей C57BL/6 разного возраста (n = 4 для каждой группы). а – Активность протеасом в
областях геля, соответствующих подвижности 20S и 26S протеасом в нативном ПААГ (см. раздел “Экспериментальная
часть”), определяли с использованием соответствующих флуорогенных субстратов. б – Химотрипсинподобную ак-
тивность и активность субъединицы β5i оценивали по оптической плотности сигналов с изображений, представленных
на виде а, с помощью программы ImageJ. Результаты представлены как среднее ± SD.
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мунные субъединицы, хотя, по некоторым дан-
ным, эффективность индукции иммунопротеа-
сом интерфероном-γ с возрастом снижается [22].
Нами показано, что, несмотря на увеличение со-
держания неконститутивных протеасом при ста-
рении, общая химотрипсинподобная активность,
которую проявляют субъединицы β5, β5i и β1i, и
активность субъединицы β5i в отдельности сни-
жаются как в составе 26S, так и в составе 20S про-
теасом (рис. 4). Совокупность полученных дан-
ных позволяет предположить, что, с одной сторо-
ны, при старении происходит стимуляция синтеза
неконститутивных протеасом, а с другой ‒ их де-
активация, вероятно, за счет посттрансляцион-
ных модификаций и/или взаимодействия с бел-
ковыми агрегатами, а также эндогенными ингиби-
торами, такими как PI31, ‒ что наблюдается при
различных возрастных заболеваниях [19, 23, 24].
Таким образом, несмотря на повышение экс-
прессии иммунных субъединиц, активность не-
конститутивных протеасом, как минимум при из-
мерении с помощью флуорогенных субстратов,
не увеличивается с возрастом.

В целом, можно предположить, что старение
сопровождается активацией компенсаторных ме-
ханизмов, в которых убиквитин-протеасомная
система участвует в том числе путем повышения
экспрессии неконститутивных протеасом. Одна-
ко снижение их активности не позволяет эффек-
тивно нейтрализовать накопление окисленных и
поврежденных белков в клетках. В этой связи
важно упомянуть, что при анализе образцов тка-
ней долгожителей и долгоживущих животных, та-
ких как голые землекопы и гигантские моллюски,
выявлена повышенная активность протеасом [4,
25, 26]. Кроме того, у долгоживущих приматов об-
наружен повышенный уровень экспрессии генов
иммунных субъединиц протеасом и высокая про-
теасомная активность [27]. По-видимому, на ос-
новании этих данных можно говорить о прогно-
стической значимости показателя активности
протеасом, а также об использовании стратегий,
направленных на модуляцию активности различ-
ных форм протеасом [28‒31], для продления жиз-
ни и повышения ее качества.

Работа была поддержана грантом Российского
научного фонда № 18-74-10095.

Эксперименты с животными проводили в со-
ответствии с “Правилами лабораторной практики в
Российской Федерации” от 01.04.2016 № 199н.

Авторы подтверждают отсутствие конфликта
интересов.
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Dynamic Changes in the Activity and Content of Particular Proteasome Forms 
in Cerebral Cortex of C57BL/6 Mice during Aging

A. V. Burov1, S. Yu. Funikov1, T. M. Astakhova2, E. V. Teterina3, V. O. Nebogatikov3, P. A. Erokhov2,
A. A. Ustyugov3, V. L. Karpov1, and A. V. Morozov1, *

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Koltsov Institute of Developmental Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
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Proteasomes are key components of the ubiquitin-proteasome system. Various forms of proteasomes are
known. During aging, disturbances in the functioning of proteasomes were revealed, as well as an increased
expression of their individual forms. Considering these data, we studied the expression of genes encoding the
constitutive and immune subunits of proteasomes in the cerebral cortex samples from C57BL/6 mice at the
age of 60, 190, 380, and 720 days. In addition, the content of constitutive and immune proteasome subunits,
chymotrypsin-like and caspase-like activities of proteasome pools, as well as the activity of the β5i immune
subunit were studied in tissue homogenates. The chymotrypsin-like activity and the activity of the β5i subunit
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of different forms of proteasomes separated by electrophoresis under native conditions were characterized.
Compared with samples from young animals, in the cerebral cortex of animals aged 720 days the following
changes in the expression patterns of proteasome genes were revealed: a decrease in the expression of
PSMB5 gene encoding the constitutive proteasome subunit β5; activation of genes encoding immune sub-
units β5i and β1i. In clarified tissue homogenates of aged mice, an increase in the content of immune sub-
units β1i and β2i was shown. In samples from old animals, decreased chymotrypsin-like activity and a ten-
dency to a decrease in caspase-like activity of proteasomes as well as the β5i subunit activity were also re-
vealed. Analysis of the activity of native complexes in the tissues of old animals revealed decreased
chymotrypsin-like activity of both 26S and 20S proteasomes containing the β5i subunit. Based on the data
obtained, it can be assumed that changes in the pool of non-constitutive proteasomes reflect aging-associated
adaptive processes in mouse brain.

Keywords: aging, non-constitutive proteasomes, gene expression, brain, mice
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Морской свободноживущий организм трихоплакс (тип Пластинчатые) напоминает по форме и ти-
пу движения одноклеточную амебу. Трихоплакс отделился от основного древа эволюции в неопро-
терозойскую эру и считается одной из простейших моделей многоклеточного животного, а также
наглядным примером взаимодействия ансамбля клеток в едином организме при его развитии и дви-
жении. В результате поиска схожих последовательностей в базах данных NCBI у двух гаплотипов
трихоплаксов, H1 и H2, обнаружено по одному ортологу белка Piezo1 мыши (6B3R). На основе
структурного выравнивания по шаблону 6KG7 (Piezo2 мыши) созданы пространственные модели
соответствующих белков: XP_002112008.1 и RDD46920.1. Проведен анализ доменных структур и по-
строен ограниченный граф белок-белковых взаимодействий гипотетического механосенсора
XP_002112008.1. Показана возможность проведения сигнала от механорецептора к мембранным
комплексам, в цитоплазму и ядро клетки. Предполагается участие механосенсорных рецепторов
трихоплакса в восприятии силовых воздействий соседних клеток и окружающей среды. На основа-
нии полученных данных предлагается использовать примитивный организм трихоплакс как про-
стейшую многоклеточную модель механических и морфогенетических движений.

Ключевые слова: пьезобелки, механотрансдукция, белок-белковые взаимодействия, Placozoa
DOI: 10.31857/S0026898423050075, EDN: PNKHJR
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Spatial Models of Piezoproteins and Networks of Protein-Protein Interactions
in Trichoplax Animals (Placozoa)
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The marine free-living organism Trichoplax (phylum Placozoa) resembles the unicellular amoeba in shape
and type of movement. Trichoplax diverged from the main evolutionary tree in the Neoproterozoic Era and
is one of the simplest models of a multicellular animal, as well as a strong example of the ensemble of inter-
acting cells in an organism during its development and movement. Two orthologs of mouse Piezo1 protein
(6B3R) were found in two Trichoplax haplotypes H1 and H2 as a result of a search for similar sequences in
the NCBI databases. Spatial models of the corresponding proteins, XP_002112008.1 and RDD46920.1, were
created based on the structural alignment using a 6KG7 (mouse Piezo2) template. The analysis of domain
structures was performed, and a limited graph of protein‒protein interactions of the hypothetical mechano-
sensor XP_002112008.1 was constructed. The possibility of signal transduction from the mechanoreceptor to
membrane complexes, cytoplasm and cell nucleus was shown. It is assumed that mechanosensory receptors
of Trichoplax are involved in the perception of force stimuli between neighboring cells and the environment.
Based on the obtained data, we propose to use the primitive Trichoplax organism as the simplest multicellular
model for mechanical and morphogenetic movements.
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Для выявления и титрования вирусов гриппа А и В в качестве альтернативы классическому методу
гемагглютинации эритроцитов разработана методика реакции агглютинации латекса, основанная
на взаимодействии вирусов гриппа с сиалогликопротеином фетуином, иммобилизованным на по-
верхности полистирольных микросфер. Исследовано 12 штаммов вирусов гриппа А, относящихся к
различным подтипам, и два вируса гриппа В разных линий. При одновременном титровании виру-
сов с помощью классической реакции гемагглютинации и предлагаемой реакции латексной агглю-
тинации показана сходная чувствительность и высокая степень корреляции (R = 0.94) между двумя
этими методами. Полученные микросферы могут быть использованы для титрования и других ви-
русов, рецепторами которых служат сиалированные гликаны. Так, агрегацию латекса индуцировал
вирус болезни Ньюкасла.

Ключевые слова: вирусы гриппа, микросферы, фетуин, реакция латексной агглютинации, гемаг-
глютинин, рецепторсвязывающая специфичность
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Для ряда вирусов, таких как арбовирусы, виру-
сы гриппа и парагриппа, полиомиелита и красну-
хи, было показано связывание с эритроцитами
крови [1]. Впервые это явление описал американ-
ский вирусолог George Hirst для вируса гриппа А,
обнаружив, что вируссодержащая аллантоисная
жидкость вызывала агглютинацию эритроцитов
крови, вытекающей из поврежденных сосудов ку-
риного эмбриона [2]. Позднее этим же автором
были предложены методики проведения реакции
гемагглютинации (РГА) и реакции торможения
гемагглютинации (РТГА) [3]. В силу воспроизво-
димости и дешевизны эти реакции до сих пор
остаются “золотым стандартом” для определения
титра вируса и нейтрализующих антител вирусов

гриппа. К недостатку обеих реакций относится
необходимость использования свежих эритроци-
тов, то есть требуется постоянное наличие доно-
ров крови (птиц, морских свинок, человека и др.).
Также использование РГА невозможно в условиях,
вызывающих лизис эритроцитов (физико-хими-
ческие факторы, такие как повышенная темпера-
тура и отличающийся от физиологического рН
среды).

Возможной альтернативой РГА может быть
реакция латексной агглютинации (РЛА), в кото-
рой используют суспензию полимерных микро-
сфер (латекс). Этот метод широко применяется
для качественного и полуколичественного выяв-
ления различных патогенов [4‒7]. Все существу-
ющие системы выявления инфекционных агентов
в РЛА основаны на взаимодействии антиген‒ан-
титело: на поверхности полимерных микросфер
иммобилизуют антитела и их взаимодействие с
антигеном вызывает агрегацию микросфер. В
частности, в описанной Chen с соавт. [8] системе

Сокращения: AdV5 (adenovirus serotype V) – аденовирус V
серотипа; NDV (Newcastle disease virus) – вирус болезни
Ньюкасла; Neu5Ac (N-acetylneuraminic acid) – N-ацетил-
нейраминовая кислота; ГАЕ – гемагглютинирующая еди-
ница; ЛАЕ – латексагглютинирующая единица; РГА – ре-
акция гемагглютинации; РЛА – реакция латексной агглю-
тинации; ФСБ – фосфатно-солевой буфер.
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РЛА для качественного выявления вирусов грип-
па А, содержащих гемагглютинин подтипа 5 (Н5),
использованы антитела к этому белку, иммоби-
лизованные на микросферах. Универсальной си-
стемы РЛА для выявления вирусов гриппа, разли-
чающихся подтипом гемагглютинина, до сих пор
не было.

Известно, что рецептором вируса гриппа слу-
жат остатки сиаловой кислоты, терминирующей
полисахаридные цепи гликозилированных бел-
ков клеточной мембраны [9]. Мы предположили,
что полимерные микросферы, на поверхности
которых иммобилизован один из таких сиалогли-
копротеинов, можно использовать в РЛА для вы-
явления любых вирусов гриппа разных подтипов.
В качестве такого сиалогликопротеина мы выбра-
ли фетуин, взаимодействие с которым давно по-
казано как для вирусов гриппа А различных под-
типов, так и для вирусов гриппа B [10‒12]. Ранее
были попытки использовать фетуин, ковалентно
присоединенный к микросферам, для выявления
нейраминидазной активности вирусов гриппа [13],
хотя распространения этот метод не получил.

В представленной работе приведена методика
иммобилизации фетуина на поверхности поли-
стирольных микросфер и продемонстрирована
возможность их использования в РЛА для оценки
гемагглютинирующей активности вирусов грип-
па разных подтипов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Вирусы. Вирусы гриппа A/gull/Moscow/3100/2006

(H6N2) и A/chicken/NJ/294598-12/2004 (H7N2)
были любезно предоставлены доктором А.С. Гам-
барян (Федеральный научный центр исследова-
ний и разработки иммунобиологических препа-
ратов им. М.П. Чумакова РАН, Москва). Штамм
A/Leningrad/134/17/57 (H2N2) был любезно
предоставлен доктором Л.Г. Руденко (ФГБНУ
“Институт экспериментальной медицины”, Санкт-
Петербург). Вирус гриппа A/duck/Moscow/4182C-
MA/2010 (H5N3) был ранее получен в лаборато-
рии физиологии вирусов ФГБУ “ФНИЦЭМ им.
Н.Ф. Гамалеи” Минздрава России [14] Осталь-
ные вирусы получены из Государственной кол-
лекции вирусов ФГБУ “НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи”
Минздрава России.

Вирусы гриппа A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1)
(вариант Mount Sinai), A/mallard/Pennsylva-
nia/10218/84-MA (H5N2), A/Aichi/2/1968 (H3N2),
A/chicken/NJ/294598-12/2004 (H7N2), A/swine/Hong
Kong/9A-1/1998 (H9N2), A/Moscow/01/09
(H1N1)pdm09, A/gull/Moscow/3100/2006 (H6N2),
A/duck/Moscow/4182C-MA/2010 (H5N3), A/duck/Mos-
cow/4970-MA/2013 (H1N1), A/Leningrad/134/17/57
(H2N2), A/Darwin/9/2021 (H3N2) и вирус болез-
ни Ньюкасла (NDV) штамм NDV-H культивиро-
вали в 10-дневных куриных эмбрионах, которые

заражали в аллантоисную полость с множествен-
ностью 1000 ЭИД50 на эмбрион. После инкубации
в течение 48 ч при 37°С (для вируса A/Lenin-
grad/134/17/57 при 33°С) зараженные эмбрионы
охлаждали в течение 12 ч при 4°С и отбирали ви-
руссодержащую аллантоисную жидкость.

Дополнительно вирус гриппа A/Moscow/01/09
(H1N1)pdm09 культивировали на клетках линии
MDCK, которые заражали с множественностью
100 культуральных инфекционных доз (TCID50)
на 106 клеток. Зараженные клетки инкубировали
в среде МЕМ без сыворотки с добавлением
1 мг/мл TPCK-трипсина при 37°С в атмосфере
5% СО2. Размножение вируса контролировали ви-
зуально по развитию цитопатического действия.
Среду, содержащую вирус, отбирали через 48 ч.

Вирусы гриппа B/Phuket/3073/2013 (Ямагатская
эволюционная линия) и B/Washington/02/2019
(Викторианская эволюционная линия) аналогич-
но культивировали в 10-дневных куриных эмбри-
онах. После инкубации в течение 72 ч при 34°С
зараженные эмбрионы охлаждали в течение 12 ч
при 4°С и отбирали вируссодержащую алланто-
исную жидкость.

Аденовирус человека серотипа 5 (AdV5) накап-
ливали в культуре клеток линии 293T. К моно-
слою клеток с конфлюэнтностью 50–70% добав-
ляли лизат клеток линии 293T, зараженных аде-
новирусом. Развитие инфекции контролировали
по наступлению цитопатического действия. Ин-
фицированные клетки концентрировали низко-
скоростным центрифугированием, суспендиро-
вали в буфере, содержащем 0.01 М Трис-HСl,
pH 8.0, 0.01 M NaCl, 5 мМ EDТА, и разрушали с
помощью трехкратного замораживания–оттаи-
вания. Полученную суспензию центрифугирова-
ли при 2 000 об/мин в течение 10 мин при 4°С,
осадок удаляли. Вирионы, находящиеся в надоса-
дочной жидкости, очищали ультрацентрифуги-
рованием в градиенте плотности хлорида цезия.

Препараты вирусов хранили при температуре
‒80°С.

Реакция гемагглютинации. В лунках круглодон-
ного планшета делали двукратные разведения ви-
руссодержащей аллантоисной или культуральной
жидкости в фосфатно-солевом буфере (ФСБ) и
добавляли равный объем 0.75%-ных куриных
эритроцитов. Планшеты помещали в холодиль-
ник при 4°С на 20‒30 мин. Титр вируса выражали
в гемагглютинирующих единицах (ГАЕ), соответ-
ствующих обратной величине последнего разве-
дения, при котором наблюдали агглютинацию
эритроцитов [15].

Иммобилизация фетуина на поверхности латекс-
ных микросфер. Ниже представлен протокол полу-
чения иммобилизованных фетуином микросфер.
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ИВАНОВ и др.

1. Полистирольные микросферы (“Панэко”,
Россия) дважды промывали ФСБ (pH 7.2‒7.6) с
последующим центрифугированием при 10000 g в
течение 1 мин.

2. Готовили 1%-ный раствор фетуина на ФСБ.
3. Ресуспендировали осадок микросфер в рас-

творе фетуина из расчета 1 мл раствора белка на
1 × 109 полистирольных микросфер и инкубиро-
вали при комнатной температуре при постоян-
ном перемешивании 1 ч.

4. Полученную суспензию центрифугировали
при 10000 g в течение 1 мин, не менее двух раз,
промывали и ресуспендировали в ФСБ в концен-
трации 1 × 108 частиц/мл.

5. Для предотвращения бактериальной конта-
минации в суспензию микросфер добавляли тио-
мерсал до концентрации 0.005%. Суспензию хра-
нили при 4°С.

Обработка нейраминидазой. Суспензию, содер-
жащую 1.0 × 107 покрытых фетуином микросфер,
осаждали центрифугированием и ресуспендиро-
вали в буфере MES (2-(N-морфолино)этансуль-
фоновой кислоты), pH 4.2. Нейраминидазу (0.2 U)
из Clostridium perfringens (“Sigma”, США), раство-
ренную в том же буфере, добавляли к суспензии
микросфер и инкубировали в течении 1 ч при
37°С. Микросферы осаждали центрифугировани-
ем и ресуспендировали в ФСБ. В качестве кон-
троля использовали покрытые фетуином микро-
сферы, которые инкубировали в буфере MES,
pH 4.2, в тех же условиях.

Реакция латексной агглютинации (РЛА). Ниже
приведен оптимизированный протокол РЛА.

1. Смешивали 10 мкл суспензии иммобилизо-
ванных фетуином полистирольных микросфер с
10 мкл вируссодержащего образца и инкубирова-
ли при 4°С в течение 1 ч.

2. Добавляли равный объем 6%-ного раствора
параформальдегида, приготовленного на ФСБ, и
инкубировали 10 мин при комнатной температуре.

3. Результат оценивали методом фазово-кон-
трастной микроскопии.

Для регистрации результатов анализа исполь-
зован световой микроскоп Eclipse TS100
(“Nikon”, Япония), оснащенный камерой CMOS
USB (“ZZCAT” или “IS300”, Китай) для захвата
изображения с соответствующим программным
обеспечением. Для каждой экспериментальной
точки делали от 3 до 5 микрофотографий.

Анализ и обработка изображений. Анализ и ре-
дактирование изображений выполнен в программе
ImageJ (США). На микрофотографиях подсчиты-
вали число индивидуально расположенных мик-
росфер, а также агрегатов, содержащих две или
более микросферы. Относительное число агреги-
рованных микросфер определяли по формуле:
100 × (число агрегированных микросфер/общее
число микросфер).

Статистический анализ. Данные представлены
как среднее ± среднеквадратичное отклонение.
Для проверки достоверности отличий между вы-
борками использовали критерий Стьюдента, для
проверки корреляции ‒ критерий Спирмена.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
После инкубации покрытых фетуином микро-

сфер с аллантоисной жидкостью из незараженного

Рис. 1. Агглютинация микросфер вирусом гриппа A/duck/Moscow/4182C-MA/2010 (H5N3). Покрытые фетуином мик-
росферы после инкубации с незараженной аллантоисной жидкостью (а) и с вирусом гриппа (б). Масштабная ли-
нейка – 10 мкм. в ‒ Доля агрегированных микросфер после инкубации с незараженной аллантоисной жидкостью
(контроль) и с вирусом гриппа (H5N3). *p < 0.001.
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эмбриона (отрицательный контроль) обнаружено,
что бóльшая часть микросфер находится в виде
индивидуальных частиц. В скоплениях наблю-
дали 6.5 ± 1.4% микросфер. После 30-минутной
инкубации микросфер с вирусом гриппа
A/duck/Moscow/4182C-MA/2010 (H5N3) доля ин-
дивидуальных частиц уменьшалась на порядок, а
в скоплениях зарегистрировано 84.8 ± 3.2% мик-
росфер, что достоверно (p < 0.001) отличалось от
контроля. Отметим, что после обработки суспен-
зией вируса в препарате микросфер детектирова-
ли скопления, содержащие 4 и более частиц, в то
время как в отрицательном контроле такие скоп-
ления отсутствовали (рис. 1).

На основании сравнения препаратов микро-
сфер, проинкубированных с незараженной ал-
лантоисной жидкостью или с вирусом, мы ввели
критерий “наличия агрегации” микросфер: при-
сутствие в препарате скоплений микросфер, со-
держащих четыре и более частиц, и не менее 10%
микросфер в составе таких агрегатов.

Для определения времени, необходимого
для взаимодействия вируса с иммобилизован-
ным на микросферах фетуином, суспензию
микросфер инкубировали с разведенной аллан-
тоисной жидкостью, содержащей вирус
A/duck/Moscow/4182C-MA/2010 (H5N3), в тече-
ние 80 мин, при этом каждые 10 мин из реакцион-
ной смеси отбирали и фиксировали аликвоты.
Доля агрегированных микросфер возрастала в те-
чение первых 40 мин, при дальнейшей инкубации
она достоверно не менялась (рис. 2). В последую-
щих экспериментах микросферы с суспензиями
вируса инкубировали в течение 1 ч.

Для проверки специфичности РЛА были ис-
следованы два различных вируса: не вызываю-
щий агглютинации эритроцитов AdV5 и NDV, ее
вызывающий. После инкубации с аденовирусом
подавляющее большинство микросфер находи-
лось в виде индивидуальных частиц, относительное
содержание микросфер в агрегатах достоверно не
отличалось (р = 0.18) от контроля (незараженная
аллантоисная жидкость) и составляло 5.2 ± 3.2%.
При этом после инкубации c NDV бóльшая часть
(82.3 ± 7.3%) микросфер находилась в форме аг-
регатов, что достоверно (р < 0.001) отличалось от
контроля (рис. 3).

Для проверки специфичности взаимодействия
вируса гриппа с сиалированными углеводными
цепями фетуина в РЛА использовали покрытые
фетуином микросферы, обработанные нейрами-
нидазой из Clostridium perfringens. После инкуба-
ции покрытых фетуином микросфер с вирусом
гриппа A/duck/Moscow/4182C-MA/2010 (H5N3)
бóльшая часть микросфер находилась в составе
агрегатов. Предварительная обработка нейрами-
нидазой приводила к достоверному (р = 0.009)
уменьшению доли агрегированных микросфер
(рис. 4).

В РЛА нами исследовано 12 штаммов вируса
гриппа А, а также 2 штамма вируса гриппа В, от-
носящихся к двум эволюционным линиям. Обна-
ружено, что все исследованные вирусы вызывают
агрегацию микросфер. Используя критерий “на-
личия агрегации”, для каждого исследованного
вируса мы определили титр, выраженный в ла-
тексагглютинирующих единицах (ЛАЕ), соответ-
ствующих обратной величине последнего разве-

Рис. 2. Зависимость доли агрегированных покрытых фетуином микросфер от времени инкубации с вирусом гриппа
A/duck/Moscow/4182C-MA/2010 (H5N3). *p < 0.05, ns – отсутствие достоверной разницы.
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Рис. 3. Агглютинация покрытых фетуином микросфер при инкубации с аденовирусом (AdV5) и вирусом болезни Нью-
касла (NDV). Покрытые фетуином микросферы после инкубации с незараженной аллантоисной жидкостью (а), с
AdV5 (б), с NDV (в). Масштабная линейка – 10 мкм. г ‒ Доля агрегированных микросфер после инкубации с незара-
женной аллантоисной жидкостью (Контроль), AdV5 и NDV. *p < 0.001, ns – отсутствие достоверной разницы.
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Рис. 4. Влияние нейраминидазы Clostridium perfringens на агрегацию микросфер в РЛА. Вирус гриппа A/duck/Mos-
cow/4182C-MA/2010 (H5N3) инкубировали с покрытыми фетуином микросферами, не обработанными (а) или обра-
ботанными нейраминидазой (б). Масштабна линейка – 10 мкм. в ‒ Доля агрегированных микросфер в РЛА с микро-
частицами, не обработанными (‒NA) или обработанными (+NA) нейраминидазой. *p < 0.009.
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дения, при котором наблюдается агрегация мик-
росфер. Одновременно с РЛА тот же набор
вирусов был исследован в РГА и для каждого ви-
руса был определен титр (табл. 1).

При сравнении результатов, полученных в
РГА и РЛА, между ними выявлена положитель-

ная корреляция с достаточно высоким коэффи-
циентом (R = 0.94, p < 0.05) (рис. 5).

Для исследования стабильности препарата по-
крытых фетуином микросфер был использован
образец, хранившийся в течении 6 месяцев при
4°С. После его инкубации с вирусом гриппа

Таблица 1. Титры исследованных вирусов в РГА и РЛА

aПриведены результаты одного из типичных экспериментов.

Исследуемый вирус
Титр вирусаa

РГА РЛА

A/Puerto Rico/8/1934 (H1N1) 512 256
A/Moscow/01/09 (H1N1)pdm09 (культуральный) 2 2
A/Moscow/01/09 (H1N1)pdm09 4 4
A/duck/Moscow/4970-MA/2013 (H1N1) 32 64
A/Leningrad/134/17/57 (H2N2) 128 256
A/Aichi/2/1968 (H3N2) 32 32
A/Darwin/9/2021 (H3N2) 4 16
A/mallard/Pennsylvania/10218/84-MA (H5N2) 64 128
A/duck/Moscow/4182C-MA/2010 (H5N3) 256 512
A/gull/Moscow/3100/2006 (H6N2) 64 64
A/chicken/NJ/294598-12/2004 (H7N2) 128 256
A/swine/Hong Kong/9A-1/1998 (H9N2) 256 128
B/Washington/02/2019 (Викторианская линия) 64 32
B/Phuket/3073/2013 (Ямагатская линия) 64 128
Аденовирус 5 серотипа >2 >2
Вирус болезни Ньюкасла 128 64

Рис. 5. Корреляционный анализ результатов РГА и РЛА
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A/duck/Moscow/4182C-MA/2010 (H5N3) доля аг-
регированных микросфер составляла 75.9 ± 3.3%.
Таким образом, способность к агрегации препа-
рата микросфер после хранения достоверно по-
низилась по сравнению со свежеприготовленным
препаратом (84.8 ± 3.2%), но это снижение не
превышало 10% (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нами обнаружено, что вирусы гриппа могут
вызывать агрегацию покрытых фетуином микро-
сфер. Показано, что этот процесс опосредован
взаимодействием вируса с сиалированными це-
пями фетуина ‒ после обработки нейраминида-
зой агрегация микросфер в РЛА достоверно сни-
жалась. При сравнительном анализе титров виру-
сов гриппа в РГА и РЛА обнаружена корреляция
полученных результатов: значения ГАЕ и ЛАЕ
различались не более чем в 2 раза для всех иссле-
дованных вирусов гриппа, за исключением штам-
ма A/Darwin/9/2021 (H3N2). Для него титр в РЛА
был в 4 раза выше, чем в РГА. Возможно, это раз-
личие отражает предпочтительность взаимодей-
ствия этого вируса гриппа, недавно выделенного
от человека, с “человеческим” типом сиаловых
рецепторов.

В сиалированных углеводных цепях гликанов
эпителия верхних дыхательных путей человека
концевые остатки N-ацетилнейраминовой кис-

лоты (Neu5Ac) преимущественно присоединены
к соседнему остатку сахара через связь α2-6.
Именно такие углеводные цепи узнает и связыва-
ет гемагглютинин вирусов гриппа человека на хо-
зяйских клетках ‒ отсюда и название для этих ре-
цепторов вирусов гриппа: “человеческий“ тип.
Вирусы гриппа птиц связываются с клетками, на
поверхности которых есть гликаны, терминиро-
ванные α2-3-связанными остатками Neu5Ac
(“птичий” тип рецепторов вирусов гриппа). При-
родные изоляты вирусов гриппа адаптированы к
тому или другому типу сиалированных углевод-
ных цепей, Neu5Acα2-6 или Neu5Acα2-3, что и
определяет их хозяйскую специфичность [16].
В этом контексте следует заметить, что в экспери-
ментах РГА мы использовали куриные эритроци-
ты, где соотношение Neu5Acα2-6-/Neu5Acα2-3-
связанных остатков составляет 0.81 [17]. В случае
РЛА роль рецептора вирусов гриппа выполняют
сиалированные углеводные цепи фетуина ‒ бел-
ка из печени крупного рогатого скота, где
Neu5Acα2-6-связанных остатков в 1.56 раз боль-
ше, чем Neu5Acα2-3 [18, 19]. На основании выше-
изложенного можно предположить, что вирус
гриппа A/Darwin/9/2021 (H3N2) связывается пре-
имущественно с Neu5Acα2-6-терминированны-
ми цепями, которых на фетуине больше, чем на
куриных эритроцитах, ‒ отсюда и возможны раз-
личия в титрах по двум тестам.

Использование световой микроскопии для
анализа результатов РЛА, предположительно,
позволит количественно оценивать содержание
вирусных частиц в суспензии. Агрегация покры-
тых фетуином микросфер определяется взаимо-
действием гемагглютининов одной вирусной ча-
стицы с сиалированными цепями фетуина, рас-
положенного на разных микросферах, ‒ то есть в
местах, где происходит контакт между микросфе-
рами при образовании агрегата, находятся вирус-
ные частицы. Очевидно, что при максимальных
разведениях вирусной суспензии там будет нахо-
дится минимальное число вирионов, необходи-
мых для удержания микросфер вместе. Исходя из
того, что энергия броуновского движения ча-
стиц примерно на порядок меньше энергии свя-
зи гемагглютинина с рецептором [20], это мини-
мальное число равно единице. Таким образом,
при агрегации микросфер разбавленной суспен-
зией вируса число образованных контактов меж-
ду микросферами будет равняться числу вирус-
ных частиц.

Вероятно, предлагаемый метод РЛА может
быть расширен за счет использования помимо
фетуина других сиалогликопротеинов, в частно-
сти таких, на углеводных цепях которых присут-
ствуют либо только α2-6-, либо только α2-3-свя-
занные остатки Neu5Ac. В этом случае РЛА может
быть использована для исследования рецептор-
связывающей специфичности вирусов гриппа.

Рис. 6. Стабильность покрытых фетуином микросфер.
Процент микросфер в агрегатах после инкубации с ви-
русом гриппа A/duck/Moscow/4182C-MA/2010 (H5N3)
свежеприготовленного препарата покрытых фетуином
микросфер (1) и этого же препарата, хранившегося в
течении 6 месяцев при 4°С (2).
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Таким образом, предлагаемая нами методика
РЛА может стать альтернативой методу РГА в ру-
тинной лабораторной практике. Вероятно, ее
можно использовать для определения любых ви-
русов, взаимодействующих с сиалированными
углеводными цепями гликанов, ‒ как это показа-
но для вируса болезни Ньюкасла.

Авторы выражают глубокую признательность
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ИВАНОВ и др.

Latex Agglutination as an Alternative to Hemagglutination Reaction 
of Influenza Viruses

P. A. Ivanov1, 2, *, A. V. Lyashko1, S. A. Ionov1, 3, D. N. Shcherbinin1, I. A. Rudneva1, A. A. Shilov1,
N. I. Bunkova1, M. M. Shmarov1, 4, and T. A. Timofeeva1

1National Research Centre for Epidemiology and Microbiology named after the honorary academician N.F. Gamaleya,
Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, 123098 Russia

2Winogradsky Institute of Microbiology RC Biotechnology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 117312 Russia
3Mendeleev University of Chemical Technology, Moscow, 117312 Russia
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As an alternative to the classical method of erythrocyte hemagglutination, a latex agglutination assay based on
the interaction of influenza viruses with the sialoglycoprotein fetuin immobilized on the surface of polystyrene
microspheres, has been developed. Twelve influenza A virus strains of different subtypes and two influenza B
viruses of different lines were tested. Simultaneous titration of viruses using the classical hemagglutination test
and the proposed latex agglutination assay showed similar sensitivity and a high degree of correlation (R = 0.94).
The obtained microspheres can be used for titration of viruses that recognize and bind sialylated glycans as re-
ceptors. In particular, latex aggregation was also induced by the Newcastle disease virus.

Keywords: inf luenza viruses, microspheres, fetuin, latex agglutination reaction, hemagglutin, receptor
binding specificity
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мини-обзоры. Издаются тематические выпуски,
посвященные наиболее актуальным проблемам
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ОФОРМЛЕНИЕ РУКОПИСЕЙ
Текст печатается через 1.5 интервала и должен

занимать 30‒35 строк на странице: шрифт – Times
New Roman, размер шрифта 12, поле слева ‒ 30 мм.
Заголовки отделяются от основного текста сверху
и снизу двумя интервалами.

Страницы рукописи должны иметь сквозную
нумерацию, включая список литературы, табли-
цы и подписи к рисункам.

Материалы необходимо разместить в следую-
щем порядке:

УДК в верхнем левом углу, шрифт ‒ курсив,
размер 12.

Название статьи. Шрифт ‒ заглавный, полу-
жирный. Заглавие не должно быть слишком длин-
ным или коротким и малоинформативным. Оно
должно отражать главный результат, суть и новизну
работы, а не ее тему или объект. В названии работы
недопустимы слова типа “изучение, исследование,
сравнение, анализ и т.д.” из-за их не информатив-
ности.

Инициалы и фамилии авторов (А. А. Иванов,
Б. В. Петров…), шрифт прямой, строчной, полу-
жирный. Буквенными (латинский шрифт) над-
строчными индексами необходимо связать фа-
милию автора и место его работы. Звездочкой
отмечается фамилия автора, с которым ведется
переписка, после адреса этого автора указывает-
ся адрес его электронной почты.

Полное название института, ведомства (напри-
мер, Институт цитологии Российской академии
наук, Санкт-Петербург, 194064). Шрифт ‒ строч-
ной курсив. Если научных учреждений два и бо-
лее, необходимо буквенными надстрочными индек-
сами связать название учреждения и фамилии ав-
торов, в нем работающих. Названия институтов
следует давать без добавления характеристик орга-
низационно-правовой формы учреждения. Например,
не надо указывать “Федеральное государственное
бюджетное учреждение науки”.

Аннотация (резюме). Шрифт ‒ прямой строч-
ной, кегль 12. Резюме ‒ важная часть статьи, так
как именно резюме и заглавие публикации попа-
дает в различные зарубежные и отечественные ба-
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работе именно по резюме. Структура резюме
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объекта исследования.
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и стратегии исследования.

– Полученные результаты с четким указанием,
в чем их новизна, по сравнению с известными в
литературе.

– Следствия, вытекающие из этих результатов:
новая гипотеза, опровержение известной гипоте-

зы, возможность практических приложений, воз-
можность постановки новых задач и т.п.

Средний объем резюме составляет 20 строк.
Размер резюме зависит не столько от размера статьи,
сколько от степени новизны полученных в ней
результатов. Сокращений употреблять не следует,
даже если они и расшифрованы в статье.

Ключевые слова. Шрифт – прямой строчной,
полужирный. В ключевых словах необходимо от-
разить:

– предмет исследования (названия молекул,
первичная структура, трехмерная структура в рас-
творе, процессы и т.д.),

– метод,
– объект (прокариоты, эукариоты, род/вид,

клетки и т.д.),
– специфика данной работы.
Сокращения – в примечаниях к первой странице.

Стандартные сокращения (п.н. при цифре, н. при
цифре, мкм и т.д.) не приводятся.

Текст статьи, который включает следующие
разделы (названия разделов в статьях теоретиче-
ского характера определяются автором):

Раздел “ВВЕДЕНИЕ”
Раздел “ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ”

Редко используемые методы следует описывать
достаточно подробно, чтобы их можно было вос-
произвести при необходимости. Новые методы
необходимо описывать детально и точно. На про-
стые и общераспространенные методы лучше да-
вать ссылки. Необходимо указывать квалифика-
цию наиболее важных реактивов, названия фирм
(в кавычках, на языке страны).

Раздел “РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ”.
В зависимости от объема раздел может содержать
2‒4 подраздела. Заголовки подразделов должны
быть информативны (“микротезисы”), а не опи-
сательны. Следует давать заголовки к рисункам и
таблицам. Все иллюстрации необходимо, по
крайней мере, один раз процитировать в тексте.
Для документации одного и того же материала
нельзя использовать и рисунки, и таблицы. Для
читателя хороший рисунок всегда предпочти-
тельней таблицы, хотя в некоторых случаях рису-
нок не может заменить таблицу. Весьма привет-
ствуются схемы, поясняющие либо постановку
опыта, либо полученные результаты и их интер-
претацию.

Для более полного описания результатов иссле-
дования к статье могут прилагаться дополнитель-
ные материалы (дополнительные большие таблицы,
рисунки и пр.) при условии, что автор является пра-
вообладателем прилагаемых материалов. Допол-
нительные материалы размещаются на сайте жур-
нала по адресу http://molecbio.ru и публикуются в
электронной версии англоязычного издания на
сайте http://link.springer.com
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Раздел “ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ”. В
этом разделе полученные данные объясняют и
сопоставляют с опубликованными ранее резуль-
татами.

Допускается объединение разделов “РЕЗУЛЬ-
ТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ” и “ОБСУЖДЕНИЕ
РЕЗУЛЬТАТОВ” в один раздел ‒ “РЕЗУЛЬТА-
ТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ”.

Раздел “СПРАВОЧНАЯ ИНФОРМАЦИЯ”
Подраздел “Благодарности”. Шрифт – строч-

ной курсив.
В этом разделе дается информация о любой

помощи в проведении работы и подготовке ста-
тьи, а также сообщается об использовании цен-
тров коллективного пользования.

Подраздел “Финансирование работы”. Шрифт –
строчной курсив.

В разделе указываются названия всех фондов и
организаций, финансировавших работу, и в скоб-
ках ‒ номера грантов. Сокращений в названиях
финансирующих организаций употреблять не
следует.

Подраздел “Соблюдение этических стандартов”.
Шрифт – строчной курсив.

Если в работе исследования проведены на жи-
вотных, то в этом разделе указывается, что все
применимые международные, национальные и/или
институциональные принципы ухода и использо-
вания животных были соблюдены.

Если в работе опыты на животных не проводи-
лись, то необходимо указать, что настоящая ста-
тья не содержит каких-либо исследований с ис-
пользованием животных в качестве объектов.

Если в экспериментах использовались биоло-
гические материалы, полученные от человека,
формировались когорты больных и т.п., то в дан-
ный раздел необходимо вставить два пункта:

• Все процедуры, выполненные в исследова-
нии с участием людей, соответствуют этическими
стандартами институционального и/или нацио-
нального комитета по исследовательской этике и
Хельсинкской декларации 1964 года и ее последу-
ющим изменениям или сопоставимым нормам
этики.

• От каждого из включенных в исследование
участника было получено информированное доб-
ровольное согласие.

Подраздел “Конфликт интересов”. Указать ин-
формацию о конфликтах интересов.

Подраздел “Открытый доступ”. Если предпо-
лагается публикация английской версии статьи в
режиме Open Access, то необходимо указать, что
статья публикуется в соответствии с лицензией
Creative Commons Attribution 4.0 International (CC BY).
Шрифт – строчной курсив. Стоимость публика-
ции статьи в режиме Open Access можно узнать на

сайте Издателя английской версии https://www.ple-
iades.online/ru/authors/openaccess/how-to-publish/

Лицензия CC BY разрешает неограниченное
использование, распространение и воспроизве-
дение на любом носителе при условии, что указа-
ны автор и источник публикации, включена ссыл-
ка на лицензию Creative Commons и указывается,
были ли внесены какие-либо изменения. Авторы
или владельцы авторских прав безоговорочно, за-
благовременно и на неограниченное время предо-
ставляют любому третьему лицу право использо-
вать, воспроизводить или распространять статью
полностью или частично в любом формате и на
любом носителе при условии, что в публикации не
допущено никаких существенных ошибок, указа-
ны авторы статьи и корректная ссылка на источ-
ник публикации, а также то, что библиографиче-
ские данные не были изменены. Объем статьи на
английском языке не должен превышать 15 полос
(приблизительно 30 страниц, включая список лите-
ратуры, рисунки и таблицы). Подраздел “Дополни-
тельные материалы”. Шрифт – строчной курсив.

Если в работе есть дополнительные материалы,
то в этом разделе даются ссылки на сайты, на ко-
торых они размещены, а именно: http://link.spring-
er.com, http://molecbio.ru. Просим не размещать
дополнительные материалы на сторонних ресурсах.

Подраздел “Дополнительная информация”.
Шрифт – строчной курсив.

В этом разделе могут быть размещены, напри-
мер, нестандартные ссылки (материалы, которые
по каким-то причинам не опубликованы, но мо-
гут быть предоставлены авторами по запросу); до-
полнительные ссылки на профили авторов (Orchid
ID); информация о связанных со статьей ранее не-
опубликованных докладах на конференциях и се-
минарах и т.п.

Издатель оставляет за собой право включить в
этот раздел издательскую информацию, напри-
мер, выразить несогласие с выводами работы или
индифферентность по отношению к полученным
данным, указать составителей, ответственных за
включение статьи в номер, если они не указаны
другим способом, а также указать другую инфор-
мацию, имеющую отношение к данной статье
или журналу.

Раздел “СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ”. Печатает-
ся на отдельной странице и содержит перечень
работ с обязательным указанием заглавия (см. ниже
образец) в порядке цитирования. При упомина-
нии в тексте ссылка (номер) дается в квадратных
скобках. Номера ссылок должны идти строго по
порядку. Цитирование двух и более работ под од-
ним номером, одной и той же работы под разны-
ми номерами не допускается. Ссылки на Интер-
нет-ресурсы следует давать либо прямо в тексте,
либо в подстрочнике, но не в списке литературы.
Ссылки на неопубликованные работы не допуска-
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ются. Не допускаются также ссылки на диссерта-
ции и их авторефераты, т.к. они печатаются на пра-
вах рукописи и для читателей практически не до-
ступны.

Обращаем внимание авторов на то, что ссылки
на российские журналы, выходящие в двух версиях –
на русском и английском языках, необходимо
приводить для двух версий. Проверить номера
страниц для ссылок на журнал “Молекулярная
биология” в англоязычной версии можно на сай-
те издательства (http://pleiades.online), на кото-
ром размещены содержания номеров и резюме
публикаций с 1967 г. по настоящее время, и на
сайте журнала (http://www.molecbio.ru).

Необходимо строго соблюдать принятый в жур-
нале порядок расположения данных в списке лите-
ратуры. Оформляйте СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ по
следующему образцу, обращая внимание на рас-
положение пробелов между знаками:

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
ДЛЯ ЖУРНАЛОВ:
1. Студитский В.М. (2001) Транскрипция хро-

матина. Молекуляр. биология. 35, 235‒247. (Stuitsky V.M.
(2001) Transcription through chromatin. Mol. Biol.
(Mosk.). 35, 194‒205.)

2. Hanahan D., Weinberg R.A. (2000) The hall-
marks of cancer. Cell. 100, 57‒70.

ДЛЯ СБОРНИКОВ:
3. Orlean P. (1997) Biogenesis of yeast cell wall and

surface components. In: The Molecular and Cellular
Biology of the Yeast Saccharomyces. Cell Cycle and Cell
Biology, vol. 3. Eds Pringle J.R., Broach J.R., Jones
E.W. Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring
Harbor Lab. Press, pp. 229‒362.

ДЛЯ ТЕЗИСОВ ДОКЛАДОВ
4. Zhirnov O.P., Konakova T.E., Krichevets S.G.,

Iordansky S.N., Klenk H.D. 11-th international con-
ference Negative Strand Viruses. (2000) Quebec, Cana-
da. Abstract book. P. 91. Abstract 102.

ДЛЯ КНИГ:
5. Уотсон Д. (1967) Молекулярная биология гена.

Москва: Мир. (То же для иностранных изданий).
Заглавие статьи на английском языке. Шрифт –

заглавный, полужирный.
Фамилии и инициалы авторов в английской

транскрипции с пометками, указывающими на
учреждение, в котором работает автор. Шрифт –
прямой, строчный, полужирный. Цифровыми
надстрочными индексами необходимо связать
фамилию автора и место его работы. Звездочкой
отмечается фамилия автора, с которым ведется

переписка, после адреса этого автора указывается
адрес его электронной почты.

Полное название института, ведомства на ан-
глийском языке. Шрифт ‒ светлый курсив, адрес
электронной почты. Если научных учреждений
два и более, необходимо цифровыми надстроч-
ными индексами связать название учреждения и
фамилии авторов, в нем работающих.

Резюме на английском языке – точный перевод
аннотации на русском языке. Шрифт – прямой,
кегль 12.

Ключевые слова на английском языке. Шрифт –
прямой, кегль 12.

ТРЕБОВАНИЯ
К ОФОРМЛЕНИЮ РУКОПИСЕЙ

При оформлении рукописи следует во всех мате-
риалах, включая текст, рисунки и надписи на фото-
графиях, придерживаться следующих правил:

Знак “‒” (тире) отбивается пробелами; знак
“минус”, “интервал” или “связь” пробелами не
отбивается.

Десятичные дроби пишутся через точки ‒ 1.4, а
не 1,4.

В качестве знака умножения используется только
“×”: 5×103 моль/л. Знак “×” ставится только в том
случае, если справа от него стоит число: С × 103,
но не 103С. Символ “·” применяется в скаляр-
ных произведениях, в химических формулах
(CuSO4 · 7H2O), в нековалетных комплексах
(ДНК · РНК и т.п.).

Числовой материал следует давать в виде таб-
лиц.

В формулах используются буквы латинского и
греческого алфавитов;

Значки типа ∼ (волна), ° (кружок), ^ (крышки
над и под буквами) используются в крайних случаях.

Рисунки предоставляются в черно-белом виде
в форматах JPEG, TIFF, EPS, PDF с разрешением
не менее 600 dpi (каждую иллюстрацию поме-
стить в отдельный файл, в масштабе, необходи-
мом для воспроизведения в журнале). Сложные
цветные рисунки публикуются за счет средств авто-
ров в бумажной версии журнала. В электронной
версии ‒ бесплатно.

Латинские названия родов и видов живого мира
пишутся курсивом, таксонов более высокого
ранга ‒ прямым шрифтом. Названия фагов и ви-
русов в латинской транскрипции пишутся пря-
мым шрифтом.

Названия генов пишутся курсивом (генов че-
ловека и дрожжей ‒ заглавными буквами, например
EBFR; генов мыши ‒ с заглавной буквы, напри-
мер Ebfr; гены других организмов ‒ строчным
курсивом).
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Названия белков пишутся прямым шрифтом
(белков человека, мыши, птиц, рептилий, дрож-
жей ‒ заглавными буквами, например EBFR; ам-
фибий и рыб ‒ с заглавной буквы, например Ebfr).

Названия нуклеотидов (A, C, G, U), аминокис-
лотных остатков (Ala, Arg, Asn и т.д.) и фосфатов
(АТР, ADP) пишутся в латинской транскрипции
прямым шрифтом.

Нумерация оснований и аминокислот пишется
без дефиса (U25; Ala32).

Последовательности аминокислот и нуклеотидов,
как правило, не публикуются, а приводятся толь-
ко их номера в банке данных, например, Acc.no.
(Accession number) EMBL Data Bank. Можно при-
водить в тексте или давать как рисунок короткие
последовательности (не более 400 аминокислот
или пар нуклеотидов) в случае их активного об-
суждения в статье.

Молекулярная масса выражается в дальтонах
(Да, кДа, МДа).

Приводить биохимические и химические терми-
ны, а также названия ферментов необходимо в со-
ответствии с международными правилами, при-
нятыми Комиссией по биохимической номен-
клатуре IUPAC-IUB.

Сокращение терминов и названий ферментов,
как правило, затрудняет восприятие текста чита-
телем, поэтому число таких сокращений должно
быть сведено к минимуму. Вводите сокращения в
примечания на первой странице.

В один файл включается аннотация, текст статьи,
литература, таблицы и рисунки с подписями. Гра-
фики и рисунки необходимо дополнительно
предоставить и в отдельных графических файлах.
“Тексты” длинных последовательностей, полу-
ченных при секвенировании нуклеиновых кислот
или белков, надо включить в отдельные тексто-
вые файлы.

Неправильно оформленная рукопись к рас-
смотрению Редакцией не принимается.

РЕЦЕНЗИРОВАНИЕ, ПОДГОТОВКА 
РУКОПИСИ К ПЕЧАТИ,

ОЧЕРЕДНОСТЬ ПУБЛИКАЦИИ
Поступившая в Редакцию рукопись направля-

ется на отзыв двум специалистам в данной кон-
кретной области исследований. Авторы статьи
имеют право назвать 3–5 фамилий (имя и отчество
полностью) возможных рецензентов с обязатель-
ным указанием места работы, телефона, адреса
электронной почты. Выбор рецензента остается за
редколлегией журнала. В спорных случаях по
усмотрению редколлегии привлекаются допол-
нительные рецензенты. Срок рецензирования ‒
от 4 до 8 недель. Рукопись, получившая отрица-
тельные отзывы двух независимых рецензентов,
по решению редколлегии “отклоняется”. Редак-

ция вправе не вступать в переписку с автором от-
носительно причин (оснований) отказа в публи-
кации статьи. Рукописи, не соответствующие
профилю журнала, “отклоняются” без рецензии.
Рукописи авторам не возвращаются.

После анонимного рецензирования рукопись
передается члену редколлегии, курирующему
данное направление в журнале, который дает
окончательное заключение о возможности пуб-
ликации статьи.

Статья, условно принятая к публикации, но
нуждающаяся в доработке, направляется авто-
рам с замечаниями рецензента. Авторам следует
учесть все замечания, сделанные в процессе рецен-
зирования статьи, в сопроводительном письме от-
ветить на каждое из замечаний и указать место в
рукописи, где сделаны изменения. В случае несо-
гласия с рецензентом автор должен кратко и четко
обосновать свою позицию. Сделанные автором из-
менения в рукописи необходимо внести в элек-
тронный вариант текста и возвратить в Редакцию.
Датой принятия к публикации считается дата по-
ступления версии, удовлетворяющая всем требова-
ниям рецензента и редколлегии.

Статью, отправленную Редакцией на доработ-
ку после рецензирования и исправленную в соответ-
ствии с замечаниями рецензента и редактора, необ-
ходимо возвратить в Редакцию в течение 30 дней с
момента ее получения авторами, в этом случае со-
храняется первая дата поступления. Статья, воз-
вращенная в Редакцию по прошествии более чем
30 дней, будет иметь новую дату поступления.

В процессе редактирования и подготовки ру-
кописи к печати небольшие стилистические и но-
менклатурные исправления вносятся по усмотре-
нию научного редактора в соответствии с приня-
тыми в Редакции правилами, более серьезные
исправления согласовываются с авторами статьи,
или статья отправляется редактором на доработку.
В интересах автора как можно быстрее согласо-
вать правку с научным редактором, это суще-
ственно ускорит срок публикации статьи.

Очередность публикации устанавливается по
дате принятия статьи к печати. Вне очереди пуб-
ликуются работы, отнесенные редколлегией к
приоритетным, а также статьи, получившие вы-
сокую оценку рецензентов и рекомендуемые ред-
коллегией к ускоренной публикации. Члены ред-
коллегии журнала имеют право рекомендовать ста-
тьи к ускоренной публикации. В этом случае член
редколлегии, представивший к ускоренной пуб-
ликации статью, осуществляет предварительное
рецензирование рукописи и целиком отвечает за
ее научное и оформительское качество. Фамилия
члена редколлегии, рекомендовавшего статью в
печать, публикуется под названием статьи.
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Имеют право на внеочередную публикацию статьи
аспиранты третьего-четвертого года обучения,
представившие справку из отдела аспирантуры.

КОРРЕКТУРА, ОТТИСКИ, ГОНОРАРЫ
Корректура высылается авторам Издатель-

ством, как правило, в виде pdf-файла. На чтение
корректуры отводится 3 дня со дня отправки. Все
исправления необходимо внести в файл и отпра-
вить его в Издательство. В исключительных слу-
чаях можно составить подробный список исправ-
лений и отправить его в Редакцию по электрон-
ной почте.

Исправления против оригинала, особенно в ри-
сунках, не допускаются. В исключительных случа-
ях они могут быть приняты за счет средств автора.

Электронный адрес Редакции: jrmolbio@gmail.com
Веб-сайт Редакции: http://www.molecbio.ru
Веб-сайт Издательств: http://pleiades.online
Телефон: (499) 343-78-07
Издательство высылает первому автору бес-

платно электронные файлы статьи в формате PDF
на русском и английском языках.

Авторские гонорары за публикацию статьи в
журнале не предусмотрены.


