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Технологии секвенирования с длинными прочтениями, появившиеся недавно, позволили впервые про-
честь полную, без пробелов, последовательность генома человека. Результатом явилась первая Т2Т (от те-
ломеры до теломеры) геномная сборка, опубликованная одноименным международным консорциумом
ученых в 2022 г. Наиболее значительным вкладом новой сборки явились центромерные области, состоя-
щие из высокоповторяющейся сателлитной ДНК. В этом обзоре мы кратко перечислим основные дости-
жения Т2Т-консорциума, связанные с центромерами, и более подробно рассмотрим неожиданные наход-
ки цитогенетического масштаба, которые принес анализ впервые собранных центромер человека, такие
как “расщепленные” центромеры хромосом 3 и 4, мега-инверсия в активном массиве центромеры 1-ой
хромосомы, гаплотипические эпиаллели в центромере Х-хромосомы и макроповторы, найденные в не-
скольких центромерах.

Ключевые слова: альфа-сателлит, центромера, ПВП-гаплотипы, инверсии, макроповторы, центромерные
эпиаллели, Т2Т-консорциум
DOI: 10.31857/S0041377123030094, EDN: VDUPJC

Геномная ДНК эукариотических организмов
представлена в клетках в виде набора хромосом, ко-
торые реплицируются и поровну разделяются между
дочерними клетками в каждом клеточном цикле.
Центромеры – это участки хромосом, которые от-
ветственны за их равное расхождение при делении,
направляя сборку микротрубочек, связывающих ки-
нетохоры, и служа местом адгезии между сестрин-
скими хроматидами. Первичная структура ДНК
центромер долгое время оставалась нерасшифро-
ванной из-за сложности их структуры.

В предлагаемом обзоре изложены основные дости-
жения, связанные с расшифровкой нуклеотидной по-
следовательности центромер, осуществленной между-
народным консорциумом ученых в процессе работы
над первой полной сборкой референсного генома че-

ловека T2T-CHM13. В ходе проведенных исследова-
ний было получено около 200 Мб новых ранее не
расшифрованных последовательностей генома че-
ловека, включающих все прицентромерные и прите-
ломерные участки, короткие плечи пяти акроцен-
трических хромосом, длинные центромерные тан-
демные повторы, кластеры генов рибосомной РНК
и другие непрочитанные ранее элементы. Расшиф-
ровка хромосом “от теломеры до теломеры” является
новым достижением, после которого в геноме челове-
ка уже не осталось “белых пятен”. Высокоточное се-
квенирование с длинными прочтениями позволило
преодолеть технологический барьер и достичь не
только полноты охвата, но и беспрецедентной акку-
ратности полученной последовательности. Целью
данного обзора является обобщение знаний, полу-
ченных в ходе анализа и аннотации центромер, а
также освещение работы над проектами, связанны-

Принятые сокращения: АС – альфа-сателлит; ПВП – повторы
высокого порядка; T2T – от теломеры до теломеры (telomere-
to-telomere); Мб – мегабаза (миллион нуклеотидов ДНК).

УДК 575.174.015.3
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ми с анализом повторов в сборках, запланирован-
ных к производству.

ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ О ЦЕНТРОМЕРАХ 
ЧЕЛОВЕКА И ПРИМАТОВ

Центромеры являются важными хромосомными
структурами, которые, связываясь с комплексом
центромерных белков (кинетохором), формируют
места прикрепления микротрубочек веретена и, в
конечном счете, обеспечивают правильную сегрега-
цию хромосом в митозе и мейозе. Дефекты центро-
мер, их наследования и поддержания могут вызы-
вать неравное распределение хромосом в дочерних
клетках и нестабильность генома, приводя к раку,
врожденным дефектам развития и бесплодию (Cimi-
ni et al., 2001; Levine, Holland, 2018; Vázquez-Diez,
FitzHarris, 2018). Особо надо отметить важность ко-
горты с численными нарушениями Х-хромосомы в
выборках пациентов с проблемами развития нерв-
ной системы (Vorsanova et al., 2021; Vorsanova et al.,
2022). Несмотря на их важную клеточную функцию,
детальная организация центромер человека была ис-
ключена из исходных эталонных сборок генома че-
ловека (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001; Interna-
tional Human Genome Sequencing Consortium, 2004) и
в значительной степени игнорировалась генетиче-
скими и геномными исследованиями в последние
два десятилетия. Центромерные области и связан-
ный с ними прицентромерный гетерохроматин
обычно отмечены наличием длинных массивов по-
чти идентичных (гомогенных) тандемных повторов,
называемых также сателлитными ДНК (Singer,
1982). Эти повторяющиеся последовательности ис-
торически недопредставлены в геномных сборках
эукариот из-за неизбежных ошибок клонирования и
секвенирования методами первого поколения: не-
стабильности в Escherichia coli во время клонирова-
ния на основе BAC (бактериальные искусственные
хромосомы), обилия или полного отсутствия в тан-
демных повторах сайтов рестрикции, используемых
для клонирования, потенциальной токсичности и
нестабильности клонированной ДНК (Carlson, Brut-
lag, 1977; Osoegawa et al., 2007). Методы второго по-
коления, исключившие клонирование, также не вы-
звали большого продвижения вперед. Они не могли
надежно представить центромерные области из-за
невозможности получения индивидуальных прочте-
ний нуклеотидной последовательности достаточной
длины, чтобы содержащиеся в них уникальные ком-
бинации нуклеотидов (т. н. уникальные к-меры, ко-
торые используются для соединения отдельных про-
чтений в более длинные контиги) позволили опреде-
лить линейную последовательность тысяч копий
почти одинаковых тандемных повторов (Rudd, Wil-
lard, 2004; She et al., 2004). В результате до недавнего
времени все центромерные области человека были
представлены в сборках в виде огромных (миллионы
п. н.) пробелов, соответствующих центромерам, про

которые было известно, что они заполнены сател-
литной ДНК определенного типа (Lander et al., 2001;
Venter et al., 2001; International Human Genome Se-
quencing Consortium, 2004).

Хотя последовательности этих регионов не были
систематически представлены в первоначальных ге-
номных сборках, они не были неизвестны. Целена-
правленные экспериментальные исследования цен-
тромерных последовательностей человека показали,
что все нормальные (характерные для вида, а не для
отдельных клинических случаев) центромерные об-
ласти образованы длинными массивами альфа-са-
теллитной (АС) ДНК, сложенными разнообразным
классом АТ-богатых тандемных ДНК повторов с мо-
номерами длиной около 170 н. п. (Manuelidis, 1976;
Manuelidis, Wu, 1978). Индивидуальные мономеры
обычно организованы в более крупные единицы или
повторы высокого порядка (ПВП) (Willard, Waye,
1987) и образуют один или несколько гомогенных
массивов в каждой центромере человека. Экспери-
ментальные усилия по выделению, клонированию и
секвенированию репрезентативных ПВП из каждой
центромерной области показали, что: (1) за несколь-
кими исключениями все большие АС массивы хро-
мосом-специфичны, т.е. структура и последователь-
ность их ПВП разные в разных хромосомах (обзор
Willard, 1985); (2) близкие хромосом-специфичные
ПВП из разных массивов объединяются в надхромо-
сомные семейства, отражающие недавнее общее
происхождение отдельных групп хромосом-специ-
фичных вариантов (обзор Alexandrov et al., 2001); (3)
хотя в одной центромере может быть несколько раз-
ных хромосом-специфичных массивов, иногда из
разных надхромосомных семейств, центромерные
белки связываются только с одним из них, называе-
мым активной центромерой, в то время как осталь-
ные ПВП-массивы можно считать неактивными
центромерами или псевдоцентромерами (Mahtani,
Willard, 1998; Wevrick, Willard, 1989, 1991; Schueler et al.,
2001). Кроме того, в геномах человека и приматов
обнаружены небольшие массивы дивергентных (в
отличие от гомогенных) АС повторов. Они располо-
жены в плечах хромосом и прилегают к гомогенным
массивам, образуя дискретные и хронологически
упорядоченные альфа-сателлитные слои (“мерт-
вые” центромеры), которые представляют собой
остатки центромер наших предков-приматов, поте-
рявшие гомогенность и значительно уменьшившие-
ся в объеме (Rudd et al., 2006; Shepelev et al., 2009;
Uralsky et al., 2019; Altemose et al., 2022a). Встречают-
ся дивергентные массивы, как содержащие ПВП,
так и лишенные их (мономерные). Средняя дивер-
генция копий ПВП в гомогенных массивах около
1%, в дивергентных массивах более 10%. Сформиро-
ванные базы данных альфа-сателлитных повторов,
извлеченные из данных секвенирования всего гено-
ма позволили произвести первые оценки частоты
вариаций повторов в гомогенных массивах опреде-
ленных хромосом и ранние оценки различий в по-
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следовательности ДНК и длине массивов между
людьми в популяции (Miga et al., 2014; Langley et al.,
2019; Suzuki et al., 2020). Линейное представление
наблюдаемых вариантов повторов и их расчетное
количество копий в геноме HuRef (Levy et al., 2007)
привели к созданию “моделированных” массивов
альфа-сателлитов (референс-модели) в геномной
сборке человека GRCh38/hg38, выпущенной в 2013 г.,
где референс-модели впервые заместили центромер-
ные пробелы (Miga et al., 2014; Uralsky et al., 2019).
Хотя эти модели не реконструируют реальную по-
следовательность, а представляют собой своего рода
мозаику, собранную из кусочков АС (в данном слу-
чае пришедших из двух несколько различающихся
гомологичных хромосом), они позволяли картиро-
вать короткие прочтения на ту или иную центроме-
ру, предсказывать возможные вариации ПВП и об-
наруживать новые, отсутствующие в геноме HuRef
варианты (Miga et al., 2014), а также обнаруживать
некартируемые на сборку прочтения (Miga et al.,
2015). Модели также предлагали улучшенное карти-
рование последовательностей, связанных с внутрен-
ними белками кинетохора (Nechemia-Arbely et al.,
2017, 2019; Dumont et al., 2020). В совокупности эти
ранние исследования генома человека привели к
развитию нашего первого концептуального представ-
ления о геномной организации центромер и эволюции
их последовательностей в сложных геномах.

Достижения в технологиях секвенирования с
длинными прочтениями (третье поколение) и не-
давние улучшения в методах геномной сборки по-
второв теперь позволяют генерировать полные и
точные сборки массивов центромерных повторов
человека (Jain et al, 2018a; Bzikadze, Pevzner, 2020;
Miga et al., 2020; Nurk et al., 2020; Logsdon et al., 2021).
Этот прогресс объясняется наличием длинных про-
чтений (~15–20 т.п.н.) с качеством 99.9% (Pacific
Biosciences HiFi) (Wenger et al., 2019), а также “сверх-
длинных” прочтений, которые обычно достигают
сотен т.п.н. в длину (Jain et al., 2018a) (Nanopore UL)
с точностью около 95%. Параллельно мы наблюдаем
огромные успехи в автоматизированной сборке са-
теллитных массивов и протоколах биоинформатиче-
ской оценки качества сборок (Bzikadze, Pevzner,
2020; Mikheenko et al., 2020; Nurk et al. 2020) в сочета-
нии со стандартными методами проверки точности
сборки с использованием гель-электрофореза в им-
пульсном поле (PFGE) и Саузерн-блоттинга (Miga et
al., 2020; Logsdon et al., 2021). Примечательно, что
первые доступные центромерные эталонные сборки
были получены из “эффективно гаплоидной” линии
клеток человека, выделенной из пузырного заноса
(внематочной беременности) CHM13hTERT (Stein-
berg et al., 2014), в котором клетки имеют две иден-
тичные пары хромосом, что значительно упрощает
задачу сборки повторов по сравнению с типичными
диплоидными клеточными линиями, где гомоло-
гичные хромосомы несколько различаются. Недав-
ние первые полные сборки двух хромосом человека

от начала до конца, или “от теломеры до теломеры”
(T2T) (T2T-ChrX (Miga et al., 2020) и T2T-Chr8 (Logs-
don et al., 2021)), дали первую возможность оценить
эти новые методы в свете ожиданий, основанных на
предыдущих экспериментальных исследованиях
(Ge et al., 1992; Willard 1998; Mahtani et al., 2001). На-
конец, в апреле 2022 г. была опубликована первая
Т2Т-сборка всех аутосом и Х-хромосомы из
CHM13hTERT (Altemose et al., 2022a), а к концу года
к этому была добавлена первая Т2Т-сборка Y-хромо-
сомы из диплоидной клеточной линии HG002
(https://ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_009914755.1),
что в сумме представляет собой первый полный рефе-
ренсный геном человека с полностью собранными
центромерами. Эта монументальная работа была вы-
полнена Т2Т-консорциумом исследователей (https://
www.genome.gov/about-genomics/telomere-to-telomere),
который теперь приступил к Т2Т сборке первого ди-
плоидного генома клеточной линии HG002. Предва-
рительные сборки аутосом этой линии отдельно для
отцовской и материнской хромосом уже доступны
на сайте консорциума (https://humanpangenome.org/
hg002/). Налажена процедура Т2Т-сборки диплоид-
ных геномов, основанная на использовании точных
HiFi PacBio прочтений в комбинации с длинными,
но неточными Ultra-Long Oxford Nanopore прочтения-
ми для разрешения трудных мест и использовании ге-
номов родителей, сделанных короткими прочтениями
(Illumina), для различения (фазирования) гомологов.
Другие методы фазирования используют технологии
Hi-C (Lieberman-Aiden et al., 2009; Jarvis et al., 2022) и
strand-seq (Ghareghani et al., 2018). Единичные остав-
шиеся трудные места разрешаются вручную. Корот-
кие прочтения собственного генома также использу-
ются для окончательной “полировки” собранной
последовательности. Все эти процедуры (до ручной
доводки) выполняются автоматизированным сбор-
щиком Verkko (Rautiainen et al., 2022).

Кроме преодоления технологических вызовов и
успешной разработки протокола Т2Т-сборки дипло-
идного генома, деятельность Т2Т-консорциума
ознаменовалась многочисленными открытиями и
находками в области биологии и геномики центро-
мер, а также нескольких других, сложенных различ-
ными повторами и потому ранее несобранных, реги-
онов. Самые большие из них это кластеры классиче-
ских сателлитных ДНК (Hsat) в прицентромерных
областях (особенно крупные в хромосомах 1, 9, 16 и
Y), кластеры рибосомных генов в коротких плечах
акроцентрических хромосом и сами эти короткие
плечи целиком, поскольку они насыщенны класси-
ческими сателлитами и сегментными дупликация-
ми. Эти достижения мы перечислим конспективно в
следующем разделе, основываясь в основном на ста-
тьях, опубликованных в специальном выпуске жур-
нала Science за апрель 2022 г., посвященном полной
расшифровке генома человека (Altemose et al., 2022a;
Gershman et al., 2022; Nurk et al., 2022).
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ОСНОВНЫЕ ДОСТИЖЕНИЯ
Т2Т-КОНСОРЦИУМА

Первая полная сборка референсного генома челове-
ка. Первая версия сборки T2T-CHM13 v1.0, включа-
ющая в себя по одной копии каждой хромосомы,
кроме Y, содержит приблизительно 200 Мб новых
последовательностей, по сравнению с предыдущей
сборкой GRCh38/hg38. В них входят 1956 генов (gene
predictions), 99 из которых, по прогнозам, кодируют
белки, все центромерные повторы, недавние сег-
ментные дупликации и короткие плечи всех пяти ак-
роцентрических хромосом целиком (Nurk et al.,
2022). T2T сборка Y-хромосомы из линии HG002, ко-
торая добавлена во вторую версию сборки T2T-CHM13
v2.0, дополняет приблизительно половину этой хро-
мосомы (30 Мб), отсутствующую в GRCh38 сборке
(https://ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_009914755.1).
Эта половина содержит центромеру, классические
сателлитные повторы длинного плеча, а также 110
(42 белок-кодирующих) генов, не представленных в
GRCh38.

Интересной иллюстрацией необходимости пол-
ной расшифровки высокоповторяющихся областей
является следующая история, изложенная в работе
Rhie с соавторами (Rhie et al., 2023). При секвениро-
вании бактериальных геномов, последовательности,
представляемые в базы данных, проверяются на чу-
жеродные примеси. Частым источником загрязнения
является ДНК человека, вероятно происходящая из ге-
номов исследователей. Проверка на присутствие ДНК
человека делается путем прикладывания бактериаль-
ных прочтений к человеческой геномной сборке.
Поскольку в сборке Y-хромосомы человека отсут-
ствовали огромные гетерохроматические районы,
сложенные высококопийными классическими са-
теллитами (HSATII), эта примесь осталась незаме-
ченной. Использовав новую Т2Т сборку Y-хромосо-
мы (Rhie et al., 2023), исследователи показали, что
бактериальные базы данных содержат огромное ко-
личество контигов высокого уровня, построенных
из этих сателлитов, и белков, транслированных из
этих последовательностей.

Результаты Т2Т-сборки и аннотации центромер,
выполненные Т2Т-консорциумом, в частности можно
изучать в геномном браузере (https://genome.ucsc.
edu/cgi-bin/hgTracks?db=hub_3671779_hs1). В нем мож-
но рассматривать центромеры (представленные анно-
тационными треками, описанными в одной из работ
(Altemose N, et al., 2022a)) с высоты птичьего полета,
оценивая их общую архитектуру, или, спускаясь ни-
же, рассматривать отдельные ПВП или мономеры.
Иллюстрации, приведенные в этом обзоре, по боль-
шей части представляют собой скриншоты из этого
браузера или их схематические изображения. В этой
же работе представлена и новая классификация АС
ПВП, которую мы тут подробно описывать не будем.
Отметим только, что в имени ПВП, например,
S2C4H1L, S2 означает надхромосомное семейство 2,

C4 хромосому 4, H1 означает ПВП №1 в данной хро-
мосоме, а индекс L, что это активный массив.

Активная центромера в целом гиперметилирована, а
кинетохор расположен вокруг гипометилированного
участка внутри нее. Активный центромерный ПВП-
массив определяется эпигенетически, связыванием
с основным центромерным белком CENP-A, специ-
альным вариантом гистона Н3, встречающимся
только в центромерных нуклеосомах вместо Н3
(Earnshaw, Rothfield, 1985; Earnshaw et al., 1986; Palm-
er et al., 1987; Earnshaw, Cooke, 1989; Sullivan et al.,
1994). Обычно эта связь выявляется в ChIP-seq экс-
перименте, где хроматин расщепляется нуклеазой, и
фрагменты ДНК с нуклеосомами иммунопреципи-
тируются антителами к CENP-A, очищаются от бел-
ка и секвенируются. В более сложном CUT&RUN
эксперименте (Thakur, Henikoff, 2018) используются
антитела к CENP-A, конъюгированные с нуклеазой
и расщепление хроматина идет только в местах по-
садки CENP-A. Однако активный ПВП-массив
очень велик, обычно занимает 1–3 млн п.н. и содер-
жит тысячи ПВП. Только часть его (около 500 т.п.н.)
покрыта CENP-A, вовлечена в белковые структуры
кинетохора и представляет собой центрохроматин,
остальная часть покрыта нуклеосомами с Н3 и пред-
ставляет собой гетерохроматин. Анализ профилей
метилирования ДНК в центромерных сборках, по-
лученных Т2Т-консорциумом, показал, что актив-
ный ПВП-массив в целом гиперметилирован по
сравнению с соседними гетерохроматиновыми
участками, но в районах, покрытых CENP-A, мети-
лирование значительно снижено (“центромерный
провал”). Длина “провала” обычно несколько мень-
ше, чем весь участок, покрытый CENP-A, он видимо
представляет собой район с наибольшей плотностью
CENP-A нуклеосом. При этом вне “провала” они
разбавляются нуклеосомами с Н3. “Провал” соот-
ветствует участку центромеры с самым плотно упа-
кованным, и наименее доступным для находящихся
в растворе ферментов, хроматином (Gershman et al.,
2022). Можно предполагать, что эти места просто не
доступны для метилаз, ответственных за гипермети-
лирование в активном массиве (рис. 1). Эта модель
нуждается в подтверждении и детализации. Боль-
шую роль в этом может сыграть недавно предложен-
ный и активно используемый Т2Т-консорциумом
метод DiMeLo-seq, который позволяет картировать
места связывания CENP-A (или других белков) на
сверхдлинных прочтениях ДНК (Altemose et al.,
2022b).

Подтверждена модель “расширяющейся центроме-
ры” и обнаружена “послойная экспансия” внутри ак-
тивных массивов (слои ПВП-гаплотипов). Ранее, ос-
новываясь на ограниченном экспериментальном
материале, была предложена модель “расширяю-
щейся центромеры” (Miga, Alexandrov, 2021), когда в
центромерном районе периодически возникает но-
вый активный ПВП-массив, а остатки старого раз-
двигаются к краям и уменьшаются в результате деле-
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ционного процесса, в то время как новый активный
массив растет в результате дупликационного про-
цесса (амплификации ПВП). Когда этот цикл повто-
ряется несколько раз, формируется центромера, где
огромный активный массив окаймлен слоистой
структурой, содержащей прежние центромеры, где
более старые слои находятся снаружи и тем меньше
по размеру и более разрушены мутациями и делеци-
ями, чем больше их возраст. Вся структура в целом
немного напоминает годичные кольца деревьев, или
культурные слои археологических раскопок.

Одним из последних достижений (Altemose et al.,
2022a) стала систематическая (в масштабах полного
генома) документация характерных черт этой по-
слойной экспансии, которые можно суммировать
следующим образом:

1) В массивах АС была показана зеркальная сим-
метрия, начиная с ПВП-гаплотипов в активных мас-
сивах центромер (см. пункт 3), расположения сест-
ринских ПВП (см. Miga, Alexandrov, 2021) вокруг ак-
тивных ПВП, расположения неактивных ПВП
вокруг активных массивов, расположения массивов
дивергентных ПВП вокруг гомогенного ядра цен-
тромеры, и, наконец, симметричного расположения
мономерных слоев мертвых центромер вокруг гомо-
генного кора, образованного различными ПВП. Все
эти симметрии наблюдаются далеко не на всех инди-
видуальных хромосомах, но тенденция четко про-
слеживается, несмотря на прогрессирующее умень-
шение размеров доменов в результате процесса деле-
ции, который потенциально может разрушать и
маскировать этот характерный ландшафт.

2) В неактивных массивах АС наблюдаются раз-
личные возрастные градиенты распада, причем при-
знаки распада увеличиваются с расстоянием от ак-
тивного ПВП-массива, включая: градиент размера
массива, обусловленный делеционным процессом;
градиент дивергенции, обусловленный накоплени-
ем мутаций, предположительно ускоренным стади-
ей гипермутабильности в недавно инактивирован-
ных массивах (Shepelev et al., 2009; Uralsky et al., 2019;
Miga, Alexandrov, 2021); градиент плотности инсер-
ций транспозонов, который особенно выражен для
повторяющихся элементов LINE1 (L1), поскольку
они являются наиболее распространенными встав-
ками в АС; градиент возраста элементов L1, встроен-
ных в АС (их возраст может быть оценен независимо
от возраста АС путем подсчета замен относительно
предкового консенсуса); градиент других менее рас-
пространенных признаков распада, таких как ин-
версии и экспансии других сателлитов, которые рас-
пространены в дивергентных компартментах (моно-
мерных и дивергентных ПВП) и редки в активных
ПВП-массивах. Эти характерные признаки были за-
мечены ранее (см. обзор Miga, Alexandrov, 2021), но
лишь в нескольких хромосомах, в которых имелись бо-
лее полные центромерные сборки в GRCh38/hg38. Они
также были подтверждены в первых двух T2T сборках

(хромосом X и 8) (Miga et al., 2020; Logsdon et al., 2021).
Наконец теперь, когда центромеры всех хромосом
достоверно собраны в T2T-CHM13, мы смогли коли-
чественно и систематически исследовать все эти
симметрии и градиенты и документировать процесс
послойной экспансии, создающий характерный и
сложный паттерн расширяющейся центромеры.

3) Оказалось также, что симметрии и градиенты
послойного расширения можно отчасти наблюдать
и внутри активных ПВП массивов центромер. Гра-
диенты распада практически не видны, поскольку

Рис. 1. Активный ПВП-массив Х-хромосомы образца
HG002. На верхней панели показан трек с аннотацией
ПВП-гаплотипов, которые обозначены разными цвета-
ми. На второй панели показан уровень метилирования в
центромерном регионе, гипометилированная область
(“центромерный провал”) указывает на местоположение
кинетохора. На третьей – доступность хроматина для эк-
зогенных ферментов, измеренная методом nanoNOMe
(Lee et al., 2020), на нижней панели – результаты CENP-
A CUT&RUN эксперимента для Х-хромосомы образца
HG002. Красный цвет – антитела к CENP-A, черный
цвет – контрольные неспецифические антитела. Пред-
ставленные данные взяты из статьи Gershman et al., 2022.
Видно, что гипометилированная область и область с ми-
нимальной доступностью хроматина соответствуют пику
CENP-A, т.е. обозначают расположение кинетохора.
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инверсии, инсерции мобильных элементов и экс-
пансии не-АС, хоть и встречаются, но настолько
редки, что носят анекдотический характер. В то же
время, градиенты размера и дивергенции и симмет-
ричное расположение внутренних слоев можно заре-
гистрировать. Путем сравнения отдельных ПВП друг с
другом и фиксации замен (по сравнению с консенсу-
сом), повторяющихся в одном регионе активного
ПВП-массива, можно выделить комбинации мутаций,
называемые ПВП-гаплотипами. Обычно гаплотип
сформирован 3–10 мутациями на ПВП (считая му-
тации, которые встречаются только в этом гаплоти-
пе). Построение филогенетического дерева из консен-
сусных ПВП всех гаплотипов позволяет поделить их на
более старые (предковые) и более молодые (дерива-
тивные). ПВП одного гаплотипа образуют дискретные
слои, причем слои предковых гаплотипов часто флан-
кируют более молодые с обеих сторон, располагаясь
по краям центромеры. Кроме того, дивергенция
внутри массивов в центральных ПВП-гаплотипах
часто немного ниже, чем во фланкирующих масси-
вах, что указывает на то, что экспансия центральных
ПВП-гаплотипов произошла недавно. Это показы-
вает, что модель послойного расширения распро-
страняется и на активный массив. Кроме того, нали-
чие идентифицируемых гаплотипических слоев дает
внутреннюю топографию активного массива и поз-
воляет изучить различия этой топографии между ин-
дивидами. Теперь можно понять: расположен ли ки-
нетохор всегда на одном и том же слое в разных ин-
дивидуальных копиях одной и той же хромосомы,
или его положение может варьировать.

Гипотеза кинетохор-селекции. Описанная выше
картина расширяющейся центромеры и послойной
экспансии может объясняться различными способа-
ми. Одно из возможных объяснений состоит в том,
что экспансия АС происходит независимо от кине-
тохора, но он имеет сродство к активно растущим
массивам, вызванное какими-то их свойствами, на-
пример, гомогенностью (“гипотеза независимого
расширения”). Такая экспансия наблюдается в част-
ности в виде мегабазных дупликаций в нецентро-
мерных сателлитах, таких как массивы HSat3, кото-
рые не связаны с кинетохорами (Altemose et al.,
2022a). Другая возможность состоит в том, что кине-
тохорные белки или другие белки, которые могут ас-
социироваться с центромерами, такие как факторы за-
грузки гистонов, репликации, рекомбинации или ре-
парации, играют причинную роль в экспансии
конкретных вариантов ПВП (“гипотеза кинетохор-се-
лекции” (Miga, Alexandrov, 2021)). В последнем случае
возможный сценарий может быть сформулирован
следующим образом. Кинетохор выбирает тот район
в активном массиве (в простейшем случае тот гапло-
тип), к которому имеет наибольшее сродство. Оно
может определяться одной или несколькими гапло-
типическими мутациями, прямо или через конфор-
мацию ДНК или хроматина. При этом в месте заня-
том кинетохором (в простейшем случае, покрытом

CENP-A) дупликационный процесс (или другие
формы амплификации ПВП) происходит более ак-
тивно, чем снаружи, и значительно опережает деле-
ционный процесс. В остальной части активного мас-
сива соотношение этих процессов может быть иное.
В результате активный массив как бы растет своей
подкинетохорной частью. Для того, чтобы оценить
справедливость этой гипотезы, нужны дальнейшие
исследования. Однако обнаруженные в одном из ис-
следований (Altemose et al., 2022a) признаки недав-
ней дупликационной активности под кинетохорами
в СНМ13 как будто делают ее более правдоподобной.

НОВОЕ В ЦИТОГЕНЕТИКЕ ЦЕНТРОМЕР
Помимо перечисленных выше общих достижений

и соображений, анализ первых полных центромер-
ных сборок принес ряд новостей, модифицирующих
наши представления о том, какой может и какой не
может быть центромера у человека. Считалось, что
активный ПВП-массив должен быть “протяженным,
непрерывным и гомогенным” (Miga, Alexandrov,
2021). В частности было известно, что он может со-
держать АС повторы, идущие по прямой или по об-
ратной цепи, но не может содержать переходов с
прямой цепи на обратную (инверсий) (Jain et al.,
2018b; Miga et al., 2020; Logsdon et al., 2021). Также
было известно, что в отдельных, очень редких, слу-
чаях АС активного ПВП-массива может быть разо-
рван инсерциями коротких или длинных мобильных
элементов (LINEs или SINEs). Однако более протя-
женные разрывы никогда не обнаруживались. Ниже
мы рассмотрим подробно только новости “цитоге-
нетического масштаба”, т.е. модификации описан-
ных выше представлений, которые вовлекают мил-
лионы или сотни тысяч нуклеотидов и потенциаль-
но могут быть верифицированы с использованием
микроскопических (в отличие от чисто молекуляр-
ных) методов исследования.

Расщепленные центромеры. Случаи экспансии не-
АС повторов внутри АС массивов довольно часты в
мертвых мономерных слоях и, как считалось рань-
ше, не встречаются в активных центромерных ПВП-
массивах. Однако Altemose с соавторами (Altemose et
al., 2022a) впервые обнаружили три “расщеплен-
ные” центромеры, которые прерываются очень
большими массивами не-АС повторов. При этом в
центромерах хромосом 3 и 4 расщепленным оказал-
ся активный массив (рис. 2).

В центромере 3-й хромосомы активный АС мас-
сив S01/1C3H1L разделен на 3 части (0.8, 0.03 и
0.5 Мб) двумя большими доменами HSat1A (2.5 и
0.3 Мб), которые значительно превышает длину
массива АС. То же самое можно наблюдать в центро-
мере 4-й хромосомы, где домены HSat1A (1.7 и
0.1 Мб) разделяют активный АС массив S2C4H1L на
3 части (0.7, 2.7 и 0.2 Мб). Кроме того, в центромере
хромосомы 5 на q-плече большой домен HSat3
(0.4 Мб) отделяет активный массив (2.5 Мб) от мо-
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номерного и неактивного АС массивов (общей дли-
ной 1 Мб). Само по себе это не является необычным,
тем не менее, размер вставки классического сател-
лита ставит его в один ряд с вышеупомянутыми слу-
чаями. Авторы проверили ориентацию нитей рас-
щепленных АС массивов и фланкирующих последо-
вательностей в хромосомах 3 и 4, и обнаружили, что
они совпадают, то есть вставки не могли возникнуть
в результате инверсий на стыке между соседними
массивами HSat1 и АС. Таким образом, вероятным
объяснением является недавняя вставка и экспан-
сия HSat1 в пределах этих двух активных массивов.
Неожиданностью стало то, что вставки, которые, ве-
роятно, сначала должны были быть маленькими,
могли разрастись до таких гигантских размеров. Не
ясно, за какой промежуток времени могла произой-
ти такая амплификация. Авторы проверили “черно-
вые версии” фазированных (с разделенными гомо-
логами) сборок геномов 16 человек, которые полу-
чил Human Pangenome Reference Consortium

(HPRC), и во всех обнаружили расщепленные цен-
тромеры 3 и 4 хромосом. Это, однако, не исключает
того, что в каких-то древних человеческих популя-
циях или в ископаемых останках могут обнаружить-
ся нерасщепленные предковые активные массивы
(какими они были до вставки HSat1 и экспансии). В
этом случае можно будет попытаться понять, в ка-
кой период времени это произошло и определить
скорость амплификации сателлитной вставки. В
среднем в геноме человека частота контактов АС ре-
гионов с не-АС составляет: 0.17/Мб для ПВП,
6.48/Мб для дивергентных ПВП и 15.23/Мб для мо-
номерных областей. Таким образом, экспансии не-
АС, очевидно, являются частью общего градиента
дивергенции и распада, наблюдаемого в ряду ПВП-
дПВП-мономеры.

Еще одной особенностью центромер с расщеп-
ленными активными массивами является то, что ди-
вергенция ПВП в разных разделенных сегментах мо-
жет существенно различаться. Для сравнения, в неко-

Рис. 2. Аннотация центромерных районов хромосом 3 (a), 4 (б) и 5 (в). Красным цветом на треке “Centromeric Satellite Anno-
tation” показан активный ПВП, синим – классический сателлит, оранжевым – неактивные ПВП, коричневым – дивергент-
ные ПВП, бежевым – мономерные массивы. Вертикальной линией желтого цвета показана область “провала” в метилирова-
нии – место расположения кинетохора. Во всех трех хромосомах видны протяженные блоки классического сателлита (синий
цвет) внутри АС массивов (красный, оранжевый, коричневый, бежевый).
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торых активных ПВП-массивах (или их частях)
мономеры имеют особенно низкую среднюю дивер-
генцию (0.52–0.65%, например, центромеры 6 и 13 хро-
мосом). В то же время в расщепленной центромере 4-
ой хромосомы в каждом из двух больших АС сегмен-
тов, способных разместить кинетохор, тот, в кото-
ром он действительно размещается, имеет несколь-
ко меньшую дивергенцию (0.91 против 1.36%). В
центромере 3 эти величины тоже не одинаковы (0.65
против 0.86%). Это неравенство дивергенции в раз-
деленных частях активного массива обращает на се-
бя внимание, поскольку нечто подобное предсказы-
вает гипотеза кинетохор-селекции (Miga, Alexan-
drov, 2021; Altemose et al., 2022a), которая связывает
присутствие кинетохора с повышенной вероятно-
стью дупликации (амплификации) ПВП активного
массива, что должно повышать его гомогенность. В
то же время предполагается, что участки активного
массива перманентно отделенные от подкинетохор-
ной области, могут превратиться в неактивные “мерт-
вые центромеры”, которые, как считается, проходят
период гипермутабильности (Shepelev et al., 2009,
Uralsky et al., 2019). Таким образом, различия дивер-
генции в разделенных сегментах активного массива
входят в предсказания теории. Однако для того, что-
бы оценить значимость этого совпадения, требуются
дополнительные исследования.

Мегабазная полиморфная инверсия в активном до-
мене центромеры 1. Хотя было известно, что дивер-
гентные АС содержат множество инверсий (Rudd,
Willard, 2004) и инсерций транспозонов (Kazakov,
2003), такие события в активных массивах ПВП яв-
ляются неожиданными, поскольку ранее они счита-
лись однородными (Warburton, Willard, 1990, 1995).

Количественная оценка случаев инверсий нитей
внутри (не на границах) массивов сателлитов выяви-
ла неожиданные аномалии. Например, была обнару-
жена 1.7 Мб инверсия внутри активного массива АС
ПВП на 1-ой хромосоме (рис. 3), а также инверсии в

неактивных (но тоже гомогенных) массивах ПВП на
хромосомах 3, 16 и 20 (Altemose et al., 2022a).

Общий подсчет точек переключения цепей в АС
оценивал количество инверсий отдельно для ПВП,
дПВП и мономерных областей, направление нитей
было взято из трека “Annotation of ASat strand orien-
tation”. Переключение, произошедшее прямо на
границе сегмента (например, между разными масси-
вами ПВП), не учитывалось, так как разные массивы
ПВП часто идут по разным нитям. В однородных
ПВП (общая длина в геноме 70 Мб) были обнаруже-
ны четыре инверсии: в ПВП S1C1/5/19H1L_1,
S1C3H2, S2C16pH2-B/A и S2C20H2. Дивергентные
ПВП (1.8 Мб) имели 11 переключений (7 инверсий),
одна из которых включала только один мономер.
Дивергентные мономерные массивы (10.7 Мб) име-
ли 242 переключения. Таким образом, одно пере-
ключение происходило каждые 17.5, 0.16 и 0.44 Мб в
однородных ПВП, дивергентных ПВП и мономер-
ных слоях соответственно. Это иллюстрирует упомя-
нутый выше возрастной градиент инверсий, который
проявляется в том, что более молодые гомогенные
ПВП содержат меньше инверсий, а более старые ди-
вергентные ПВП и мономерные слои гораздо больше.
Это один из градиентов распада, характерных для
расширяющейся центромеры.

Чтобы лучше понять, являются ли сателлитные ин-
версии, инсерции и делеции обычными за пределами
генома CHM13, авторы провели их поиск в 16 фазиро-
ванных (с разделенными гомологами) черновых
сборках индивидуумов из разнообразных популя-
ций, полученных консорциумом HPRC (Miga, Wang,
2021). Он показал, что инверсия в активном АС
ПВП-массиве на хромосоме 1 является полиморф-
ной у разных особей и появляется примерно в поло-
вине индивидуальных хромосом 1 (11 из 24). Однако
вставки HSat1A на хромосомах 3 и 4 присутствуют во
всех проанализированных хромосомах (32 из 32 и 33
из 33 соответственно). Более того, отсутствующий в
CHM13 массив HSat3B2 на хромосоме 1 целиком со-

Рис. 3. Инверсия в активном ПВП массиве на 1-ой хромосоме. Красным цветом на треке Centromeric Satellite Annotation по-
казан активный ПВП. На треке “Annotation of ASat strand orientation” синим цветом показана последовательность по прямой,
красным – по обратной цепи. Вертикальной полосой желтого цвета показана область “провала” в метилировании – место
расположения кинетохора.
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держался в 400 Кб полиморфной делеции, которая
была обнаружена в 29% (8 из 28) исследованных хро-
мосом. В результате сделан вывод, что крупные пе-
ри/центромерные структурные перестройки, такие,
как описанные выше расщепленные центромеры и
мега-инверсия не являются специфичными для ге-
нома CHM13, а их присутствие либо варьирует, либо
фиксировано у всех людей.

Поскольку мега-инверсия в центромере 1 является
уникальной, для этого обзора мы изучили ее несколько
более подробно. Из-за того, что рекомбинационный
обмен между инверсией и основной частью массива,
включающей подкинетохорную область, может быть
затруднен, можно было бы ожидать отличий в ди-
вергенции и последовательности ПВП между инвер-
сией и остальным массивом. Однако таких отличий
выявлено не было. Возможно, инверсия просто
слишком недавняя, и с момента ее появления просто
не прошло достаточное количество времени.

В связи с обнаружением этой мега-инверсии
уместно задаться вопросом, не будет ли соединение
двух разных гомологов в мейозе несколько наруше-
но, если в одном инверсия будет, а в другом нет, и не
может ли такое нарушение привести к повышенной
мис-сегрегации хромосомы 1?

Центромерные макро-повторы в ряде хромосом.
Макро-повторы – это большие дупликации АС, ко-
торые могут довольно сильно различаться по возрас-
ту. Недавние экспансии повторов можно определить
путем построения и анализа точечных карт (dot
plots) центромерных последовательностей при само-
выравнивании.

Длина единицы выбирается примерно равной
длине ПВП (обычно 1000–3000 н.п.). Точка ставится
на графике, если два ПВП идентичны в обеих после-
довательностях. Главная диагональ представляет
100% идентичность, дополнительные линии, парал-
лельные диагонали, представляют почти идентич-
ные внутренние повторы в последовательности (не-
давние дупликации или экспансии). Таким образом,
различные рисунки из коротких отрезков вокруг
главной диагонали, которые наблюдается на графи-
ках, интерпретировались как признаки недавней ам-
плификационной активности. В сборке Т2Т-СНМ13
такие узоры обычно наблюдались в районах, связан-
ных с кинетохором (в 18–19 из 23-х хромосом), но
отнюдь не исключительно в этих районах (см. рис. 4a,
левая панель). Если нужно было исследовать отно-
шения последовательностей с более низкой иден-
тичностью в АС массиве, длина единицы постепен-
но уменьшалась (скажем, до 500 п.н.; рис. 4б правая
панель), а, например, древний макро-повтор в цен-
тромере X-хромосомы уже не виден на точечных
картах, но может быть обнаружен как повторяющая-
ся последовательность гаплотипов в левой половине
активного массива АС (рис. 4в). Кроме того, макро-
повторы иногда можно обнаружить по повторяю-

щимся паттернам в распределении структурных ва-
риантов ПВП на StV-картах (например, древний
макро-повтор в хромосоме 3).

Интересно, что в работе Altemose с соавторами
(Altemose et al., 2022a) также показано, что в актив-
ном АС массиве на хромосоме 12 CENP-A обогащен
только один из двух больших макро-повторов, хотя
оба содержат схожие молодые ПВП-гаплотипы.
Причем обогащение CENP-A наблюдали в том мак-
ро-повторе, где имела место недавняя амплифика-
ция одного из молодых гаплотипов (рис. 4а). Воз-
можно, что макро-повторы исходно были одинаковы-
ми (или по крайней мере более похожими), но
стабильное расположение кинетохора в одном из них
привело к дополнительной амплификации ПВП мо-
лодого гаплотипа, находящегося под кинетохором.

Гаплотипические центромерные эпиаллели в Х-
хромосоме. Как уже говорилось выше, работы Т2Т
консорциума показали, что место локализации ки-
нетохора отмечено в ДНК активного ПВП массива
“провалом” в метилировании. Авторы также изучили
вариацию расположения кинетохора на активном
ПВП массиве Х-хромосом разных людей (рис. 5)
(Gershman et al., 2022). Для этого использовали 3 ме-
тода: (1) сравнение паттернов обогащения различ-
ных ПВП-гаплотипов в коротких прочтениях из
экспериментов CENP-A NChIP-seq и CUT&RUN;
(2) прямое прикладывания прочтений из этих экспе-
риментов на полностью собранные центромеры X-
хромосомы CHM13; (3) прямое определение поло-
жения центромерных “провалов” в метилировании
ДНК, которое маркирует положение кинетохора, из
ONT прочтений (Simpson et al., 2017). Все три метода
показали, что в разных гомологичных Х-хромосомах
кинетохор может находиться в разных положениях.

Было картировано по крайней мере три таких по-
ложения: на правом фланге активного массива, на
левом фланге и посередине. Расстояния между тре-
мя точками составляют около 1 Мб. Таким образом,
если взять крайний случай и предположить, что в од-
ной клетке имеются 2 гомологичные Х-хромосомы,
где кинетохоры занимают 2 фланговых положения,
расстояние между ними будет составлять около 2 Мб.
В этой связи приходится задаться вопросом: не будет
ли в мейозе бивалент, содержащий такие хромосо-
мы, получать вращательный момент при разделении
гомологов из-за ассиметричного присоединения
микротрубочек веретена? Это может привести к то-
му, что данный бивалент примет перпендикулярное
положение (по отношению к обычному). Представля-
ется, что такая ситуация может легко вызвать нерас-
хождение хромосом и привести к числовым аномали-
ям Х-хромосом, которые, как известно, встречаются
очень часто (примерно 1/500 новорожденных (Ber-
glund et al, 2020)). Хотя эти аномалии зачастую не
вызывают драматических фенотипических проявле-
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ний благодаря инактивации избыточных Х-хромо-
сом, имеются данные, что пациенты с такими ано-
малиями гораздо чаще страдают дефектами развития
нервной системы и нейродегенеративными заболе-
ваниями, а также меньше живут и быстрее стареют
(Tartaglia et al., 2010; Bishop et al., 2011; Bojesen,
Gravholt 2011; Skakkebæk et al., 2014). В особенности
мозаичная потеря Х-хромосомы может являться
скрытым фактором в ряде упомянутых патологий
(Iourov et al., 2019).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ. ПЛАСТИЧНОСТЬ 
ЦЕНТРОМЕР, ЧТО ОНИ МОГУТ 

И ЧЕГО НЕ МОГУТ ДЕЛАТЬ

Вышеизложенные новые данные о макрострукту-
ре центромер человека несколько модифицируют
традиционные представления. До сих пор счита-
лось, что гомогенный кор центромеры, занятый ак-
тивным массивом, это однородное образование, со-
стоящее из тандемных ПВП, всегда идущих в одном
направлении (по одной нити). Единственным извест-
ным нарушением были очень редкие вставки мобиль-
ных элементов. Кроме того, было известно о существо-
вании ПВП-гаплотипов, определяемых комбинацией

нескольких мутаций, но как они распределены в цен-
тромере не было ясно, поскольку отсутствовали протя-
женные сборки. Наиболее логичным считалось пред-
положение, что близко расположенные ПВП больше
похожи друг на друга, чем на ПВП, расположенные да-
леко (Durfy, Willard, 1989).

Действительность, как это нередко случается,
оказалась отчасти похожей и отчасти непохожей на
прежние представления. Гомогенный кор центроме-
ры, действительно, в среднем является гомогенным,
однако никакие его параметры не контролируются
строго, и повсюду можно обнаружить весьма значи-
тельные исключения. Размеры активных доменов,
всегда большие, варьируют в очень широком диапа-
зоне (Miga et al., 2014; Altemose et al., 2022a), харак-
терная дивергенция ПВП в активном массиве в
среднем обычно в пределах 1%, но на краях встреча-
ются копии ПВП (или небольшие массивы), где ди-
вергенция достигает 2–3% (Altemose et al., 2022a). В
целом отсутствие инверсий в гомогенных массивах
является правилом, однако имеются рассмотренные
выше исключения. Нужно отметить, что в других
клеточных линиях (индивидуумах) они могут быть
другими, так что действительная частота и спектр
этих событий могут быть оценены только после ана-

Рис. 4. Точечные карты для центромерных последовательностей 12-ой хромосомы. Слева (a) показана “жесткая” карта (точка
ставится при совпадении 2000 т.н.п.). Кластер штрихов вне диагонали (указан стрелкой) показывает признаки недавней ам-
плификационной активности, и видно, что это место совпадает с положением “центромерного провала” (показано желтой
полосой) и расположением кинетохора. Справа (б) показана “мягкая” карта для этой же области (точка ставится при совпа-
дении 500 т.н.п.), видны два макро-повтора (отмечены синими линиями), и положение кинетохора в более длинном макро-
повторе. Можно предположить, что удлинение одной из копий произошло уже после дупликации из-за амплификационной
активности под кинетохором. в – Древние макро-повторы в центромере Х-хромосомы в CHM13 и HG002. Различные ПВП-
гаплотипы S3CXH1L (DXZ1) в активном массиве обозначены разными цветами, как описано в Altemose et al., 2022. Видны 2
макро-повтора (синий–оранжевый–черный–оранжевый). Эти повторы настолько древние, что не удается подобрать усло-
вия, при которых они были бы видны на точечной карте, однако их можно видеть на карте ПВП-гаплотипов.

а б

в СНМ13 Methylation Frequency

AS HOR haplotypes in CHM13 cenX

AS HOR halpotypes in HG002 cenX

HG002 Methylation Frequency



ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 3  2023

НОВОЕ В ГЕНОМИКЕ ЦЕНТРОМЕР: УРОКИ ПЕРВОЙ Т2Т-СБОРКИ ХРОМОСОМ 227

лиза первых десятков полных геномных сборок из
примерно 350, запланированных к производству
консорциумом HPRC. При этом впервые должна
получить конкретное освещение проблема взаимо-
связи полиморфизма прицентромерных районов
хромосом, имеющая первостепенное значение в
анализе причин различных заболеваний, в первую
очередь нервных и нейродегенеративных, а также
сердечно-сосудистых заболеваний (Fung et al., 2006;
Beecham et al., 2014; Herold et al., 2016; Miga 2019).

Наличие двух расщепленных активных массивов
также явилось сюрпризом. Насколько можно было
судить по ограниченной выборке из 16 человек, они
расщеплены у всех людей (Altemose et al., 2022a). Од-
нако можно ожидать исключений в каких-нибудь
древних вариантах хромосом 3 и 4, сохранившихся
либо в современных геномах, либо в ископаемой
ДНК. В этой связи следует упомянуть важную осо-
бенность центромер: мейотическая гомологичная
рекомбинация в них подавлена (Mahtani, Willard,
1998). Поэтому древние варианты центромер, при-
внесенные в современные геномы в результате скре-
щивания с архаическими людьми, такими как неан-
дертальцы и денисовцы, или случайно сохранившие
предковую структуру в неизменном виде, имеют шанс
дойти до нас в целости. Они не будут “измельчены” ре-
комбинацией на небольшие куски самого разного
“структурного возраста” (определяемого по основным
редко меняющимся структурным чертам). В отличие
от последнего “мутационный возраст” всех последо-
вательностей в современном геноме одинаковый,
поскольку мутации происходят по всему геному бо-
лее или менее равномерно. Таким образом, в каких-
то человеческих линиях могут случайным образом
сохраниться центромеры, не претерпевшие крупных
структурных изменений в течение очень долгого
времени. Такие центромеры можно назвать древни-
ми, имея в виду именно их структурный возраст. Та-
ким образом, если древняя нерасщепленная центро-
мера каким-то образом уцелеет при прохождении
популяционных “бутылочных горлышек”, она мо-
жет быть обнаружена у современного человека в це-
лости и сохранности (за исключением отдельных
случайных мутаций) и ее структурные особенности
могут быть идентифицированы с таковыми в иско-
паемой ДНК.

Кроме того, расщепленные активные массивы и
макро-повторы могут представлять интерес в плане
обоснования гипотезы кинетохор-селекции и общих
сценариев эволюции ПВП массивов. Например, ес-
ли кинетохор находится на одном из двух почти
идентичных макро-повторов, можно предполагать,
что в нем будет больше признаков недавней дупли-
кационной активности, чем в другом макро-повто-
ре. Также интересно насколько стабильным будет
такое положение? Не будет ли кинетохор распола-
гаться на разных копиях макро-повтора у разных

людей? Возможны ли случаи, когда одна часть рас-
щепленной центромеры остается активным масси-
вом, а другая становится мертвой центромерой, пре-
терпевает гипермутабильность и превращается в ди-
вергентный ПВП-массив? Эти и другие интересные
вопросы потребуют дальнейших исследований, од-
нако технологическая база для них уже создана, и
можно думать, что науку о центромерах ожидают за-
хватывающие времена.

Рис. 5. Три варианта расположения кинетохора в актив-
ном ПВП-массиве Х-хромосомы (гаплотипические цен-
тромерные эпиаллели). Черной линией показан уровень
метилирования в активном ПВП-массиве. Гипометили-
рованная область указывает на место расположения ки-
нетохора в активном ПВП массиве Х-хромосомы трех
индивидов (HG03098 – a, HG01109 – б, HG01243 – в).
Для каждого образца показаны треки с аннотацией
ПВП-гаплотипов, где разные гаплотипы обозначены
цветами. Можно видеть, что наряду с вариантами цен-
тромер, имеющими два макро-повтора (б), подобными
показанным на рис. 4, имеются варианты (а и в), не име-
ющие макро-повторов.
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With the recent development of long-read sequencing technologies, it is now possible for the first time to read a com-
plete gapless sequence of the human genome. The result was the first T2T (telomere-to-telomere) genomic assem-
bly, published by an international consortium of scientists in 2022. The most significant contribution of the new as-
sembly were the centromeric regions consisting of highly repetitive satellite DNA. In this review, we will briefly list
the major achievements of the T2T consortium related to centromeres and take a closer look at the unexpected find-
ings of cytogenetic magnitude that analysis of first assembled human centromeres has brought, such as the “split”
centromeres of chromosomes 3 and 4, mega-inversion in the active centromere array of chromosome 1, haplotypic
epialleles in the centromere of X chromosome and the macro-repeats found in several centromeres.

Keywords: alpha satellite, centromere, HOR-haplotype, inversion, macro-repeats, centromeric epialleles, Т2Т-con-
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Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) и индуцированные плюрипотентные стволовые клетки (иПСК)
демонстрируют уникальную способность к непрерывному самообновлению и дифференцировке во все
типы соматических клеток. Понимание механизмов, контролирующих эти свойства, приблизит к эффек-
тивному и безопасному использованию ЭСК и иПСК в клеточной терапии. Недавние совокупные данные
подчеркнули важность протеостаза в поддержании функции ЭСК. Настоящий обзор посвящен роли убик-
витин-протеасомной системы (УПС) – ключевого участника сети протеостаза – в регуляции плюрипо-
тентности и дифференцировки ЭСК и иПСК.

Ключевые слова: деубиквитиназы, дифференцировка, плюрипотентность, протеасома, убиквитин-лигазы,
убиквитин-протеасомная система, эмбриональные стволовые клетки
DOI: 10.31857/S0041377123030069, EDN: VDOROR

Плюрипотентные клетки внутренней клеточной
массы (ВКМ) бластоцисты способны дифференци-
роваться во все эмбриональные и экстраэмбрио-
нальные ткани. Клетки ВКМ бластоцисты, культи-
вируемые в лабораторных условиях, получили на-
звание эмбриональные стволовые клетки (ЭСК)
(Thomson et al., 1998; Abu-Dawud et al., 2018). Работа-
ми последних лет установлена способность ЭСК
противостоять повреждающим факторам, которые
могли бы привести к выходу из состояния плюрипо-
тентности и старению (Young, 2011). Так, показано,
что ЭСК имеют пониженную частоту мутаций, что
способствует большей стабильности генома, и про-
дуцируют гораздо меньше радикалов кислорода по
сравнению с дифференцированными клетками
(Saretzki et al., 2004; Sinenko et al., 2021). Эти свойства
ЭСК в значительной степени обеспечиваются уси-
ленной активностью защитных систем клетки. К
плюрипотетным стволовым клеткам (ПСК) отно-
сятся как ЭСК, так и индуцированные ПСК
(иПСК). иПСК впервые были получены в результате
генетического репрограммирования соматических
клеток в 2006 г. c помощью экзогенной экспрессии
факторов транскрипции Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc
(Takahashi, Yamanaka, 2006). Научившись поддержи-
вать плюрипотентное состояние в условиях лабора-
тории и культивировать ЭСК и иПСК неограничен-

ное время in vitro, ученые получили новые возмож-
ности для более подробного исследования как
состояния плюрипотентности, так и выхода из него,
в том числе посредством изучения функций отдель-
ных генов.

В настоящее время очевидны большие перспек-
тивы применения ПСК в четырех основных областях:
биологии развития, регенеративной и трансплантаци-
онной медицине, моделировании заболеваний и раз-
работке лекарственных препаратов. Поскольку в ос-
нове многих заболеваний лежат генетические нару-
шения, моделирование таких заболеваний может
быть облегчено путем изучения конкретных геноти-
пов в подходящем экспериментальном контексте.
Так, огромный потенциал ПСК для моделирования
заболеваний человека был быстро реализован с по-
явлением работ, в которых с помощью генетических
модификаций в ПСК были получены модельные in
vitro системы, позволяющие изучать ассоциирован-
ный с определенной мутацией фенотип. ПСК челове-
ка используют также и для моделирования хромосом-
ных нарушений путем изоляции спонтанно возникаю-
щих в культуре анеуплоидных клеток, например,
клеток с моносомией по X-хромосоме, характерной
для синдрома Тернера (Urbach, Benvenisty, 2009). В
настоящее время ЭСК успешно использовали для
создания моделей хромосомных и моногенных забо-
леваний человека, таких как синдром Дауна и син-
дром Тернера (Biancotti et al., 2010), а также сложных
психических заболеваний, включающих расстрой-

Принятые сокращения: ПСК – плюрипотентные стволовые
клетки; иПСК – индуцированные ПСК; УПС – убиквитин-про-
теасомная система; ЭСК – эмбриональные стволовые клетки.

УДК 57.052:57.041:576.53
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ства аутистического спектра и шизофрению (Pak et al.,
2015).

Разработаны протоколы получения мезэнце-
фальных дофаминовых нейронов из ПСК, которые
успешно приживаются и устраняют двигательные
нарушения после трансплантации в модели болезни
Паркинсона у крыс (Alekseenko et al., 2022). Терапия
на основе ПСК таких заболеваний сетчатки, как воз-
растная дегенерация желтого пятна и Болезнь Штар-
гардта, также может обеспечить безопасное и эффек-
тивное лечение, поскольку не было зарегистрировано
серьезных побочных эффектов и свидетельств ано-
мального роста клеток или образования опухоли при
трансплантации полученных из ПСК клеток в глаза
пациентов (Schwartz et al., 2015; Liu et al., 2018). Ак-
тивно исследуется возможность использования пан-
креатических клеток-предшественников или инсу-
лин-секретирующих клеток, полученных из ЭСК
человека в терапии диабета. На модельных живот-
ных было показано, что такие клетки способны сек-
ретировать инсулин в ответ на глюкозу и снижать
высвобождение инсулина для предотвращения ги-
погликемии (Rezania et al., 2014).

Помимо этого, интенсивно разрабатываются
стратегии применения ПСК для скрининга ле-
карств, где одним из направлений является исследо-
вание токсичности препаратов. Этот подход вклю-
чает дифференцировку ПСК человека в клетки тка-
ни, на которую воздействует исследуемый препарат,
а затем проведение дозозависимого анализа токсич-
ности. Многие подобные исследования сосредото-
чены на кардиомиоцитах и гепатоцитах, полученных
из ПСК, поскольку применение лекарственных пре-
паратов часто сопровождается неблагоприятными по-
следствиями для сердца или печени (Behbahan et al.,
2011).

Несмотря на большой потенциал применения
ПСК, необходимо решить многочисленные пробле-
мы, чтобы эффективно реализовать все преимуще-
ства технологии плюрипотентных стволовых клеток
в регенеративной медицине и при разработке лекар-
ственных препаратов. Так, например, для того чтобы
клеточные системы считались надежной моделью
для скрининга лекарств, требуется определить, дей-
ствительно ли на основе результатов таких исследо-
ваний можно предсказать токсичность лекарств,
сравнимую с той, которая наблюдается во время
приема препаратов при развитии заболевания in vivo.
Кроме того, различные методы культивирования
ПСК могут изменить эпигенетический статус клеток
(Young et al., 2001). Другой критической проблемой
клеточной терапии на основе ПСК является иммун-
ное отторжение реципиентами аллогенных клеток,
полученных из ПСК человека, что заставляет ис-
пользовать иммуносупрессоры для подавления ре-
акции, вызванной трансплантацией (Fu, 2014). Еще
одним препятствием применения ПСК в регенера-
тивной медицине является риск онкогенеза, по-

скольку трансплантируемые клетки могут содержать
фракцию недифференцированных клеток, которые
способны индуцировать образование тератом (Schuld-
iner et al., 2001; Fujikawa et al., 2005; Cao et al., 2006).

В связи с этим, одной из основных целей исследо-
ваний стволовых клеток является разработка и стан-
дартизация простых и надежных методов дифферен-
цировки, чтобы свести к минимуму существенную не-
однородность дифференцируемых культур и
научиться получать стабильные клеточные линии.
Большинство существующих протоколов были раз-
работаны на основе наших знаний о релевантных
для различных этапов развития дифференцировки
сигналах, выявленных в моделях животных. Тем не
менее, чтобы полностью понять сложность сигналов
и генетических программ, которые контролируют
дифференцировку каждого отдельного типа клеток,
необходимы дальнейшие исследования.

Таким образом, можно заключить, что на пути к
безопасному и эффективному использованию ПСК
необходимо всестороннее изучить биологию стволо-
вых клеток, в том числе особенности работы внутри-
клеточных систем регуляции поддержания клеточ-
ной плюрипотентности и дифференцировки. Одной
из таких систем является убиквитин-протеасомная
система (УПС) деградации белков, которая осу-
ществляет большую часть регулируемого протеолиза
в клетке, тем самым играя роль важного регулятора
многих клеточных процессов. В последние годы по-
является все больше свидетельств того, что функци-
онирование УПС имеет большое значение в регуля-
ции плюрипотентности и дифференцировки ПСК
(Buckley et al., 2012; Okita, Nakayama, 2012; Vilchez et
al., 2012a; Селенина и др., 2017; Choi, Baek, 2018;
Noormohammadi et al., 2018) .

УБИКВИТИН-ПРОТЕАСОМНАЯ
СИСТЕМА (УПС)

УПС действует как основная протеолитическая
система клетки, которая, деградируя регуляторные
белки (например, циклины, вовлеченные в кон-
троль клеточного цикла, и транскрипционные фак-
торы) и аномальные белки (неправильно свернутые,
старые или поврежденные), играет важную роль в
различных клеточных процессах, включая контроль
качества белков (протеостаз), клеточный цикл, пре-
зентацию антигена при иммунном ответе, апоптоз и
клеточный сигналинг (Konstantinova et al., 2008).
Функции УПС можно разделить на две части –
убиквитинирование (деубиквитинирование) и де-
градацию. Основными функциональными элемен-
тами УПС являются: белок убиквитин, ферменты
E1, E2 и E3, а также протеасомы.

В настоящее время термин “протеасома” охваты-
вает все семейство отдельных комплексов, которые
имеют общее протеолитическое ядро (коровую ча-
стицу 20S) и различаются присоединенными к ним
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активаторами протеасом (Budenholzer et al., 2017).
Каждый из таких протеасомных комплексов играет
определенную роль в контроле функций клетки, а
регуляторы протеасом, как особые белки, взаимо-
действующие с протеасомами, могут служить для бо-
лее тонкой подстройки функции протеасом в соот-
ветствии с потребностями клетки (Morozov, Karpov,
2018). Например, в последние годы активно разраба-
тываются ингибиторы протеасом, которые инакти-
вируют их каталитические активные центры и эф-
фективно блокируют деградацию белков в клетке,
что приводит к подавлению пролиферации и апо-
птозу (Meiners et al., 2008). Соответственно, актив-
ность протеасомы является ключевой детерминан-
той почти всех клеточных процессов, от пролифера-
ции и выживания клеток до дифференцировки и
иммунных ответов, что делает протеасомы эффек-
тивной терапевтической мишенью для лечения рака
и других заболеваний, таких как сердечно-сосуди-
стые, нейродегенеративные, легочные и аутоиммун-
ные (Drews, Taegtmeyer, 2014; Meiners et al., 2014;
Ciechanover, Kwon, 2015; Zhang et al., 2020; Yadav et al.,
2022).

Протеолитическим “ядром” УПС является 26S-
протеасома, которая лежит в основе убиквитин-за-
висимой протеасомной деградации белка в клетке
(Budenholzer et al., 2017). Интактная 26S-протеасома –
это АТФ-зависимый протеолитический комплекс с
молекулярной массой около 2.5 МДа, состоящий из
коровой 20S-протеасомы и одного или двух 19S-ре-
гуляторных комплексов (Dahlmann, 2005).

20S-частицы эволюционно высококонсерватив-
ны и в клетке широко представлены в цитоплазме и
ядре в свободной от регуляторов форме (Fabre et al.,
2015). Протеасома 20S состоит из 28 субъединиц α- и
β-типа, которые образуют стопку из четырех гепта-
мерных колец (α1-7, β1-7, β1-7, α1-7) (Groll et al.,
1997). Два внешних кольца состоят из семи гомоло-
гичных α-субъединиц, а два внутренних – из семи
подобных консервативных β-субъединиц (рис. 1).
α-Субъединицы протеасомы имеют высококонсер-
вативные N-концевые удлинения, отсутствующие в
β-субъединицах, которые образуют ворота, контро-
лирующие прохождение субстрата через централь-
ный канал α-кольца (Groll et al., 2000). В отсутствие
активаторов ворота чаще всего находятся в закрытой
конформации (Osmulski et al., 2009). Центральные
кольца 20S-протеасомы из субъединиц β-типа фор-
мируют протеолитическую полость, где осуществля-
ется гидролиз белка. Известно, что пептидные связи
субстрата гидролизуются N-терминальным остат-
ком треонина (Thr1), который присутствует в β-субъ-
единицах (Seemuller et al., 1995). Интересно, что в го-
мологах 20S-протеасом архей все β-субъединицы яв-
ляются идентичными, а у высших эукариот
деградация субстрата является более специфичной,
и только три из семи субъединиц β-типа – β1
(PSMB6), β2 (PSMB7) и β5 (PSMB5) – протеолитиче-
ски активны по типу каспазы, трипсина и химотрип-

сина соответственно (Groll et al., 2005). Эти, так на-
зываемые “стандартные” или “конститутивные” ка-
талитические субъединицы, образуют стандартную
20S-протеасому, которая конститутивно присут-
ствует во всех клетках.

В клетках млекопитающих было описано не-
сколько вариантов коровых частиц протеасом, в ко-
торых активные субъединицы “конститутивной”
20S-протеасомы были замещены индуцибельными
или тканеспецифическими паралогами (рис. 1). Им-
мунопротеасома является наиболее изученным из
этих вариантов; в данной конфигурации происходит
замена трех конститутивных β-субъединиц на инду-
цибельные β1i, β2i и β5i (Bai et al., 2014). Существуют
также промежуточные типы протеасом (рис. 1), что,
как предполагают, ведет к увеличению пептидного
разнообразия для презентации антигена (Kammerl
et al., 2016). Другой альтернативной изоформой ко-
ровой частицы является тимус-специфическая про-
теасома или тимопротеасома (рис. 1), в которой
субъединица β5t обладает сниженной химотрипсин-
подобной активностью по сравнению с β5 и β5i. Ти-
мопротеасома играет важную роль в позитивном от-
боре иммунных CD8+-Т-клеток (Murata et al., 2008).
Известен еще один вариант коровой протеасомы –
сперматопротеасома – содержащая альтернативную
α-субъединицу α4s, которая синтезируется исклю-
чительно в мужских половых клетках после их диф-
ференцировки в сперматоциты (Qian et al., 2013; Uechi
et al., 2014). Показано, что сперматопротеасомы в ком-
плексе с регулятором PA200, участвуют в сперматоге-
незе и осуществляют убиквитин-независимую дегра-
дацию ацетилированных гистонов (Qian et al., 2013).

Для распознавания убиквитинированных белков
26S-протеасомой и подготовки их к деградации (вы-
бор и связывание субстрата, отщепление убиквити-
на, разворачивание и перенос субстрата в протеоли-
тическую камеру 20S-частицы) существуют регуля-
торные комплексы. Комплекс 19S (PA700) имеет
молекулярную массу около 1 МДа и состоит из
АТФазных и не-АТФазных субъединиц (рис. 1). Со-
гласно биохимическим и структурным исследовани-
ям, 19S-частица состоит из двух субкомплексов: “ос-
нования” и “крышки” (Glickman et al., 1998). Было
показано, что основание 19S-частицы имеет форму
гексамерного кольца из шести АТФаз (regulatory par-
ticle triple A proteins Rpt1–6), двух адаптерных белков
(Rpn1, Rpn2) и двух рецепторов убиквитина (Rpn10,
Rpn13) и контактирует с внешним α-кольцом 20S-
частицы. Предполагается, что эти АТФазы ААА-се-
мейства участвуют в линеаризации и транслокации
белковых субстратов в протеолитическую полость
20S-частицы (Zhang et al., 2007). К настоящему
времени показано, что субъединицы, расположен-
ные в верхней части кольца, такие как Rpt3 и Rpt4,
вносят больший вклад в связывание и транслока-
цию субстратов по сравнению с субъединицами,
расположенными ниже в кольце, такими как Rpt1
и Rpt2 (Beckwith et al., 2013). Крышка регуляторно-
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го комплекса 19S является структурой из восьми не-
АТФазных субъединиц Rpn (Regulatory particle non-
ATPases) – Rpn3, Rpn5–9 и Rpn11–12 (Finley et al.,
1998; Glickman et al., 1998; Smalle, Vierstra, 2004).
Субъединицы Rpn10 и Rpn13 осуществляют захват
полиубиквитинированных белков, а субъединица
Rpn11 является Zn2+-зависимым деубиквитинирую-
щим ферментом (Verma et al., 2002; Yao, Cohen,
2002). Для большинства субъединиц крышки функ-
ции не установлены, однако известно, что она спо-
собна распознавать полиубиквитиновые цепи, так
как протеасома осуществляет протеолиз убиквити-
нированных белков только в присутствии этой
крышки (Glickman et al., 1998).

Регуляторный комплекс PA28 (11S) обнаружен
только у высших эукариот и имеет структуру гепта-
мерного кольца, собранную из гомологичных субъ-
единиц двух типов PA28α и PA28β и отдельного, но
родственного белка, называемого PA28γ, который
также известен как антиген Ki (Fort et al., 2015). По-
добно иммунным субъединицам 20S-протеасом,
синтез α- и β-субъединиц РА28-активатора стиму-
лируется IFN-γ; известно также, что иммунопротеа-
сомы часто ассоциированы с активатором РА28αβ
(Fabre et al., 2015). Согласно существующим данным,
связывание 20S-протеасомы с PA28αβ вызывает рез-
кое увеличение образования небольших олигопеп-

тидов, подходящих для презентации главного ком-
плекса гистосовместимости MHC I (Cascio et al.,
2001; Saric et al., 2002). 20S-протеасомы в комплексе
РА28αβ осуществляют также деградацию окислен-
ных белков (Pickering, Davies, 2012).

С 20S-протеасомами могут связываться и другие
регуляторные комплексы и белки, причем 20S-про-
теасомы в такой конфигурации опосредуют убикви-
тин-независимую деградацию субстрата (Stadtmuel-
ler, Hill, 2011; Jiang et al., 2018) . К таким регуляторам
20S-протеасомы относят активатор PA200, играю-
щий роль в репарации ДНК и поддержании нор-
мального сперматогенеза в семенниках, ингибитор
протеасомы PI31 и взаимодействующие с протеасо-
мой белки ECM29 или VCP/p97 (рис. 1). С каждым
из этих регуляторов потенциально может связывать-
ся 20S-протеасома, образуя так называемые гибрид-
ные протеасомные комплексы. Теоретически ком-
бинация всех возможных взаимодействий ядра 20S с
различными активаторами и регуляторами дает 56
возможных протеасомных комплексов (Wang et al.,
2020). Несмотря на то, что пока еще нет системати-
ческих доказательств существования и функцио-
нальной значимости всех этих комплексов, можно
предполагать, что каждый из них обладает способ-
ностью деградировать специфические белки в раз-

Рис. 1. Схематическое изображение организации протеасом. По составу каталитических субъединиц 20S-протеасомы делятся
на конститутивные (β1, β2, β5), иммунопротеасомы (β1i, β2i, β5i), тимопротеасомы (β1i, β2i, β5t). Сперматопротеасомы име-
ют уникальную субъединицу α4s. Протеасомы 20S находятся в клетке без регулятора (“свободные”) или могут связывать один
или два активатора 19S, формируя 26S- или 30S-протеасомы, которые осуществляют убиквитин-зависимый протеолиз в
клетке. Протеасомы 20S могут связываться также с регуляторами PA28αβ, PA28γ и PA200 и, вероятно, с PI31. Гибридные фор-
мы протеасом несут два разных регулятора.
Рис. 1 и 2 выполнены с помощью сервиса BioRender (https://biorender.com).
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личных субклеточных сайтах или модулировать
функцию протеасом определенным образом.

Известно, что селективное присоединение убикви-
тина – эволюционно консервативного белка из
76 аминокислотных остатков – зачастую является на-
чальным сигналом для деградации белка (Nandi et al.,
2006). Убиквитинирование – это присоединение од-
ной или нескольких молекул убиквитина к белкам-
субстратам, обеспечивающее селективную деграда-
цию полиубиквитинированных субстратов, а также
регулирующее локализацию, функциональную ак-
тивность и белок-белковые взаимодействия. Кова-
лентное присоединение убиквитина к целевому бел-
ку осуществляется с образованием изопептидной
связи между глицином на карбоксильном конце
убиквитина и внутренним лизином на субстрате.
Дополнительные фрагменты убиквитина последова-
тельно добавляются друг к другу с образованием по-
лиубиквитиновой цепи, которая функционирует как
маркер распознавания для протеасомы (рис. 2).

Убиквитинирование белка осуществляется в три
последовательных этапа с участием трех ферментов:
E1, E2 и E3 (Hershko, Ciechanover, 1992). Каскад
убиквитинирования начинается с АТФ-зависимой
активации убиквитина убиквитин-активирующим
ферментом E1. Убиквитин присоединяется к внут-

реннему остатку Cys фермента E1 через промежуточ-
ный тиоловый эфир, генерирующий E1-S-убикви-
тин. Затем убиквитин переносится на убиквитин-
конъюгирующий фермент E2. На третьем этапе до-
бавление убиквитина к белковому субстрату катали-
зируется убиквитинлигазой E3. Важно отметить, что
цепочки убиквитина могут быть удалены с белка-
субстрата под действием группы белков, называе-
мых деубиквитинирующими ферментами или деу-
биквитиназами (DUB), представляющих из себя ме-
талло- и цистеиновые протеазы (He et al., 2016).

Высокая специфичность и селективность УПС
заключается в разнообразии различных убиквитин-
лигаз E3, которые могут распознавать определенный
субстрат (Hershko, Ciechanover, 1998). Одним из наи-
более важных паттернов распознавания является
“дестабилизирующая” N-концевая аминокислота, та-
кая как аргинин и лизин. Эти уникальные N-концевые
остатки могут определять период полужизни внутри-
клеточного белка; это явление получило название
“правило N-конца”. Помимо субстратов, активность
самой УПС могут модулировать множество факторов,
таких как гормоны щитовидной железы, глюкокорти-
коидные стероиды, цитокины и белки, экспрессируе-
мые в злокачественных клетках, такие как, например,
фактор, индуцирующий протеолиз (PIF).

Рис. 2. Схематичное изображение убиквитин-зависимой деградации белкового субстрата протеасомой. Убиквитинирование
белкового субстрата осуществляется в результате АТФ-зависимого ковалентного присоединения убиквитина (Уб) каскадом
убиквитин-активирующих ферментов (Е1), убиквитин-конъюгирущих ферментов (Е2) и убиквитинлигаз (Е3). Повторяю-
щиеся действия этих трех ферментов вызывают полиубиквитинирование субстрата с последующей его деградацией протеа-
сомой и высвобождением свободных молекул убиквитина. Полиубиквитинированные субстраты также могут быть деубик-
витинированы ферментами, называемыми деубиквитиназами (DUB), что приводит к высвобождению свободных молекул
убиквитина и субстрата.
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УБИКВИТИН-ПРОТЕАСОМНАЯ СИСТЕМА 
И ПЛЮРИПОТЕНТНОСТЬ

ЭСК способны давать начало всем клеточным ти-
пам, представленным в организме, что подразумевает
существование жесткого контроля самообновления и
плюрипотентности, включающего в себя транскрип-
ционные факторы, сигнальные каскады, микроРНК,
взаимодействующие с системой регуляторных белков
и белков, вовлеченных в формирование структуры хро-
матина, свойственной плюрипотентным клеткам
(Meshorer, Misteli, 2006). Недавние исследования пока-
зали, что УПС играет важную и сложную роль в кон-
троле плюрипотентности за счет динамической регуля-
ции количества белков, включая факторы транскрип-
ции стволовых клеток. Как было отмечено выше,
специфичность работы УПС обеспечивается большим
количеством разнообразных убиквитинлигаз.

В настоящее время ежегодно появляются иссле-
дования, сообщающие об идентификации все новых
E3-убиквитинлигаз, которые работают посредством
взаимодействия с факторами плюрипотентности
Oct4, Sox2, Nanog, Klf4 и др., а также с другими
участниками ключевых сигнальных путей. Так, ста-
бильность и транскрипционная активность Oct4 ре-
гулируются Е3-убиквитинлигазой Itch (Liao et al.,
2013). Интересно, что хотя Itch-опосредованное
убиквитинирование способствует деградации Oct4
протеасомами, тем не менее, эта модификация на
молекулярном уровне увеличивает аффинность свя-
зывания Oct4 с генами-мишенями и, таким образом,
повышает его транскрипционную активность.
Функционирование Itch необходимо для поддержа-
ния и индукции плюрипотентности, поскольку ис-
тощение этой убиквитинлигазы приводит к диффе-
ренцировке ЭСК мыши и снижает эффективность
образования иПСК (Liao et al., 2013).

Другая E3-лигаза, Wwp2, может взаимодейство-
вать как с Oct4, так и с Sox2, что приводит к протео-
лизу этих факторов и, соответственно, к дифферен-
цировке ЭСК человека и мыши (Fang et al., 2014;
Xu et al., 2009). Было отмечено, однако, что ЭСК, по-
лученные от Wwp2-дефицитных мышей, имели ти-
пичную для ЭСК морфологию и экспрессировали
нормальные уровни факторов плюрипотентности
(Oct4, Sox2 и Klf4), поэтому Wwp2-опосредованное
убиквитинирование Oct4 кажется необязательным
для поддержания плюрипотентности, но критичным
для детерминации клеточной судьбы и перепрограм-
мирования (Li et al., 2018). Убиквитинлигаза FBXW7
также контролирует плюрипотентность ЭСК, регу-
лируя стабильность белка c-Myc, и действует как
ключевой регулятор дифференцировки ЭСК, по-
скольку подавление экспрессии FBXW7 ингибирует
дифференцировку этих клеток и усиливает клеточ-
ное перепрограммирование (Buckley et al., 2012; Oki-
ta et al., 2012). Кроме того, показано, что E3-убикви-
тинлигаза FBXW8 способствует полиубиквитиниро-
ванию Nanog и его последующей деградации

протеасомами, что также приводит к дифференци-
ровке ЭСК мыши (Kim et al., 2014).

Все основные пост-трансляционные модифика-
ции белков, включая убиквитинирование, являются
обратимыми благодаря работе определенных фер-
ментов. Очевидно, что для поддержания “стволово-
сти” ПСК или же, наоборот, для направления в диффе-
ренцировку процессы убиквитинирования и деубикви-
тинирования ключевых факторов плюрипотентности и
других участников сигнальных каскадов должны про-
исходить своевременно и хорошо скоординирован-
ным образом. В масштабном исследовании с помо-
щью скрининга интерферирующих РНК, нацеленных
на компоненты УПС, удалось идентифицировать зна-
чительное количество убиквитинирующих и деубик-
витинирующих ферментов, необходимых для регу-
ляции плюрипотентности и дифференцировки ЭСК
мыши, что свидетельствует о важности обоих спосо-
бов регуляции (Buckley et al., 2012). Недавние иссле-
дования показали, что ключевой фактор c-Myc мо-
жет стабилизироваться за счет деубиквитинирова-
ния с помощью DUB-ферментов Usp28, Usp36 и
Usp37 (Diefenbacher et al., 2015; Pan et al., 2015; Sun et al.,
2015). Субъединица “крышки” 19S-регулятора про-
теасомы Rpn11 также обладает деубиквитиниующей
активностью, а при подавлении экспрессии Rpn11 в
ЭСК мыши наблюдали значительное снижение бел-
ка Oct4 в сочетании с морфологическими изменени-
ями клеток (Buckley et al., 2012). Идентифицирована
еще одна DUB, необходимая для поддержания плю-
рипотентного состояния ЭСК, Usp21, истощение
которой в ЭСК мыши приводит к деградации факто-
ра плюрипотентности Nanog и к дифференцировке
клеток (Liu et al., 2016).

Белок Dppa3 (также известный как Stella или
PGC7) играет решающую роль в раннем эмбрио-
нальном развитии, модулируя программу тран-
скрипции и регулируя эпигенетическую модифика-
цию (Nakamura et al., 2007, 20212; Liu et al., 2012;).
Помимо роли в эмбриогенезе, Dppa3 неодинаково
экспрессируется в ЭСК: наивные ЭСК экспрессиру-
ют Dppa3 на более высоком уровне, чем праймиро-
ванные клетки (Hayashi et al., 2008; Sang et al., 2019),
что предполагает роль Dppa3 в поддержании именно
наивного состояния плюрипотентности. Состояния
плюрипотентности подробно описаны в недавней
обзорной работе Гордеева с коллегами (2021). Со-
гласно последним данным, важным фактором в под-
держании плюрипотентности является взаимодей-
ствие белка Dppa3 с компонентами УПС (Zhao et al.,
2022). Установлено, что белок Dppa3 может служить
субстратом для протеасомной деградации и конку-
рировать за связывание протеасомой с другими бел-
ками, что приводит к накоплению в клетке послед-
них. Так, увеличение экспрессии Dppa3 в ЭСК сопро-
вождалось накоплением Е3-убиквитин-лигазы Uhrf1 и
фактора плюрипотентности Nanog (Zhao et al., 2022).
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Известно, что ПСК демонстрируют уникальный
эпигенетический ландшафт, который в значитель-
ной степени выражен модификациями гистонов
(Bernstein et al., 2006; Mattout, Meshorer, 2010). По
сравнению с метилированием и ацетилированием
гистонов, информация о корреляции между убикви-
тинированием и плюрипотентностью ограничена,
однако существуют свидетельства о вовлеченности
компонентов УПС в регуляцию плюрипотентности
на эпигенетическом уровне. Например, моноубикви-
тинирование гистона H2A в положении K119 коррели-
рует с репрессией транскрипции (Nakagawa et al., 2008;
Zhou et al., 2008). Этот сигнал может быть опосредо-
ван E3-убиквитинлигазой Ring1A/1B и является
критическим для поддержания недифференциро-
ванного состояния ЭСК, поскольку двойная деле-
ция Ring1A и Ring1B приводит к дифференцировке
ЭСК (de Napoles et al., 2004; Endoh et al., 2008; van der
Stoop et al., 2008; Weitzman et al., 2010). Другая E3-
убиквитинлигаза Dzip3 также может моноубиквити-
нировать гистон H2A в положении K119 и специфиче-
ски действует на области промотора генов в ЭСК, свя-
занных с дифференцировкой, посредством регуляции
организации 3D-хроматина (Inoue et al., 2015).

В исследованиях транскриптомных профилей
ЭСК человека и мыши гены, кодирующие компо-
ненты УПС были выявлены среди высоко экспрес-
сируемых, что также подтверждает важную роль
УПС в индукции и поддержании плюрипотентности
(Sato et al., 2003; Babaie et al., 2007; Zhou et al., 2009).
Изучение особенностей протеома ЭСК человека
позволило идентифицировать около 60 наиболее ак-
тивно синтезируемых белков, большинство из кото-
рых являются шаперонами и компонентами УПС
(Baharvand et al., 2006), что свидетельствует в пользу
большого значения протеостаза в поддержании
идентичности стволовых клеток. Для ЭСК человека
характерна повышенная протеасомная активность
(Buckley et al., 2012; Vilchez et al., 2012a), что указыва-
ет на тесную связь между протеостазом и идентично-
стью ЭСК. В ЭСК человека активность протеасом ин-
дуцируется высокими уровнями Rpn6 (PSMD11) –
каркасной субъединицы 19S-регулятора, которая спо-
собствует сборке активных протеасом. Повышенную
экспрессию Rpn6 (PSMD11), в свою очередь, строго
регулирует фактор транскрипции FOXO4 (Vilchez et al.,
2012a, 2012b, 2013).

Таким образом, в настоящее время накоплено не-
мало данных, подтверждающих ключевую роль УПС
в регуляции плюрипотентности. Однако нет сомне-
ний в необходимости проведения исследований,
уточняющих механизмы индукции клеточной плюри-
потентности, а также развития понимания как именно
УПС регулирует различные состояния плюрипотент-
ности, такие как наивное и праймированное.

УБИКВИТИН-ПРОТЕАСОМНАЯ СИСТЕМА 
И ДИФФЕРЕНЦИРОВКА ЭСК

Дифференцировка ЭСК управляется самоусили-
вающимися регуляторными петлями, работающими
параллельно как на транскрипционном, так и на по-
сттранскрипционном уровне. Меньше известно о
пост-трансляционных механизмах регуляции диф-
ференцировки, включая возможное участие в них
УПС. На уровне посттрансляционной модификаций
белков УПС управляет несколькими процессами,
среди которых следует выделить полиубиквитини-
рование белков, которое контролирует пул сигналь-
ных белков, и факторов транскрипции в ЭСК. Неко-
торые из этих факторов транскрипции (Oct4, Nanog
и cMyc) известны как регуляторы плюрипотентно-
сти, связанные с поддержанием плюрипотентности
и баланса между самообновлением и дифференци-
ровкой. Как было отмечено ранее, высокая скорость
и субстратная специфичность – характерные черты
протеолиза, опосредованного УПС, и, следователь-
но, эта система идеально подходит для ремоделиро-
вания протеома ЭСК во время перехода от плюрипо-
тентного состояния к дифференцированному. В на-
стоящее время появляется все больше свидетельств
важной роли компонентов УПС в этом процессе
(Buckley et al., 2012; Suresh et al., 2016; Werner et al.,
2017; Wang et al., 2019).

С одной стороны, УПС осуществляет регуляцию
различных сигнальных путей, включая регулирую-
щие плюрипотентность и дифференцировку ЭСК:
LIF/JAK/Stat3, Fgf/MAPK, TGFβ/Activin/Nodal,
Wnt/β-catenin, Bmp и Notch (Miyazono, 2000; Zhang,
Laiho, 2003; Ng, Surani, 2011; Hatakeyama, 2012; Vout-
sadakis, 2012; Gao et al., 2014; Dutta et al., 2021). Так,
например, путь JAK–STAT, играющий ключевую
роль в поддержании плюрипотентности ЭСК мыши,
модулируется несколькими посттрансляционными
модификациями, включая фосфорилирование, аце-
тилирование и убиквитинирование. Было установле-
но, что Е3-лигаза Trim8 посредством Hsp90β взаимо-
действует с фактором STAT3 и селективно подавляет
транскрипцию Nanog, поддерживая плюрипотентное
состояние ЭСК мыши (Okumura et al., 2010). Для E3-
лигазы c-Cbl показана регуляция остеобластной
дифференцировки мезенхимных стволовых клеток
посредством контроля протеасомной деградации и
активности фактора STAT5 (Dieudonne et al., 2013).

С другой стороны, УПС играет роль и в поддер-
жании физиологических уровней основных факто-
ров плюрипотентности в ЭСК (Choi, Baek, 2018). В
недавней работе показано, что Е3-убиквитинлигаза
Stub1 функционирует как ключевой протеостатиче-
ский регулятор белков Sox2, Oct4 и Nanog в ЭСК
мыши (Al Mamun et al., 2022). Этот фермент опосре-
дует протеасомную деградацию факторов плюрипо-
тентности, катализируя их полиубиквитинирова-
ние. Дефицит Stub1 усиливал репрограммирование
соматических клеток и задерживал дифференциров-
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ку ЭСК, тогда как его повышенная экспрессия за-
пускала дифференцировку ЭСК мыши. Кроме того,
было продемонстрировано, что Е3-убиквитинлига-
зы β-TrCP1 и β-TrCP2 способны распознавать и убик-
витинировать транскрипционный фактор Tfcp2l в
ЭСК мыши, который является центральным игро-
ком в поддержании наивной плюрипотентности
(Zhang et al., 2021). Сверхэкспрессия генов β-TrCP
приводила к снижению уровня белка Tfcp2l1 и ини-
циировала дифференцировку ЭСК.

Известно, что ЭСК поддерживают высокую ге-
номную пластичность, которая важна для их способ-
ности вставать на различные пути дифференциров-
ки, и посттранскрипционные модификации гисто-
нов играют ключевую роль в поддержании этой
пластичности. Например, показано, что E3-лигаза
Rnf2 и DUB-фермент Usp44 регулируют дифферен-
цировку ЭСК путем модуляции моноубиквитилиро-
вания гистона H2B (Fuchs et al., 2012). Активность
E3-лигазы Rnf12/RLIM также регулирует диффе-
ренцировку ЭСК мыши в нейроны (Bustos et al.,
2018). Е3-лигаза Lin41 взаимодействует с белком p53,
контролируя количество последнего посредством
его убиквитинирования и последующей деградации
в протеасоме; также Lin41 противодействует p53-за-
висимым проапоптотическим и продифференциро-
вочным ответам (Nguyen et al., 2017). Поскольку
Lin41-дефицитные мыши обнаруживают дефекты
закрытия нервной трубки, можно предполагать, что
Lin41 является критическим для регуляции функций
p53 в спецификации судьбы клеток и выживаемости
во время раннего развития мозга (Nguyen et al., 2017).

Кроме того, результаты исследований эмбриоге-
неза Caenorhabditis elegans демонстрируют участие
Е3-лигаз в управлении процессом дифференцировки и
указывают на то, что убиквитин-опосредованная де-
градация белка приводит к выбору в сторону диффе-
ренцировки (Du et al., 2015). Так, для двух E3-лигаз бы-
ли идентифицированы три субстрат-связывающих
белка: LIN-23/β-TrCP, FBXB-3 и ZYG-11/ZYG-11B,
которые управляют прогрессией дифференцировки
во время развития эндомезодермы. Предполагается,
что эти E3-лигазы функционируют через много-
функциональный белок OMA-1, способствуя дегра-
дации транскрипционного фактора SKN-1 (ортоло-
га белков Nrf/CNC млекопитающих).

В других исследованиях на модели дифференци-
ровки миобластов, первичных саттелитных клеток
мыши и человека in vitro было показано, что актив-
ность Е3-лигазы семейства Cullin необходима на каж-
дом этапе дифференцировки мышечных клеток
(Blondelle et al., 2017). Интересно, что E3-лигаза Itch
является решающим регуляторным фактором в диф-
ференцировке Т-лимфоцитов (Xiao et al., 2014). Кро-
ме того, было продемонстрировано, что Itch поло-
жительно регулирует такую дифференцировку путем
стимуляции конъюгации убиквитина с транскрип-
ционным фактором Foxo1 и последующей деграда-

ции Foxo1. Сверхэкспрессия Е3-лигазы Nrdp1 в В-
клетках мыши приводила к значительному снижению
уровней рецепторов EPO, IL-3 и RARα и ослабляла
дифференцировку (Jing et al., 2008). Лигаза Trim23 иг-
рает критическую роль в дифференцировке адипоци-
тов, стабилизируя ядерный рецептор PPARγ (Watanabe
et al., 2015). Ddb1, компонент убиквитин-лигазы
CUL4-DDB1, высоко экспрессируется в мультипо-
тентных гематопоэтических предшественниках, и
его делеция приводит к отмене гемопоэза (Gao et al.,
2015). Снижение экспрессии Ddb1 активирует путь
Trp53 и приводит к значительному влиянию на про-
грессирование клеточного цикла и быстрый апоптоз
гемопоэтических стволовых клеток. Наоборот, ис-
тощение Ddb1 в ЭСК приводит к инициации диф-
ференцировки, но не к апоптозу.

Ингибирование активности протеасом в миобла-
стах мыши индуцировало остеобластную дифферен-
цировку путем модификации активности Runx2, что
свидетельствует о функции протеасом в контроле
деградации факторов транскрипции, связанных с
остеогенной дифференцировкой (Uyama et al., 2012).

С другой стороны, клетки, проходящие через
дифференцировку, сталкиваются с активацией про-
цессов окисления, что приводит к увеличению пула
окисленных белков. Так, например, было обнаруже-
но, что ЭСК мыши содержат относительно высокий
уровень карбонилированных белков и конечных
продуктов гликирования, но после дифференциров-
ки in vitro такое повреждение эффективно устраняет-
ся (Hernebring et al., 2006). Важно, что данное явление
наблюдали и при сравнении содержания окисленных
белков в ВКМ бластоцист и клетках, дифференциро-
ванных в трофэктодерму, что свидетельствует о том,
что устранение повреждения белков происходит
также и во время нормального эмбрионального раз-
вития. Примечательно, что удаление окислительно
модифицированных белков во время дифференци-
ровки ЭСК мыши было связано с повышенной экс-
прессией протеасомного активатора PA28 и иммуно-
субъединиц протеасомы (Hernebring et al., 2013). Так,
нокдаун PA28 препятствовал удалению поврежден-
ных белков, подтверждая, что регулятор протеасомы
PA28 играет важную роль в элиминации поврежден-
ных белков при переходе от самообновления к диф-
ференцировке клеток (Hernebring et al., 2013).

Интересно, что повышение уровня иммунопро-
теасом было также обнаружено при дифференци-
ровке скелетных мышц, а нокдаун иммуносубъеди-
ницы протеасом LMP2/β1i (PSMB9) или использо-
вание специфических для иммуннопротеасомы
ингибиторов предотвращало дифференцировку кле-
ток скелетных мышц (Cui et al., 2014). Кроме того,
подавление иммунопротеасомной активности уве-
личивало пул окисленных белков и проапоптотиче-
ских белков. Эти результаты указывают на усиление
окислительной среды во время дифференцировки,
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равно как и на важную роль иммуннопротеасом в
удалении окисленных белков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

ПСК обладают уникальными транскриптомны-
ми, эпигеномными и протеомными характеристика-
ми, которые обеспечиваются работой высокоточной
регуляторной сети. Кроме того, эти клетки характе-
ризуются усиленной активностью защитных клеточ-
ных систем, включая УПС. УПС регулирует протео-
стаз клетки, и, тем самым, играет одну из определя-
ющих ролей в поддержании плюрипотентности и в
дифференцировке ПСК посредством координации
уровней транскрипционных факторов плюрипо-
тентности и участников регуляторных сетей с помо-
щью убиквитинирования ферментами Е1, E2 и E3 и
деубиквитинирования DUB-ферментами, а также за
счет модуляции экспрессии, активности и субстрат-
ной специфичности протеасомных комплексов.
Совместная работа ферментов Е1, E2 и E3 с одной
стороны, и DUB, с другой, обеспечивает определен-
ный баланс между протеолизом и стабилизацией
факторов плюрипотентности и других ключевых
факторов и, тем самым, определяет судьбу ПСК –
поддержание плюрипотентного состояния или вы-
ход из него в процесс дифференцировки.

Известно, что ЭСК намного более чувствительны
к манипуляциям с сетью протеостаза (например, к
ингибированию протеасом) чем дифференцирован-
ные клетки (Vilchez et al., 2012a). Это можно объяс-
нить, в частности, накоплением поврежденных белков
вследствие инактивации протеасом и, следовательно,
запуском гибели ЭСК. Кроме того, самоподдержание
ЭСК также требует высокой строгости и точности
протеостаза, в то время как его дисфункция может
запускать проапоптотические сигналы до того, как
начнут накапливаться поврежденные белки.

С каждым годом благодаря появлению новых вы-
сокотехнологичных подходов и высокопроизводи-
тельных скрининговых исследований растет пони-
мание роли УПС в поддержании плюрипотентности
ПСК и в их дифференцировке, однако, остается все
еще много нерешенных вопросов. Как, например,
убиквитинирование и деубиквитинирование дина-
мически регулирует различные состояния плюрипо-
тентности, такие как наивное, формативное и прай-
мированное (Гордеев и др., 2021). Какие механизмы
обеспечивают модуляцию работы различных форм
протеасомных комплексов в различных состояниях
плюрипотентности и в разных направлениях диффе-
ренцировки? Дальнейшее изучение протеостаза и
его регуляции поможет ответить на эти и другие во-
просы, достичь лучшего понимания биологии ПСК,
а также привести к разработке новых подходов к мо-
дуляции клеточной спецификации и дифференци-
ровки.
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Химио- и радиотерапия представляют собой для опухолевых клеток колоссальный стрессорный фактор. В
ответ на терапию активируется вся эволюционно закрепленная реакция клеток на стресс. Это происходит
на всех уровнях организации клетки, а именно на белковом уровне и уровне ДНК. В этот ответ включают-
ся система протеостаза клетки, системы репарации ДНК, гены-онкосупрессоры и многие другие системы
клетки. Мы рассмотрим роль в этих процессах основных систем протеостаза, а именно макроаутофагии и
шаперонов, которые являются частью интегрированного ответа клетки на стресс. В результате ответа
клетки на стресс, опухолевая клетка становится еще менее дифференцированной, активируя необходи-
мые для выживания гены и внутриклеточные системы. Клетки, которые ответили на стресс таким обра-
зом, имеют более агрессивный фенотип, который оказывается значительно устойчивее к терапии. Под
воздействием стресса клетка эволюционно упрощается, что дает ей дополнительные шансы для выжива-
ния. Аутофагия, с одной стороны, способствует снижению дифференцировки опухолевой клетки, ее пла-
стичности, а с другой – поддерживает определенную стабильность, отвечая за целостность генома и осво-
бождая клетку от поврежденных органелл и дефектных белков. И аутофагия, и шапероны способствуют
приобретению опухолью множественной лекарственной устойчивости, что еще более затрудняет тера-
пию. Понимание этих процессов с учетом многостадийности канцерогенеза делает возможной разработку
новых терапевтических подходов.

Ключевые слова: аутофагия, шапероны, ДНК стабильность, МЛУ фенотип, старение, апоптоз, стволовой
компонент
DOI: 10.31857/S0041377123030100, EDN: VDVTWZ

В основе интегрированного ответа клетки на
стресс лежит внутриклеточная сигнальная сеть, ко-
торая активируется при действии различных факто-
ров стресса и является эволюционно консерватив-
ной (Tian et al., 2021). Интегрированный ответ клет-
ки на стресс, в частности на действие цитостатиков,
мобилизует адаптивные внутриклеточные механиз-
мы, за счет которых раковая клетка приобретает бо-
лее злокачественный фенотип гораздо быстрее, чем
это позволили бы сделать случайные мутации.
Именно эволюционная консервативность интегри-
рованного ответа позволяет клетке активировать бо-
лее эволюционно древние гены, которые обеспечи-
вают ее выживание.

Клетки опухоли, которые пережили стресс и ста-
ли более автономными, дают начало рецидивирую-
щему росту опухоли. В первую очередь, конечно,
под воздействием стресса в клетках активируется
стволовой компонент, а также активируются гены,
которые обеспечивают неограниченную пролифера-
цию и рост, независимый от микроокружения. Пла-

стичность опухолевых клеток после действия цитоста-
тиков и их устойчивость являются серьезной пробле-
мой для терапии. Система протеостаза активируется в
ответ на фактически любой тип стресса и отвечает за
гомеостаз белков; она регулирует их синтез и дегра-
дацию и обеспечивает необходимый баланс, отвеча-
ющий за оптимальное функциональное состояние
белков. Система протеостаза включает шапероны,
аутофагию и убиквитин-протеосомную систему де-
градации белка (Margulis et al., 2020).

В последнее время в литературе появляются отры-
вочные данные, свидетельствующие о том, что аутофа-
гия и шапероны участвуют в обеспечении множе-
ственной лекарственной устойчивости (МЛУ) опухо-
левых клеток, а также играют роль в поддержании
целостности и стабильности ДНК.

Цель настоящего обзора – показать роль инте-
грированного ответа опухолевой клетки на стресс в
опухолевой прогрессии и рецидивах, а также пока-
зать роль аутофагии и шаперонов в этих процессах,
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как участников ответа на стресс, который вызывает,
в частности, терапия. Нам кажется важным оценить
значение аутофагии и шаперонов для стабильности
ДНК и МЛУ, поскольку эти параметры опухолевых
клеток могут определять опухолевую прогрессию и
злокачественность, а также последующие рецидивы.

ШАПЕРОНЫ И АУТОФАГИЯ

Аутофагия – это эволюционно консервативный
катаболический процесс, который поддерживает го-
меостаз клетки, утилизируя долгоживущие белки и
поврежденные органеллы. В настоящее время опи-
саны три типа аутофагии: микроаутофагия, макро-
аутофагия, и опосредованная шаперонами аутофа-
гия. Микроаутофагия имеет место, когда фрагменты
клеточных мембран и макромолекул просто захва-
тываются лизосомой. При аутофагии, опосредован-
ной шаперонами, происходит направленный транс-
порт частично денатурированных белков из цито-
плазмы непосредственно в лизосому (Margulis et al.,
2020). Макроаутофагия является более сложным
процессом, чем микроаутофагия, и ей мы уделили
практически все внимание, поскольку именно она
участвует в тех молекулярных событиях, которые мы
описываем в обзоре.

Макроаутофагия – это такой процесс, при кото-
ром дефектные белки и органеллы окружаются
двойной мембраной, и образующаяся таким образом
аутофагосома в дальнейшем сливается с лизосомой.
Содержимое аутофагосомы переваривается за счет
лизосомальных ферментов, а образующиеся в ре-
зультате аминокислоты используются в качестве ма-
териалов для поддержания жизнедеятельности и
энергетики клетки (Mizushima, 2007). Аутофагия яв-
ляется механизмом выживания, поскольку утилизи-
рует органеллы, дефектные белки и участки цито-
плазмы и подвергает их переработке. В то же время,
аутофагия является формой гибели клетки, когда ее
процесс не ограничен, и разрушению подвергаются
необходимые для жизни клеточные элементы.

Процессы аутофагии контролируются генами се-
мейства Atg (autophagy-related gene) (Kametaka et al.,
1998). Эти гены обеспечивают инициацию аутофагии,
образование и созревание аутофагосом. Можно пред-
положить, что в одноклеточном организме аутофагия
отвечает за синтез и деградацию белков, а также регу-
лирует численность органелл, например, таких, как
митохондрии. Недаром митохондрии считаются сим-
биотическим организмом (Mehta et al., 2018). Когда по-
явились многоклеточные организмы, функции генов
семейства Atg расширились, теперь они осуществляют
надзор за генетической стабильностью многокле-
точного организма и поддерживают ткани в функци-
ональном состоянии, то есть отвечают за тканевой
гомеостаз.

Недавно было показано, что эти функции вклю-
чают в себя участие в DDR-ответе (DNA damage re-

sponse). Аутофагия оказывает положительный эф-
фект на гомологичную рекомбинацию, играет пози-
тивную роль в таких репарационных процессах, как
эксцизионная репарация и репарация ошибочно
спаренных нуклеотидов (mismatch). При участии
аутофагии деградируют такие протеины, как KAP1
(Kruppel associated box domain-associated protein 1),
HP1 (heterochromatin protein 1) и SQSTM1/p62. Мо-
дуляция HP1 изменяет структуру хроматина таким
образом, что становится возможной репарация двух-
цепочечных разрывов (Gomes et al., 2017). Таким об-
разом, у многоклеточных организмов поддержива-
ется стабильность ДНК, что предохраняет ткани от
новообразований.

Шапероны принадлежат к семействам белков
теплового шока (Hsp100, Hsp90, Hsp70 и Hsp27). Эти
белки активируются в ответ на лекарственные пре-
параты, радиацию и другие стресс-факторы. Они
поддерживают баланс белков в клетке, способствуют
выживанию клетки, участвуя в адаптивных реакци-
ях. Шапероны поддерживают гомеостаз и предот-
вращают токсичность неправильно сложенных и де-
натурированных белков. Это особенно важно для
опухолевых клеток, которые избыточно экспресси-
руют белки теплового шока и выживают даже при
наличии высоких уровней белков с неправильной
укладкой (Sannino et al., 2021). Шапероны некова-
лентно присоединяются к белкам и восстанавливают
их третичную или четвертичную структуру. Шапероны
отвечают также за образование и диссоциацию белко-
вых комплексов. Шапероны предоставляют опухоли
селективные преимущества, подавляя апоптозные пу-
ти, некроз, помогая преодолеть старение, промотируя
ангиогенез и стимулируя метастазирование. Таким
образом, шапероны способствуют прогрессии опу-
холей. Шапероны предохраняют клетки от анойкиса
и обеспечивают жизнеспособность клеток, утратив-
ших контакт с экстраклеточным матриксом. Таким
способом, шапероны способствуют метастазирова-
нию (Albakova et al., 2020).

Белки теплового шока (Hsp) обеспечивают репа-
рацию ДНК и стабильность генома. Известно, что
Hsp быстро активируются в ответ на повреждающие
ДНК агенты. Они обнаруживаются в фокусах репа-
рации ДНК и активируются фосфорилированием
такими факторами и стражами генома, как ATM,
ATR и ДНК-зависимая протеинкиназа (ДНК-ПК)
(Dubrez et al., 2020). Делеция транскрипционного
фактора 1 теплового шока (HSF1), который контро-
лирует экспрессию белков теплового шока, основа-
тельно повреждает способность фибробластов кры-
сы репарировать DSB (Dubrez et al., 2020). Белки
теплового шока ассоциированы с протеинами, во-
влеченными в DDR-сигнальный путь (Sottile, Nadin,
2018).

Применение терапевтических воздействий – ци-
тостатиков и облучения – служит стресс-фактором
для опухолевых клеток. Несомненно, стрессовое
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действие на опухолевые клетки оказывают и гипо-
ксия, и закисление окружающей среды, и актив-
ность иммунной системы. Но мы в данном обзоре
ограничимся рассмотрением влияния на опухоль
цитостатиков и облучения, поскольку описание
именно их действия на химиорезистентность и ста-
бильность ДНК входит в задачи обзора. За счет своих
цитопротективных свойств аутофагия и белки теп-
лового шока способствуют устойчивости опухоле-
вых клеток к проводимой терапии. (Das et al., 2018а).

На основании последних данных из литературы
можно предположить, что подавление реакции кле-
ток на стресс, а именно супрессия активности аутофа-
гии и шаперонов увеличит чувствительность к цито-
статикам, радиотерапии, увеличит апоптоз опухоле-
вых клеток, приведет к генетической нестабильности
опухолей, а также гибели старых клеток и повре-
жденных опухолевых клеток. Аутофагия рассматри-
вается как двуликий Янус в процессах выживания и
гибели клеток, но все больше данных свидетельствует
о том, что при стрессовой ситуации, вызванной тера-
пией опухолей, аутофагия действует как механизм вы-
живания опухолевых клеток (Das et al., 2018а).

ИНТЕГРИРОВАННЫЙ ОТВЕТ 
КЛЕТКИ НА СТРЕСС

Фактически все виды стресса приводят к актива-
ции четырех специфических сенсорных киназ
(PERK, HRI, GCN2 и PKR). Эти киназы отвечают
на такие внешние стрессы как, например, истоще-
ние аминокислот, вирусная инфекция, недостаток
глюкозы, гипоксия, окислительный стресс и повре-
ждение ДНК. Активация каждой из этих четырех ки-
наз от любого вида стресса приводит к фосфорили-
рованию фактора elF2a, что вызывает глобальное
ингибирование синтеза белка и избирательную
трансляцию мРНК активирующего транскрипцион-
ного фактора 4 (ATF4).

ATF4 связывается с такими ДНК мишенями, ко-
торые контролируют клеточное выживание, адапта-
цию и апоптоз (Tian et al., 2021). ATF4 – это своеоб-
разное “бутылочное горлышко”, через которое про-
ходят все сигнальные пути, активируемые стрессом.
В частности, мишенями ATF4 являются шапероны и
гены аутофагии. Аутофагия может активироваться
одновременно с другими клеточными реакциями на
стресс, например, с шаперонами, АА-транспортера-
ми, метаболическими ферментами и способствовать
выживанию клетки. В настоящее время обсуждается
ключевая роль аутофагии в индукции плюрипотент-
ности и активации стволового компонента в опухо-
лях. Можно предположить, что для репрограммиро-
вания и перехода к плюрипотентности требуется акти-
вация другой программы в клетке, смена белкового
содержания, экспрессия другого набора генов и рецеп-
торов, а также включение другого типа метаболизма.
Как катаболический процесс, аутофагия может
участвовать в решении этой задачи.

Активация аутофагии сопровождается сменой
рецепторов фокальной адгезии, индукцией эпите-
лиально-мезенхимного перехода, секрецией цито-
кинов, ответственных за миграцию, увеличением
стволовости и устойчивости к лекарствам. Аутофа-
гия способствует плюрипотентности, в раковых
стволовых клетках повышает экспрессию маркеров
стволовых клеток, например, CD44, а также экс-
прессию мезенхимных маркеров, например, вимен-
тина. Аутофагия индуцирует плюрипотентность с
помощью фактора плюрипотентности SOX2, подав-
ляющего экспрессию mTOR, что еще больше усили-
вает аутофагию, которая необходима для перепро-
граммирования (Smith et al., 2019). Таким образом,
ситуация напоминает змею, кусающую хвост.

При ответе на стресс клетка как бы балансирует
между старением и проявлением стволовых свойств.
На клетках карциномы печени было показано, что
обе эти программы могут активироваться одновре-
менно. Несмотря на то, что доксорубицин является
ДНК-повреждающим агентом, вызывающем старе-
ние, было установлено, что обработка доксорубици-
ном вызывает старение в клетках карциномы пече-
ни, но это старение сопровождается значительным
увеличением экспрессии генов репрограммирова-
ния SOX2, KLF4 и c-myc, а также генов, связанных со
стволовой структурой печени EpCAM, CK19 и ANXA3
(Karabicici et al., 2021).

Подобные результаты получены на клетках
остеосаркомы (Tian et al., 2019). Было установлено,
что доксорубицин может увеличивать миграцию и
стволовость клеток остеосаркомы и быть причиной
рецидива и лекарственной устойчивости. Он повыша-
ет экспрессию фактора KLF4 в клетках остеосаркомы,
чем увеличивает их стволовые свойства (Tian et al.,
2019). Все больше данных свидетельствует о том, что
интегрированная реакция на стресс управляет пла-
стичностью рака. В пользу этого говорят результаты,
доказывающие, что ингибиторы mTOR и химиоте-
рапевтические препараты индуцируют трансляци-
онную активацию подмножества изоформ мРНК
NANJG, SNAIL и NODAL, что приводит к возник-
новению фенотипов, подобным стволовым клеткам.
Такие же процессы происходят при гипоксии. Эти
эффекты преодолеваются с помощью лекарств, пре-
пятствующих трансляционному перепрограммиро-
ванию, которое запускается фосфорилированием
фактора elF2a, отвечающего за активацию интегри-
рованного ответа на стресс (Jewer et al., 2020).

Химиопрепараты, в частности доксорубицин,
вызывая гибель раковых клеток, усиливают стволо-
вость, инвазивность и лекарственную устойчивость
оставшихся опухолевых клеток (Liu et al., 2019). В
клетках, переживших стресс, стволовой компонент
может активироваться за счет активации гена Nanog,
клетка становится более плюрипотентной и менее
дифференцированной (Jewer et al., 2020). В этом слу-
чае можно говорить о некотором эволюционном
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упрощении таких клеток. У примитивных форм, на-
пример, у гидр, клетки выполняют несколько фи-
зиологических функций, являясь одновременно и
стволовыми. Они осуществляют процесс самооб-
новления, сохраняя определенную дифференциров-
ку (Chakraborty, Agoramoorthy, 2012). Поэтому акти-
вация стволового компонента в опухолевых клетках
может считаться примером эволюционного регрес-
са, возвращением к эволюционно более примитив-
ной форме. Можно утверждать, что опухолевая клет-
ка находится в перманентном стрессе, что соответ-
ствует теории, согласно которой опухолевая клетка
вообще представляет собой атавистическую эволю-
ционно примитивную форму (Erenpreisa et al., 2022).
C точки зрения эволюции, в опухолях активируются
наиболее древние транскрипционные программы
(Trigos et al., 2017).

Мы предполагаем, что эволюционный консерва-
тизм интегрированного ответа на стресс и обеспечи-
вает опухолевую прогрессию, увеличение ее злока-
чественного потенциала и приобретение лекар-
ственной устойчивости. Клетки, сумевшие выжить в
условиях стресса, служат источником для рецидиви-
рующего роста. Пластичность клетки, возникнове-
ние плюрипотентности обеспечивает аутофагия, в
частности митофагия, то есть удаление поврежден-
ных митохондрий, которые продуцируют свободные
радикалы. Известно, что низкая митохондриальная
активность и недостаточно развитая митохондри-
альная сеть являются отличительными признаками
стволовости (Menendez et al., 2011). Считается, что
митохондрии в плюрипотентных клетках возвраща-
ются к незрелому состоянию, в котором они пребы-
вают в эмбриональных стволовых клетках. Если
аутофагию подавить, образуются гигантские ано-
мальные митохондрии, и клетка стареет.

Несомненно, старение также является своеобраз-
ным ответом на стресс, и активация процесса старе-
ния в опухолевых клетках является предпочтитель-
ной целью терапии. Как уже говорилось выше, в
условиях стресса клетка балансирует между старени-
ем и плюрипотентностью, и этот баланс во многом
определяет ингибитор аутофагии белковый ком-
плекс mTORC1 (Menendez et al., 2011). Переход к
плюрипотентности сопровождается катастрофиче-
ской перестройкой метаболизма опухолевой клетки.
Утрата митохондрий приводит к еще более активно-
му гликолизу; согласно теории Варбурга, опухоле-
вые клетки существуют преимущественно за счет
гликолиза. Можно утверждать, что гликолиз более
эволюционно древний путь метаболизма, поскольку
окислительное фосфорилирование возникло гораз-
до позже, только после интеграции митохондрии в
прокариотический организм. Таким образом, инте-
грированный ответ на стресс приводит к масштаб-
ному эволюционному упрощению опухолевой клет-
ки, затрагивая не только адаптивные гены, но и из-
меняя метаболизм.

Конечно же, аутофагия регулируется на пост-
трансляционном уровне, но основная регуляция
идет через транскрипционный фактор ATF4, кото-
рый активируется при интегрированном ответе
клетки на стресс. Возможно, ATF4 может служить
предпочтительной терапевтической мишенью, и его
супрессия позволит подавить интегрированный от-
вет на стресс и, в частности, снизить уровень актив-
ности аутофагии и шаперонов. Уже существуют препа-
раты, подавляющие фосфорилирование фактора elF2a,
что предотвращает активацию АТF4 (Tian et al., 2021).
Например, препарат ISRIB является ингибитором ин-
тегрированного ответа на стресс и нарушает синтез
транскрипционного фактора ATF4 (Tian et al., 2021).
Шапероны могут, как и аутофагия, не только спо-
собствовать дифференцировке, но и поддерживать
стволовость. Сообщается о роли Hsp90 в поддержа-
нии плюрипотентности эмбриональных стволовых
клеток и в экспрессии факторов плюрипотентности,
особенно Oct4 и Nanog (Bradley et al., 2012).

Одним из адаптивных генов, поддерживающих
неограниченную пролиферацию, является c-myc.
Было показано, что окислительный стресс активи-
рует сигнальные пути, отвечающие за выживание и
находящиеся в зависимости от фосфорилирования
фактора c-myc, которое приводит к устойчивости
опухолевых клеток к окислительному стрессу (Be-
nassi et al., 2006). В ответ на окислительный стресс
опухолевая клетка использует активные формы кис-
лорода в качестве промежуточных продуктов для вы-
живания и активации агрессивного поведения, а также
перестройки цитоскелета, лежащего в основе подвиж-
ности (Pani et al., 2010). Таким образом, окислитель-
ный стресс вносит свой вклад в метастазирование и ре-
цидивы опухолей, он активирует адаптивные гены, ко-
торые способствуют выживанию.

Гипоксия при раке поджелудочной железы уве-
личивает злокачественный потенциал опухоли, в
частности ее способность к метастазированию (Bu-
chler et al., 2004). Таким образом, различные виды
стресса способствуют опухолевой прогрессии и
устойчивости опухолевых клеток к терапии.

СИСТЕМА ПРОТЕОСТАЗА 
И МНОЖЕСТВЕННАЯ ЛЕКАРСТВЕННАЯ 

УСТОЙЧИВОСТЬ
Проведение длительной терапии часто сопровож-

дается приобретением опухолевыми клетками множе-
ственной лекарственной устойчивости (МЛУ). Ауто-
фагия имеет неоднозначное значение для приобре-
тения клетками МЛУ. С одной стороны, она
способствует приобретению клетками фенотипа
МЛУ и защищает опухолевые клетки от химиотера-
пии, а с другой – может активировать апоптоз в тех
клетках, в которых он неактивен. В то же время ин-
гибирование аутофагии увеличивает чувствитель-
ность опухолевых клеток яичника с фенотипом
МЛУ к проводимой химиотерапии, стимулируя апо-
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птоз этих клеток (Liang et al., 2016). Показано, что
аутофагия может быть причиной развития фенотипа
МЛУ за счет ингибирования апоптоза в опухолевых
клетках молочной железы (Sun et al., 2015). Можно
предположить, что развитие фенотипа МЛУ также
является своеобразным ответом клетки на стресс.

Относительно недавно была описана взаимосвязь
между ABC-транспортерами, к которым относится
P-гликопротеин, и аутофагией. Р-гликопротеин яв-
ляется трансмембранной помпой, которая выкачи-
вает из опухолевых клеток лекарственные препара-
ты в независимости от их конформации. Было пока-
зано, что уровень экспрессии ABC-транспортеров
позитивно коррелирует с экспрессией LC3, Beclin 1
(маркеров активации аутофагии) и Richtor и нега-
тивно коррелирует с экспрессией Raptor в образцах
опухолей толстой кишки. Было установлено, что
аутофагия, которую вызывает химиотерапия, спо-
собствует устойчивости опухолевых клеток к цито-
статикам паклитакселу, тамоксифену, эпирубицину
и другим (Li et al., 2017).

Белки теплового шока, как и аутофагия, относятся
к системе протеостаза и также участвуют в формирова-
нии фенотипа МЛУ. Было показано, что ингибирова-
ние Hsp90 приводит к деградации определенных бел-
ков и снижает устойчивость к противоопухолевым
препаратам. Авторами было установлено, что экс-
прессия Hsp90 выше в клетках меланомы, устойчи-
вых к мелфалану, а ингибиторы Hsp90 восстанавли-
вают чувствительность меланомы к этому препарату.
Ингибирование Hsp90 приводит к подавлению Src и
его нижележащих эффекторов, к которым относятся
ERK, AKT и NF-kB (Tabata et al., 2020). HSF1 явля-
ется транскрипционным фактором, регулирующим
белки теплового шока, он также контролирует мно-
жество путей, участвующих в становлении фенотипа
МЛУ. HSF1 регулирует экспрессию MDR1/P-gp на
уровне транскрипции, что следует из экспериментов
с HSF1+ (аденовирусной конструкцией, несущей к
ДНК HSF1), который связывает консенсусные эле-
менты белка теплового шока (HSE) в промоторе гена
MDR1 (Vilaboa et al., 2000). Таким образом, HSF1 мо-
жет регулировать экспрессию Р-гликопротеина в
условиях стресса и тем самым активировать белки
теплового шока и ген mdr1 одновременно. HSF1 вы-
зывает транскрипционную активность белков теп-
лового шока Hsp70/Hsp27, которые защищают опу-
холевые клетки от апоптоза (Kim et al., 2015а).

Показано (Wang et al., 2013), что ингибитор Hsp90
препарат SNX-2112 эффективно индуцирует апоптоз и
вторичный некроз в лейкозных клетках K-562/ADR.
Клетки под действием этого препарата останавливали
клеточный цикл. Апоптоз в этих клетках активировал-
ся митохондриями, продуцирующими цитохром с.
Также этот препарат активировал каспазы 3, 8 и 9.
Параллельно этим эффектам этот препарат инакти-
вировал сигнальные пути Akt и NF-kB, что способ-
ствовало апоптозу (Wang et al., 2013). Уровень экс-

прессии P-гликопротеина и шаперонов, связанных с
лекарственной устойчивостью, также снижался. Та-
ким образом, авторы заключают, что ингибирование
шаперонов может быть перспективным подходом к
лечению лейкозов с фенотипом МЛУ (Wang et al.,
2013). Ингибиторы Hsp90 на основе изоксазолонаф-
тохинона способны непосредственно взаимодей-
ствовать с P-гликопротеином и ингибировать его
АТФазную активность. Эти соединения подавляют
экспрессию P-гликопротеина и снижают устойчи-
вость к доксорубицину и паклитакселу (Dinic et al.,
2019). Можно заключить, что стресс, возникающий в
опухолевых клетках в результате терапии, вызывает
интегрированную защитную реакцию, в которую во-
влечены аутофагия, шапероны и механизмы MЛУ,
которая связана с неспособностью клетки к апопто-
зу и экспрессией АВС-транспортеров

В то же время старение клетки, особенно уско-
ренное старение, которое включается в ответ на
стресс или экспрессию онкогенов, также является
своеобразным ответом клетки на стресс. Известно,
что старые клетки более устойчивы к воздействиям
разного типа, и уровень апоптоза у них снижен. Ин-
тересно отметить, что в старых лимфоцитах увели-
чивается уровень экспрессии P-гликопротеина, но
его активность не возрастает (Vilas-Boas et al., 2011). По
данным других авторов активность P-гликопротеина
также увеличивается с возрастом (Aggarwal et al., 1997).
Экспрессия АВС-транспортеров является адаптив-
ной реакцией опухолевой клетки, которая приводит
к рецидивам резистентных опухолей (Li et al., 2017).

СИСТЕМА ПРОТЕОСТАЗА И ГЕНЕТИЧЕСКАЯ 
НЕСТАБИЛЬНОСТЬ

Гибель и выживаемость клеток зависит от ста-
бильности ДНК. Хромосомные аномалии и мутации
приводят к гибели клеток, в том числе опухолевых.
Перспективным подходом для терапии онкозаболе-
ваний представляется возможность увеличения не-
стабильности ДНК опухолевых клеток при радио- и
химиотерапии. Этот эффект также может быть до-
стигнут при нивелировании ответа клетки на стресс
при снижении уровня аутофагии и шаперонов в
клетке. Применение ингибиторов аутофагии и ша-
перонов может способствовать подавлению DDR-
ответа и угнетению репарации ДНК (Apel et al., 2008;
Dubrez et al., 2020). Нарушения аутофагии ассоции-
рованы с повреждениями ДНК, амплификацией ге-
номных регионов и нестандартным числом хромо-
сом (Feng et al., 2017). Известно, что модуляция шапе-
ронов также влияет на стабильность хромосом.
Инактивация Hsp70 приводит к нестабильности тело-
мер, частым спонтанным аберрациям (Pandita et al.,
2004). Мы предполагаем, что сеть протеостаза одно-
временно с белковым балансом регулирует и ста-
бильность ДНК. Иными словами, сеть протеостаза
регулирует процессы жизни и смерти клетки на бел-
ковом уровне и уровне ДНК. Так осуществляется
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контроль генетических процессов со стороны белко-
вого или клеточного уровня, поскольку всякая био-
логическая система многоуровневая и регулируется
сетью взаимодействий.

Как уже говорилось выше, аутофагия эволюци-
онно консервативный процесс, который активиру-
ется в опухолевых клетках как интегральный ответ
на стресс после проведения радио- и химиотерапии
(Kim et al., 2015b). Аутофагия может способствовать
выживанию опухолевых клеток, быть механизмом
устойчивости к проводимой терапии или быть при-
чиной их гибели. Но эффект цитопротекции можно
ожидать вероятнее, чем гибель опухолевых клеток от
аутофагии (Chen et al., 2009). Известно, что блокада
генов аутофагии Beclin1, Atg3, Atg4b, Atg4c, Atg5 и
Atg12 с помощью специфических siRNA приводит к
ингибированию аутофагии и увеличению цитоток-
сичности радиотерапии в устойчивых к терапии опу-
холевых клетках (Apel et al., 2008). В опухолевых
клетках наблюдается повышенный уровень аутофа-
гии, что и является причиной их радио- и хемо-
устойчивости. Аутофагия активируется в ответ на
повреждение ДНК. ATM позитивно регулирует
аутофагию через AMPK и TSC1/2 (Zhang et al., 2015).
Было установлено, что отсутствие аутофагии инги-
бирует репарацию ДНК, приводит к персистенции
повреждений генома и быстрой клеточной гибели
(Zhang et al., 2015). Белковый комплекс mTORC1 не-
гативно регулирует аутофагию и может быть мише-
нью для терапии, увеличивающей нестабильность
ДНК в опухолевых клетках (Condon, Sabatini, 2019).

Известно, что некоторые сенсоры повреждений
ДНК, такие как FOXO3a, ATM, ATR и p53 являются
важными регуляторами аутофагии, и поэтому ауто-
фагия играет важную роль в реакциях на поврежде-
ние ДНК. Подавление или отмена аутофагии вызы-
вает увеличение повреждений ДНК. Во время DDR-
ответа аутофагия может действовать как источник
энергии для поддержания остановки клеточного
цикла и поддержания активности репарации ДНК.
Индукция аутофагии рапамицином снижает гено-
токсическую активность окислительного стресса.
Это исследование подтверждает цитопротективную
роль аутофагии и говорит о том, что ее ингибирова-
ние может повысить чувствительность опухолевых
клеток к агентам, повреждающим ДНК (Galati et al.,
2019). Известно, что если повреждения ДНК оказы-
ваются нерепарируемыми, аутофагия может активи-
ровать клеточную гибель. Сигнальные пути, кото-
рые активируют аутофагию после ДНК-поврежде-
ний, затрагивают DDR-киназы ATM, ATR и ДНК-
ПК, и это приводит к инактивации комплекса
mTORC1, который, как уже говорилось выше, явля-
ется ингибитором аутофагии (Anand et al., 2020;
Juretschke, Beli, 2021).

Интересно отметить, что цитоплазматический
p53 подавляет аутофагию, а ядерный p53 ее стимули-
рует (Lin et al., 2018). Именно p53 решает во многом

судьбу клетки после повреждений ДНК. Либо по-
вреждения ДНК репарируются, либо, если они
слишком серьезны, клетка отправляется в апоптоз
(Roshani-Asl et al., 2020). Множество протеинов, ко-
торые участвуют в процессе аутофагии, регулируют-
ся p53, который вовлекает в регуляцию такие белки
как DRAM, DAPK и AMPK (Anand et al., 2020).

С большой вероятностью можно предположить,
что митохондриальная ДНК гораздо более сильно
подвержена повреждениям, чем ядерная ДНК по
той причине, что расположена в непосредственной
близости к месту генерации свободных радикалов. В
зависимости от степени повреждения запускается
либо механизм восстановления митохондриальной
ДНК, либо митофагия (Anand et al., 2020). Есть пред-
положение (Chao et al., 2021), что при гамма-облуче-
нии подавление аутофагии вызывает не связанную с
апоптозом проницаемость мембраны митохондрии,
в результате чего высвобождается митохондриаль-
ная эндонуклеаза G, которая перемещается в ядро и
вызывает повреждения ядерной ДНК. Этими же авто-
рами (Chao et al., 2021) было показано, что блокировка
функций лизосом приводит к утечке митохондриаль-
ной ДНК в цитозоль, что приводит к образованию ми-
тохондрий без эндонуклеазы G и накоплению эндо-
нуклеазы G в ядре. Авторы считают, что аутофагия
устраняет митохондрии с повышенной проницаемо-
стью, вызванной повреждением митохондриальной
ДНК, что предотвращает нестабильность генома, опо-
средованную эндонуклеазой G. Этими же авторами,
было показано, что эндонуклеаза G поддерживает по-
вреждения ядерной ДНК в клетках с дефектной ауто-
фагией. Таким образом, аутофагия ограничивает вы-
ход эндонуклеазы G из митохондрий с поврежденной
митохондриальной ДНК, чтобы поддержать целост-
ность ядерного генома (Chao et al., 2021).

Однако для поддержания стабильности ДНК не-
посредственно в ядре, как уже говорилось выше,
аутофагия имеет большое значение. Утрата аутофа-
гии связана с повышенным повреждением ДНК, не-
правильной амплификацией геномных областей и
аномальным числом хромосом (Feng et al., 2017). В
недавней работе раскрывается механизм, посред-
ством которого аутофагия регулирует убиквитини-
рование хроматина (Wang et al., 2016). В частности,
рецептор аутофагии и субстрат SQSTM1/p62 инги-
бирует лигазу RNF168, что приводит к подавлению
убиквитинирования гистонов в ответ на разрывы
двухцепочечной ДНК. Нарушение регуляции этого
процесса приводит к снижению способности к вос-
становлению ДНК и соответствующему повышению
чувствительности клеток к радиационному повре-
ждению (Wang et al., 2016; Feng et al., 2017).

Известно, что трансфекция клеток miРНК про-
тив SQSTM1/p62 приводит к возникновению обиль-
ных очагов ядерного конъюгированного убиквитина.
Таким образом, нокдаун SQSTM1/p62 увеличивает по-
лиубиквитинирование хроматина, а сверхэкспрессия
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этого белка оказывает противоположный эффект. По-
этому считается, что SQSTM1/p62 является специфи-
ческим негативным регулятором убиквитинирования
ДНК (Wang et al., 2016; Feng et al., 2017). Восстанов-
ление двухцепочечных разрывов обычно включает
гомологичную рекомбинацию или негомологичное
воссоединение концов ДНК. Авторы обнаружили,
что сниженная эффективность гомологичной ре-
комбинации, возникающая в результате ингибиро-
вания аутофагии, восстанавливается нокдауном
SQSTM1/p62. Кроме того, последующее привлечение
факторов репарации, включая BRCA1, RAP80 и Rad51
нарушается при сверхэкспрессии SQSTM1/p62 и ин-
гибировании аутофагии, но снова может быть вос-
становлено путем нокдауна SQSTM1/p62. Данные,
полученные авторами, свидетельствуют о том, что
дефицит аутофагии в результате делеции Atg3 приво-
дит к нарушению рекрутирования факторов репара-
ции ДНК в зависимости от SQSTM1/p62 (Wang et al.,
2016; Feng et al., 2017). Убиквитинирование гистонов
изменяет способность ДНК к репарации, приводя к
образованию структур хроматина, способствующих
сборке комплексов репарации на поврежденной
ДНК. Убиквитинирование гистонов происходит
вблизи двухцепочечных разрывов ДНК, что являет-
ся ключевой стадией привлечения факторов репара-
ции к месту повреждения. Рецептор-субстрат ауто-
фагии SQSTM1/p62 деградирует, если аутофагия ак-
тивна, и накапливается, если аутофагия подавлена.

Интересные результаты получены при изучении
аутофагии на протоковой аденокарциноме поджелу-
дочной железы (PDAC). Ингибирование аутофагии
с помощью хлорокина приводило к значительному
подавлению роста этих опухолевых клеток in vivo
(ксенотрансплантация клеток PDAC под кожу голых
мышей) (Yang et al., 2011). Авторы считают, что анти-
пролиферативный эффект хлорокина был следстви-
ем угнетения аутофагии и увеличения повреждений
ДНК. Ингибирование аутофагии с использованием
siРНК к Atg5 значительно увеличивало количество
двуцепочечных разрывов ДНК, измеренное по ко-
личеству фокусов 53BP1. По данным исследования
комет, количество DSB также возрастало после обра-
ботки клеток PDAC хлорокином (Yang et al., 2011).
Аутофагия играет решающую роль в патогенезе
PDAC, клетки которой проявляют повышенную кон-
ститутивную аутофагию. Результаты исследования
показывают, что активная аутофагия обеспечивает
рост PDAC, поддерживая окислительное фосфорили-
рование и стабильность ДНК (Yang et al., 2011).

Киназа ATM играет центральную роль в DDR и
определяет баланс между старением и апоптозом.
Активированная ATM способствует аутофагии, в
частности поддерживает лизосомно-митохондри-
альную ось, которая, в свою очередь, активирует ста-
рение и ингибирует апоптоз. Следовательно, ATM
является ключевым фактором, который позволяет
клеткам избежать апоптоза, вступая в старение, по-
средством модуляции аутофагии (Stagni et al., 2021).

Прежде всего, необходимо отметить, что аутофа-
гия снижает уровень свободных радикалов, избавляя
клетку от поврежденных митохондрий. Кроме того,
повышается антиоксидантная защита в результате
продукции Nrf2 при деградации KEAP1 в результате
аутофагии (Hеwitt, Korolchuk, 2017). Необходимо
иметь в виду, что аутофагия влияет непосредственно
на репарацию DSB. Нарушения аутофагии могут ин-
гибировать репарацию через подавление гомологич-
ной рекомбиниции, либо усиливая протеосомную
деградацию CHK1, либо увеличивая уровень
SQSTM1/p62 в ядре. Ядерный SQSTM1/p62 наруша-
ет гомологичную рекомбинацию, ингибируя убик-
витинирование хроматина (Hewitt, Korolchuk, 2017).

Связующим звеном между шаперонами и аутофа-
гией является BAG3. Это многофункциональный
кошаперон Hsp70 и антиапоптотический белок, ко-
торый взаимодействует с ATФазным доменом Hsp70
и играет ключевую физиологическую роль в клеточ-
ном протеостазе. Функционально взаимодействуя с
Hsp70 и LC3, BAG3 доставляет полиубиквитиниро-
ванные белки на путь аутофагии. Этот кошаперон
обеспечивает одновременно устойчивость к апопто-
зу и аутофагическую активность. Одновременно
BAG3 регулирует ключевые физиологические функ-
ции, включая адгезию, метастазирование и ангиоге-
нез (Kogel et al., 2000).

Белки теплового шока также стабилизируют ге-
ном. Киназа CHK1 – первый фактор репарации
ДНК, который связан с Hsp90. Взаимодействие
между CHK1 и Hsp90 продемонстрировано иммуно-
преципитацией. Ингибирование Hsp90 запускает
деградацию CHK1 по протеосомному пути. Клетки,
обработанные ингибитором Hsp90 и собранные в
разное время после облучения, имеют более длин-
ные хвосты комет, чем просто облученные клетки.
Это свидетельствует о том, что ингибирование
Hsp90 не только замедляет сборку факторов репара-
ции, но и угнетает сам процесс репарации ДНК (Sot-
tile, Nadin, 2018). Белок Hsp90 необходим для под-
держания фокусов γH2X и эффективной репарации
повреждений ДНК после радиации. Нокаут по Hsp90
усиливает чувствительность к радиации: облучение
крысиных фибробластов, утративших HSF1, приво-
дит к снижению фокусов p53BP в сайте поврежде-
ний ДНК и снижает способность к репарации DSB
по сравнению с клетками дикого типа (Sottile, Nadin,
2018).

Белки Hsp70 и Hsp27 ассоциациируются с фер-
ментами восстановления целостности ДНК после
удаления азотистого основания, такими как AP-эн-
донуклеаза человека и ДНК-гликозилаза урацила
(Mendez et al., 2000). Это наблюдение предполагает
значительную роль белков теплового шока в меха-
низмах репарации ДНК. Способность DDR реаги-
ровать на повреждение ДНК контролируется балан-
сированием между синтезом и деградацией клиент-
ских белков, которое регулируется Hsp. Hsp90, в
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частности, связывается с белками DDR и предотвра-
щает их убиквитинирование и деградацию. Эти бел-
ки включают CHK1, MLH1, MLH2, APE1 и другие
(Ikwegbue et al., 2019). Повреждение ДНК запускает
сложный сигнальный каскад, включающий множе-
ство событий поэтапного фосфорилирования бел-
ков. Обнаружено, что остаток треонина 7 в белке
Hsp90 фосфорилируется сразу после повреждения
ДНК. Фосфорилированный Hsp90 затем накаплива-
ется в местах двухцепочечных разрывов и образует
очаги репарации с медленной кинетикой, соответ-
ствующей кинетике сложного повреждения ДНК
(Quanz et al., 2012).

Фосфорилирование Hsp90а зависит от фосфати-
дилинозитол-3-киназ (PI3K), включая ДНК-ПК.
ДНК-ПК играет важную роль в восстановлении раз-
рывов двухцепочечной ДНК путем негомологичного
воссоединения концов и передаче сигналов о повре-
ждении ДНК (Quanz et al., 2012). С Hsp90 взаимодей-
ствует ядерный опухолевый супрессор BRCA1, кото-
рый связан с репарацией двунитевых разрывов ДНК
и принимает участие в гомологичной рекомбина-
ции. Поскольку опухолевые клетки, экспрессирую-
щие высокие уровни BRCA1 устойчивы к радиации
и нескольким классам химиотерапевтических аген-
тов, снижение экспрессии BRCA1 с помощью инги-
биторов Hsp90 может восстановить чувствитель-
ность к противоопухолевым агентам (Pennisi et al.,
2015). Восстановление стабильности ДНК после
проведения химио- и радиотерапии позволяет опу-
холи выжить и вновь начать пролиферировать, что
может иметь значение для последующего рецидива.

СИСТЕМА ПРОТЕОСТАЗА И АПОПТОЗ
Взаимосвязь между аутофагией и апоптозом ак-

тивно изучается в последние годы. Нокдаун Beclin1
или Atg5 увеличивают чувствительность множе-
ственной миеломы к апоптозу, вызванному доксо-
рубицином. Beclin1 формирует комплекс с PI3K III и
стимулирует образование аутофагосом, активируя
PI3K III. В то же время Bcl2 непосредственно связы-
вает Beclin1 и блокирует его способность к индукции
аутофагии (Pan et al., 2011). Существуют исследова-
ния, показывающие, что ингибирование аутофагии
индуцирует апоптоз. Было показано, что нокдаун
DEPTOR, который является ингибитором обоих
комплексов mTOR, индуцирует апоптоз, увеличива-
ет чувствительность к доксорубицину, подавляет
аутофагию и PI3K/Akt-сигналинг в клетках множе-
ственной миеломы (Zhang et al., 2013). Активная
аутофагия в сочетании с дефектами апоптоза может
способствовать злокачественной дифференцировке
опухоли, что приводит к более злокачественному фе-
нотипу опухолевых клеток и плохому прогнозу заболе-
вания. Аутофагия поддерживает клеточный энергети-
ческий баланс и при ингибировании цитопротектив-
ной аутофагии может появиться шанс и для
активации апоптоза. Так, известно, что увеличен-

ный уровень аутофагии в опухолевых клетках под-
желудочной железы с низкой активностью гена
smad4 коррелировал со сниженной радиочувстви-
тельностью.

Процесс аутофагии может использоваться клет-
ками для предотвращения или задержки апоптоти-
ческой гибели в ответ на повреждение ДНК, поэто-
му ингибирование аутофагии может быть важным
подходом для увеличения радиочувствительности
опухолевых клеток (Wang et al., 2018). Считается, что
опухолевые клетки имеют характерный метаболизм,
в основном вызванный изменениями в сетях переда-
чи сигналов, а не мутациями в генах, ответственных
за метаболизм. Было установлено (Gremke et al.,
2020), что некоторые опухолевые клетки с приобре-
тенной лекарственной устойчивостью проявляют
чувствительность к ингибиторам метаболизма.

За клеточный метаболизм во многом отвечает
комплекс mTORC1. Именно он отвечает за метабо-
лическую уязвимость опухолевых клеток. Он спо-
собствует устойчивости к химиотерапии и одновре-
менно подавляет аутофагию (Gremke et al., 2020).
Опосредованное mTORC1 подавление аутофагии
необходимо и достаточно для создания метаболиче-
ской уязвимости, приводящей к энергетическому
кризису и апоптозу. Этими же авторами было уста-
новлено (Gremke et al., 2020), что конститутивная
активация передачи сигналов от mTORC1 в опухолях
с приобретенной устойчивостью к химиотерапии
подавляет аутофагию и лишает клетки мощного ме-
ханизма выживания за счет метаболических наруше-
ний, вызванных различными соединениями, наце-
ленными на метаболизм. Аутофагия имеет решаю-
щее значение для выживания клеток в условиях
энергетического стресса, вызванного нехваткой пи-
тательных веществ (Gremke et al., 2020).

Тройной негативный рак молочной железы очень
трудно поддается лечению из-за приобретенной
устойчивости к химиотерапии. Было показано, что
BAG3 имеет повышенную экспрессию при химио-
резистентном раке молочной железы. Снижение
экспрессии BAG3 с помощью лентивирусной транс-
дукции siRNA увеличивает чувствительность опухо-
левых клеток молочной железы к терапии с помощью
5-фторурацила, доксорубицина и доцетаксела. На опу-
холевых клетках молочной железы было показано, что
повышенная устойчивость к апоптозу связана с уси-
ленной цитопротективной аутофагией, повышенной
экспрессией кошаперона BAG3, BAG3-зависимой ста-
билизацией белков Bcl-2, способствующих выжива-
нию, и индукцией изменений, подобных эпителио-ме-
зенхимному переходу в экспрессии генов (Das et al.,
2018b).

Таким образом, процессы аутофагии часто явля-
ются причиной лекарственной устойчивости опухо-
левых клеток, они стабилизируют геном и снижают
способность к апоптозу. В то же время в терапевти-
ческих подходах к лечению рака молочной железы, о
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котором говорилось выше, не все так однозначно.
Наблюдения говорят о том, что нарушения пути
PI3K/AKT/mTOR выявляется более, чем в 70% опу-
холей молочной железы (Ozates et al., 2021). Этими
авторами было установлено действие препарата
AZD3463 как антиканцерогенного агента, который
одновременно индуцирует апоптоз и аутофагию. В ре-
зультате экспериментов было показано, что рапами-
цин, подавляющий mTORC1-сигналинг и индуцирую-
щий аутофагию, усиливает действие AZD3463. Внесе-
ние в культуру опухолевых клеток молочной железы
препарата AZD3463 совместно с рапамицином зна-
чительно снижало выживаемость опухолевых кле-
ток, при этом увеличивалась активность аутофагии,
апоптоза и увеличивалась доля клеток на границе
фаз G0/G1 (Ozates et al., 2021). Эти результаты пока-
зали, что индукция аутофагии снижала устойчи-
вость опухолевых клеток к терапии и вызывала в них
апоптоз (Ozates et al., 2021). Однако, несмотря на
встречающиеся противоречивые данные, считается,
что аутофагия промотирует лекарственную устойчи-
вость.

В работах последних лет пристальное внимание
уделяется оксидоредуктазе, содержащей домен WW;
ей отводится решающая роль в индукции апоптоза и
подавлении аутофагии в опухолях различного гисто-
генеза (Zhao et al., 2021). Трудность терапии эпите-
лиального рака яичника паклитакселом заключается
в высокой хеморезистентности этих раковых клеток.
На клеточной линии карциномы яичника А2780 бы-
ло установлено, что паклитаксел вызывал аутофаги-
чекский флюкс в этих клетках, увеличивая экспрес-
сию генов аутофагии, например, Beclin1, LC3, и сни-
жая уровень субстрата аутофагии SQSTM1/p62
(Zhao et al., 2021). Данные конфокальной микроско-
пии подтверждали визуально отмеченное накопле-
ние аутофагосом. Эксперименты по трансфекции
оксидоредуктазой, содержащей домен WW, показа-
ли, что этот фермент активирует mTORC1 и ингиби-
рует аутофагию, он также увеличивает апоптоз в ис-
следуемой клеточной линии, обработанной пакли-
такселем (Zhao et al., 2021).

Несмотря на очевидный прогресс в понимании
взаимосвязи между апоптозом и аутофагией, основ-
ные регуляторы этих процессов остаются неизвест-
ными. Роль N-концевого аргинилированного ком-
плекса BIP (R-BIP)/Beclin1/p62 исследуется с целью
установления роли этого комплекса в перекрестных
взаимодействиях между апоптозом и аутофагией. На
модели ксенотрансплантации голым мышам клеток
колоректального рака была оценена противоопухо-
левая эффективность комбинированного лечения.
Было показано, что бортезомиб в сочетании с мито-
мицином С синергически индуцировал цитотоксич-
ность и апоптоз. Эта комбинация лекарств инакти-
вировала киназу Akt и индуцировала дефосфорили-
рование Beclin1. Дефосфорилирование Beclin1 было
причиной расщепления Beclin1 и разрушения ком-
плекса (R-BIP)/Beclin1/p62, что приводило к пере-

ключению аутофагии на индукцию апоптоза. Эта
комбинация лекарств значительно подавляла рост
внутрибрюшинного ксенотрансплантата. Результа-
ты показали, что BIP обладает анти-апоптотически-
ми свойствами и действует как индуктор аутофагии.
Таким образом, было установлено, что сочетанное
воздействие митомицина С и бортезомиба индуци-
рует апоптоз, инактивирует Akt, разрушает BIP/Be-
clin1/p62 и снижает аутофагию (Song et al., 2018).

Молекулярный шаперон Hsp70 прямо или кос-
венно регулирует внутренние и внешние пути апо-
птоза. Нокдаун Hsp70 повышает чувствительность
клеток к апоптозу. Hsp70 влияет на высвобождение
цитохрома с, активность каспаз, образование актив-
ных форм кислорода и фрагментацию ДНК. Инги-
бируя активность каспаз, этот шаперон блокирует
внешние и внутренние пути апоптоза. Кроме того,
Hsp70 блокирует TNF-α опосредованный апоптоз,
подавляя этим внешний путь апоптоза (Kumar et al.,
2016).

Вызванная стрессом гибель клеток находится под
контролем семейства регуляторов апоптоза Bcl-2.
Клетки, подверженные стрессовым условиям, име-
ют повышенную экспрессию Hsp70. Этот молеку-
лярный шаперон действует на нескольких уровнях
для подавления индуцированных стрессом апоптоти-
ческих сигналов некоторых членов семейства Bcl-2.
Он восстанавливает и стабилизирует развернутые
белки и индуцирует повторный синтез поврежден-
ных белков. Поэтому синтез Hsp70 может считаться
необходимым механизмом для восстановления, вы-
живания клеток и их адаптации в летальных услови-
ях (Roufayer, Kadry, 2019).

Белки протеостаза, обладающие шаперонной ак-
тивностью, защищают клетки от резких изменений
окружающей среды. Во время онкогенеза эти взаи-
модействия шаперонов интенсивно реконструиру-
ются таким образом, что становятся выгодны для
трансформирующейся клетки. Они ускоряют эво-
люцию опухоли, приводя к химиорезистентности и
снижая ее способность к апоптозу. Шапероны необ-
ходимы для выполнения белком p53 своей функции
онкосупрессора, но эти же шапероны действуют
иначе при мутации p53. Известно, что они “разма-
тывают” мутантный белок p53, обнажая участки,
склонные к агрегации. Это приводит к выключению
других белков онкосупрессоров, что вызывает инги-
бирование апоптоза и химиорезистентность (Waw-
rzynow et al., 2018).

Система протеостаза, включающая, в частности,
шапероны и аутофагию, формирует разветвленную
сеть взаимодействий, позволяющую чувствовать ма-
лейшие изменения гомеостаза. Терапевтические
воздействия включают интегральный клеточный от-
вет на стресс, приводящий к химио- и радиорези-
стентности опухолевых клеток. Последствием тако-
го ответа может явиться стабилизация генома и сни-
жение способности к апоптозу. Подавление систем
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аутофагии и шаперонов позволит увеличить генети-
ческую нестабильность опухолей, увеличить апо-
птоз, привести к сбою процессов синтеза и деграда-
ции белков. Таким образом, ингибирование систем
протеостаза позволит модулировать клеточные про-
цессы на клеточном и белковом уровне, а также на
уровне ДНК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате интегрированного ответа опухоле-

вой клетки на стресс, который часто активирует про-
водимая терапия, клетка движется по определенным
“рельсам”, приобретая все большую автономность и
злокачественность. Это дает ей возможность про-
грессировать гораздо быстрее, чем это позволили бы
ей сделать случайные мутации. В числе прочих реак-
ций на стресс активируются аутофагия и шапероны.
Это позволяет клетке обрести все большую незави-
симость от микроокружения, приобрести стволовые
свойства и лекарственную устойчивость, избежать
апоптоза, восстановить стабильность ДНК и в даль-
нейшем активно пролиферировать, приводя к реци-
дивам онкозаболеваний. По всей видимости, ответ
на стресс сопровождается активацией адаптивных
генов, способствующих выживанию, и приводит к
определенному эволюционному упрощению, позво-
ляющему клетке активно делиться. Понимание этих
механизмов делает возможным разработку новых те-
рапевтических подходов, основанных на нивелиро-
вании клеточного ответа на стресс.
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The Role of the Integrated Response of Tumor Cells to Stress, Autophagy, and Chaperones 
in the Origin of Recurrent Resistant Tumors

S. G. Zubovaa, *  and O. O. Gnedinaa

aInstitute of Cytology of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia
*e-mail: egretta_julia@mail.ru

Chemotherapy and radiotherapy are a colossal stress factor for tumor cells. In response to therapy, the entire evolu-
tionarily fixed response of cells to stress is activated. This happens at all levels of cell organization, namely at the pro-
tein level and the DNA level. This response involves the cell proteostasis system, DNA repair systems, tumor sup-
pressor genes, and many other cell systems. We will consider the role of the main systems of proteostasis in these
processes, namely, macroautophagy and chaperones, which are part of the integrated response of the cell to stress.
As a result of the cell’s response to stress, the tumor cell becomes even less differentiated, activating the genes and
intracellular systems necessary for survival. Cells that have responded to stress in this way have a more aggressive
phenotype that is significantly more resistant to therapy. Under the influence of stress, the cell evolutionarily sim-
plifies, which gives it additional chances for survival. On the one hand, autophagy contributes to a decrease in tumor
cell differentiation and its plasticity, and on the other hand, it maintains a certain stability, being responsible for the
integrity of the genome and freeing the cell from damaged organelles and defective proteins. Both autophagy and
chaperones contribute to the acquisition of multidrug resistance by the tumor, which further complicates therapy.
Understanding these processes makes it possible to develop new therapeutic approaches, taking into account the
multistage nature of carcinogenesis.

Keywords: autophagy, chaperones, DNA stability, MDR phenotype, aging, apoptosis, stemness
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SIM-A9 – линия спонтанно иммортализованных клеток микроглии мыши, полученных из головного моз-
га новорожденных мышат линии С57BL/6. Цель настоящей работы – характеристика микроглии мыши
линии SIM-A9 по соотношению клеток с фенотипом покоящейся и активированной микроглии в культу-
ре, анализ экспрессии маркеров стволовых (прогениторных) клеток CD133 и нестина, рецепторов факто-
ров роста CSF-1R и EGFR, а также анализ кариотипа этой линии. Использованы методы световой микро-
скопии, иммуноцитохимии в сочетании с проточной цитометрией и ОТ-ПЦР для анализа морфологии,
фенотипа и уровня экспрессии генов провоспалительных цитокинов и метод mFISH для анализа карио-
типа. Впервые показано, что клетки линии SIM-А9 экспрессируют высокий уровень белка TSPO, марке-
ров CD68, CD11b и CD45high на поверхностной мембране клеток, что соответствует фенотипу активиро-
ванной микроглии. Несмотря на это, клетки линии отвечают дополнительной активацией в ответ на сти-
муляцию ЛПС, которая приводит к повышению экспрессии генов провоспалительных цитокинов IL-1β,
TNFα, IL-6 и образованию высокого уровня активных метаболитов кислорода и азота. Показано, что
клетки линии SIM-A9 экспрессируют маркеры стволовых и прогениторных клеток CD133+ и нестин, что
позволяет рассматривать их как ранние низко дифференцированные прогениторные клетки, несмотря на
их фенотип, соответствующий активированной микроглии. Обнаружено также, что клетки линии SIM-A9
экспрессируют рецепторы двух факторов роста CSF-1 и EGF – CSF-1R и EGFR, что свидетельствует о
возможности стимуляции пролиферации клеток SIM-A9 по двум альтернативным механизмам под дей-
ствием соответствующих факторов. У клеток SIM-A9 установлен гипотетраплоидный кариотип с боль-
шим числом структурных и количественных аномалий хромосом.

Ключевые слова: микроглия, линия SIM-A9, кариотип, стволовые клетки, рецептор CSF-1, рецептор EGF,
экспрессия генов, цитокины
DOI: 10.31857/S0041377123030082, EDN: VDTYOW

Клетки микроглии ЦНС человека и мыши обра-
зуются в период раннего эмбрионального развития
из миелоидных клеток-предшественников костного
мозга. Во взрослом организме пул микроглии под-
держивается на постоянном уровне благодаря сба-
лансированным процессам пролиферации и гибели
клеток путем апоптоза, и за время жизни организма
микроглия обновляется целиком несколько раз
(Askew et al., 2016). В процессе развития головного

мозга эмбриона микроглия участвует в ремоделиро-
вании синапсов и регуляции ангиогенеза, во взрос-
лом организме – в устранении неактивных нейро-
нов и синапсов, в регуляции нейрогенеза, в ремоде-
лировании сосудистой сети ЦНС (например, при
инсульте), в развитии реакций клеточного иммуни-
тета и воспаления (Eyo et al., 2013).

В мозге микроглия может присутствовать в различ-
ных состояниях: выделяют покоящуюся и активиро-
ванную микроглию. Клетки покоящейся микроглии
имеют большое количество разветвленных отростков,
экспрессируют маркеры CD11b, CD40, CD45low, CD80,
CD86, F4/80, Iba1, ТМЕМ119, СCXCR3, CCR9,
CSF-1R, C5aR. При активации клетки приобретают
амебоидную или округлую форму и фенотип
CD11b+/CD45high (Askew et al., 2016). В качестве еще
одного маркера активированной микроглии и, в
меньшей мере, активированных астроцитов, пред-

Принятые сокращения: АФА – активные формы азота; АФК –
активные формы кислорода; АХр – хромосомные аберрации;
ЛПС – липополисахарид; СК – стволовые клетки; ЭДТА –
этилендиаминтетрауксусная кислота; ЭГТА – этиленгликоль-
ди-(2-аминоэтил)-тетрауксусная кислота; ЦНС – централь-
ная нервная система; CSF-1 – колониестимулирующий фак-
тор-1 (colony stimulating factor-1); CSF-1R – рецептор CSF-1;
EGF – эпидермальный фактор роста; EGFR – рецептор EGF;
mFISH – многоцветная флуоресцентная гибридизация in situ;
PBS – фосфатно-солевой буферный раствор.

УДК 576.3
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лагают анализировать присутствие белка-трансло-
казы наружной мембраны митохондрий с молеку-
лярной массой 18 кДа, получившего название TSPO
(Bonsack et al., 2018). Активированные клетки мик-
роглии секретируют активные формы азота (АФА) и
кислорода (АФК), провоспалительные цитокины и
хемокины, что приводит к развитию нейровоспаления
и повреждению нейронов под действием факторов
воспаления (Bachiller et al., 2018). Клетки активирован-
ной микроглии, кроме того, могут непосредственно
повреждать нейроны с участием системы компле-
мента (Kalm et al., 2015). Хроническая активация
микроглии под действием эндогенных факторов, со-
провождающаяся длительным нейровоспалением,
лежит в основе патогенеза многих нейродегенера-
тивных заболеваний, включая болезнь Альцгеймера
(Onyango et al., 2021).

В изучении ответа микроглии на действие разных
стимулов и препаратов важную роль играет возмож-
ность использования культивируемых клеток. Опи-
саны линии микроглии человека (HMO6) и мыши
(EOC, HAPI, BV2, SIM-A9), полученные как при
трансфекции определенных онкогенов (v-myc в слу-
чае HMO6, v-raf/v-myc в случае BV2), так и в резуль-
тате спонтанной иммортализации (Blasi et al., 1990;
Stansley et al., 2012; Nagamoto-Combs et al., 2014). По-
казано, что клетки этих линий сохраняли основные
свойства первичной микроглии (Stansley et al., 2012;
Nagamoto-Combs et al., 2014).

SIM-A9 – спонтанно иммортализованные клетки
микроглии, получены из ткани коры головного мозга
новорожденных мышат линии С57BL/6 и подробно
охарактеризованы авторами (Nagamoto-Combs et al.,
2014), которые показали, что эти клетки экспресси-
ровали маркеры Iba1 и CD68, специфичные для мак-
рофагов и микроглии; кроме того, они обладали фа-
гоцитарной активностью, отвечали на стимуляцию
липополисахаридом (ЛПС) и бета-амилоидом акти-
вацией сигнальных каскадов с участием тирозин-
протеинкиназы и NFκB и секрецией TNFα, повыше-
нием активности индуцируемой синтазы оксида азо-
та и циклооксигеназы-2. Стимуляция клеток IL-4
повышала уровень аргиназы-1. Таким образом, ав-
торы показали, что клетки линии SIM-A9 способны
отвечать на про- и противовоспалительные стимулы
формированием фенотипа про- и противовоспали-
тельной микроглии (Nagamoto-Combs et al., 2014).
Эти свойства позволили рассматривать полученную
линию SIM-A9 в качестве альтернативы первичной
микроглии для исследования механизмов развития
нейродегенеративных заболеваний и состояний,
обусловленных развитием нейровоспаления, и изу-
чения эффективности потенциальных терапевтиче-
ских препаратов, способных регулировать про- и
противовоспалительную активность микроглии.
Однако кариотип полученной линии SIM-A9 изучен
не был.

При анализе микроглии часто возникает необхо-
димость оценивать соотношение покоящихся и ак-
тивированных клеток. Линия SIM-A9 не была оха-
рактеризована по этим параметрам, хотя высокий
уровень CD68 и спонтанной секреции цитокина
TNFα могут свидетельствовать о спонтанной акти-
вации части этих клеток. Кроме того, остается неис-
следованным вопрос об экспрессии маркеров ство-
ловых (прогениторных клеток), таких как CD133 и
нестин, и рецепторов таких ключевых факторов ро-
ста, как рецептор колониестимулирующего факто-
ра-1 (CSF-1R) и рецептор эпидермального фактора
роста EGF (EGFR).

CSF-1R (CD115) локализован на поверхностной
мембране клеток и относится к семейству рецепто-
ров факторов роста CSF-1/тромбоцитарный фактор
роста. Он распознает лиганды CSF-1 и IL-34 – цито-
кины, которые контролируют пролиферацию кле-
ток микроглии и макрофагов. Они связываются с
внеклеточным доменом CSF-1R, индуцируют диме-
ризацию рецептора и его аутофосфорилирование
рецепторной тирозинпротеинкиназой по остаткам
тирозина. Этот процесс приводит к каскаду внутри-
клеточных сигналов, которые регулируют пролифе-
рацию, выживание и функции клеток-мишеней.
Связывание CSF-1 с CSF-1R активирует такие сиг-
нальные пути, как JAK–STAT, PI3K–AKT, ERK1/2
(Han et al., 2022).

EGFR, как и CSF-1R, является членом семейства
тирозинкиназных рецепторов плазматической мем-
браны, которые контролируют такие важные функ-
ции, как рост, дифференцировку, апоптоз, адгезию
и миграцию (Jones, Rappoport, 2014). EGFR пред-
ставлен на многих типах клеткок в центральной и
периферической нервной системе, связан с выпол-
нением нейротрофических функций в ЦНС и участ-
вует в регуляции активности глиальных клеток мозга
(Douglas et al., 2009). В настоящее время этот рецеп-
тор привлекает большое внимание в качестве тера-
певтической мишени из-за его участия в активации
микроглии (Yan et al., 2019; Mansour et al., 2022). Связы-
вание EGFR с такими лигандами, как EGF и TNFα,
вызывает активацию микроглии путем трансактива-
ции митоген-активируемой протеинкиназы (MAPK) и
других нижестоящих сигнальных путей (Fischer et al.,
2006), а ингибирование сигнального пути EGFR–
MAPK подавляет воспалительную реакцию микро-
глии и связанное с ней вторичное повреждение ней-
ронов после повреждения спинного мозга (Qu et al.,
2012).

В связи с вышесказанным цель настоящей рабо-
ты состояла в характеристике микроглии мыши ли-
нии SIM-A9 по соотношению к клеткам с феноти-
пом покоящейся и активированной микроглии в
культуре, анализ экспрессии маркеров стволовых
(прогениторных) клеток CD133 и нестина, рецепто-
ров факторов роста CSF-1R и EGFR и анализ кари-
отипа этой линии.
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Материалы и реактивы. Культуральная среда

DMEM/F12, сыворотка лошади, гентамицин (Gib-
co, США), фетальная сыворотка крупного рогатого
скота (HyClone, США), сыворотка козы (Biosera,
Франция), бычий сывороточный альбумин (Amres-
co, США), раствор Хенкса, фосфатно солевой буфер
(ПанЭко, Россия), пластиковая культуральная посуда
(Corning, США), ЭДТА и ЭГТА (AppliChem, Герма-
ния), Triton X-100 (Fluka, США), ЛПС (Sigma-Aldrich,
США), MitoSox-Red и 6-карбокси-2',7'-дихлордигид-
рофлуоресцеин диацетат (carboxy-H2DCFDA, C400)
(Molecular Probes, США), 4-амино-5-метиламино-
2',7'-дифторфлуоресцеин диацетат (DAF-FM, Ther-
mo Fisher Scientific, США), параформальдегид (Pan-
reac, EC), реактивы ExtractRNA, qPCRmix-HS SYBR
и синтез праймеров для ПЦР (Евроген, Россия).

Использовали следующие антитела: к CD11b:PE,
CD45:AlexaFluor488, CD115:AlexaFluor647, к нестину
(Biolegend, США), к Iba1 и TMEM119 (Abcam, Вели-
кобритания), CD68 (BD Biosciences, США), TSPO
18 кДа:AlexaFluor488, CD133:PE (Miltenyi Biotec,
Германия), EGFR:FITC (BD Biosciences, США); вто-
ричные антитела козы к IgG кролика:AlexaFluor647
(Molecular Probes, США), вторичные антитела козы
к IgG цыпленка:AlexaFluor568 (Invitrogen, США).

Культивирование клеток SIM-A9. Клетки микро-
глии мыши линии SIM-A9 культивировали в среде
DMEM/F12, содержащей 10% инактивированной фе-
тальной сыворотки крупного рогатого скота, 5% инак-
тивированной лошадиной сыворотки и 50 мкг/мл ген-
тамицина, в пластиковых культуральных флаконах в
СО2-инкубаторе при 37°С в увлажненной атмосфе-
ре, содержащей 5% СО2. Для пересева клетки линии
SIM-A9 снимали с подложки с помощью фосфатно-
го солевого буферного раствора (PBS), содержащего
1 ммоль/л ЭДТА, 1 ммоль/л ЭГТА и 1 мг/мл глюко-
зы. Пересев клеток проводили 2 раза в неделю по до-
стижении 80–90% конфлюэнтности.

Активация клеток SIM-A9 введением ЛПС. Клет-
ки микроглии SIM-A9 активировали ЛПС, получен-
ным из Escherichia coli. Маточный раствор (1 мг/мл в
PBS) хранили при −20°С; рабочий раствор готовили
в среде для культивирования после его разморажи-
вания непосредственно перед экспериментом.

Определение активных форм кислорода и азота. Ма-
точные растворы флуоресцентных красителей готови-
ли в ДМСО: 20 ммоль/л 6-карбокси-2',7'-дихлордигид-
рофлуоресцеин диацетата (carboxy-H2DCFDA, C400)
для окрашивания всех АФК, 5 ммоль/л 4-амино-5-ме-
тиламино-2',7'-дифторфлуоресцеин диацетата
(DAF-FM) для определения АФА (NO) и 5 ммоль/л
MitoSox-Red для выявления супероксиданиона. Ра-
бочие растворы красителей готовили в растворе
Хенкса. Для определения общего содержания АФК
и АФА живые клетки окрашивали в течение 40 мин
при 37°С, для определения супероксиданиона –
10 мин при 37°С. После окрашивания клетки отмы-

вали в растворе PBS, осадок ресуспендировали в PBS
и до измерений держали при 4°С. Флуоресценцию
клеток анализировали на проточном цитофлуори-
метре BD FACSCalibur (BD Biosciences, США), осна-
щенном аргоновым лазером с длиной волны 488 нм
и диодным красным лазером с длиной волны 635 нм
(Ресурсный центр клеточной и молекулярной био-
логии, НИЦ “Курчатовский институт”) с использо-
ванием программного обеспечения “CellQuest™”
(BD Biosciences, США). В каждом образце анализи-
ровали 10 тыс. клеток.

Фенотипирование клеток линии SIM-A9. Для
окрашивания поверхностных белков CD11b, CD45 и
CD68 клетки отмывали PBS и окрашивали прямыми
антителами к данным антигенам (табл. 1) в течение
30 мин при 4°С. Далее клетки отмывали PBS, фикси-
ровали в растворе 2%-ного параформальдегида в
PBS 10 мин при комнатной температуре, отмывали и
ресуспендировали в PBS. Фактор CSF-1R иденти-
фицировали в фиксированных клетках при окраши-
вании в течение 30 мин при 4°С. При окрашивании
клеток антителами к внутриклеточным белкам Iba1,
CD68, TSPO и нестину (табл. 1) клетки отмывали от
среды культивирования, фиксировали 2%-ным рас-
твором параформальдегида 10 мин, отмывали, пер-
меабилизировали в течение 10 мин в PBS, содержа-
щем 0.1% Тритона X-100 (Fluka, США) и 5% козьей
сыворотки (Biosera, Франция) (при окрашивании
Iba1, CD11b и нестина) или 1% бычьего сывороточ-
ного альбумина (в случае TSPO); затем добавляли
антитела к белку Iba1 и к нестину и инкубировали
60 мин при комнатной температуре, далее отмывали
от антител и инкубировали со вторичными антите-
лами, конъюгированными с Alexa Fluor 647 для
окрашивания Iba1 и с Alexa Fluor 568 для окрашива-
ния нестина в течение 60 мин, после чего отмывали
и ресуспендировали в PBS. Окрашивание клеток ан-
тителами к внутриклеточному белку CD68 произво-
дили прямыми антителами в течение 60 мин при
комнатной температуре. Для оценки содержания
белка TSPO клетки окрашивали прямыми антитела-
ми при комнатной температуре в течение 45 мин.

Антигены TMEM119, EGFR и CD133 идентифи-
цировали на нефиксированных клетках SIM-A9.
При анализе трансмембранного белка TMEM119
проводили непрямое окрашивание, а для определе-
ния белков EGFR и CD133 использовали прямые
антитела. Все антитела использовали в разведении,
рекомендованном фирмой-изготовителем. Флуо-
ресценцию клеток анализировали на проточном ци-
тофлуориметре BD FACSCalibur (BD Biosciences,
США), оснащенном аргоновым лазером с длиной
волны 488 нм и диодным красным лазером с длиной
волны 635 нм (Ресурсный центр клеточной и моле-
кулярной биологии, НИЦ “Курчатовский инсти-
тут”) с использованием программного обеспечения
“CellQuest™” (BD Biosciences, США). В каждом об-
разце анализировали 10 тыс. клеток.
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Таблица 1. Антитела, использованные при иммуноцитохимическом окрашивании антигенов клеток линии SIM-A9

Антиген:краситель Описание антигена Вид
(изотип)

Источник 
литературы

CD11b:PE Мембранный белок, гликопротеин из надсемейства интегринов, 
продукт гена ITGAM, альфа-субъединица интегрина αMβ2 
(MAC-1)

Крыса/IgG2b, κ Jurga et al., 2020

CD45:AlexaFluor488 Пан-лейкоцитарный антиген; экспрессируется как на покоя-
щейся (на низком уровне), так и на активированной (на высоком 
уровне) микроглии

Крыса/IgG2b, κ Becher et al., 1996

Iba1 Внутриклеточный Са-связывающий белок, связанный с реорга-
низацией актина – белка цитоскелета микроглии

Кролик/IgG Sasaki et al., 2001

CD68:BV-421 Скавенджер-рецептор; связывает окисленные липопротеины 
низкой плотности и участвует в элиминации дебриса, в фагоци-
тозе, в том числе миелина

Крыса/IgG2a, κ Waller et al., 2019
CD68:AlexaFluor488 Крыса/IgG2a

PBR (TSPO 
18кДа):AlexaFluor488

Транслоказа наружной мембраны митохондрий с мол. массой 
18 кДа; ранее белок был известен как рецептор бензодиазепинов. 
Представлен на активированной микроглии и, в меньшей мере, 
на активированных астроцитах

Крыса/IgG Liu et al., 2014

CD115:AlexaFluor647 Рецептор макрофагального колониестимулирующего фактора – 
CSF-1R

Крыса/IgG2a,κ Stanley et al., 2014

TMEM119 Трансмембранный белок 119, маркер микроглии Кролик/IgG Bennett et al., 2016
CD133:PE Проминин-1, трансмембранный гликопротеин, маркер стволо-

вых клеток
Крыса/IgG2a, λ Coskun et al., 2008

Нестин Белок промежуточных филаментов VI типа, маркер прогенитор-
ных клеток, ранее считался маркером нейрональных стволовых 
клеток

Курица/IgY Bernal, et al., 2018

EGFR:FITC Рецептор эпидермального фактора роста Мышь/IgG1 Jones et al., 2014
Иммуноглобулины 
кролика:AlexaFluor647

Вторичные антитела козы к иммуноглобулинам кролика Коза/IgG –

Иммуноглобулины 
цып-
ленка:AlexaFluor568

Вторичные антитела козы к иммуноглобулинам цыпленка Коза/IgG –

Анализ экспрессии мРНК генов цитокинов в клет-
ках линии SIM-A9. Общую РНК из клеток выделяли
фенол-хлороформенным методом, используя реак-
тив ExtractRNA в соответствии с инструкцией изго-
товителя (Евроген, Россия). Анализ относительной
экспрессии мРНК исследуемых генов проводили с по-
мощью полимеразной цепной реакции с обратной
транскрипцией (ОТ-ПЦР) как описано ранее (Моска-
лева и др., 2022). Экспрессию мРНК генов цитокинов
определяли методом ПЦР в режиме реального време-
ни с использованием красителя SYBR Green I на ам-
плификаторе CFX96 TouchTM (Bio-Rad, США). ПЦР
проводили в реакционной смеси qPCRmix-HS SYBR с
конечным объемом 25 мкл, в реакцию вносили 2 мкл
реакционной смеси после ревертирования, содержа-
щую кДНК и 7.5 пкмоль каждого из пары праймеров:
mTNFα: прямой 5'-aaatggcctccctctcatc-3' и обратный
5'-tttgagatccatgccgttg-3'; mIL-1β: прямой 5'-acctgttcttt-
gaagttgacg-3' и обратный 5'-gaaaagaaggtgctcatgtcc-3';

mIL-6: прямой 5'-gaggcttaattacacatgttc-3' и обратный
5'-aggcaaatttcctggttatatccagtt-3'; mGAPDH: прямой 5'-
cagcctcgtcccgtagaca-3' и обратный 5'-ttcccgttgatga-
caagcttc-3'.

Временной и температурный режим ПЦР для
mIL-1β, mIL-4, mTGFβ и mGAPDH: 95°С – 15 с (пер-
вый шаг – 5 мин), 62°С – 20 с, 72°С – 40 с, 45 циклов
ПЦР; для mTNFα: 95°С – 15 с (первый шаг – 5 мин),
54°С – 15 с, 72°С – 45 с, 45 циклов ПЦР. Измерение
уровня флуоресценции проводили на каждом цикле
при температуре 72°С. Результаты анализировали с
использованием программы Bio-Rad CFX Manager
2.0. Уровень экспрессии мРНК генов mTNFα, mIL-1β и
mIL-6 в клетках микроглии SIM-A9 измеряли относи-
тельно экспрессии конститутивного гена mGAPDH и
выражали как 2–∆Сt, где ∆Ct = Ctцитокина − CtGAPDH,
Ct − пороговый уровень флуоресценции, соответ-
ствующий номеру цикла ПЦР исследуемого образ-
ца, в котором флуоресценция отличается от фоново-
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го шума. Относительный уровень экспрессии генов
в обработанных ЛПС клетках рассчитывали по отно-
шению к среднему значению для контрольного об-
разца, который принимали за единицу.

Анализ кариотипа клеток линии SIM-A9 с помощью
метода многоцветной флуоресцентной гибридизации
in situ (mFISH). Кариотип клеток анализировали, ис-
пользуя mFISH пробы 21XMouse (MetaSystems, Гер-
мания) для окраски полного генома. Окраску деля-
щихся клеток на стадии метафазы проводили по мето-
дике производителя, хромосомы идентифицировали и
анализировали с использованием программ
ISIS/mFISH (MetaSystems, Германия), которые гене-
рируют “псевдоцвета” на основании уникальных ком-
бинаций 5 флуорохромов для идентификации каждой
пары хромосом и структурных перестроек между ни-
ми. Структурные перестройки хромосом (аберрации –
АХр) классифицировали по системе mPAINT (Corn-
forth, 2001). АХр делили на простые разрывы хромо-
сом (ацетрики и укороченные), простые обмены,
происходящие из двух разрывов в двух хромосомах
(дицентрики, транслокации, кольца, хроматидные
обмены) и комплексные аберрации, состоящие из
трех и более разрывов в двух и более хромосомах.
Для описания структурных и количественных ано-
малий хромосом было проанализировано 50 клеток
SIM-A9 .

Статистическая обработка. Статистическую обра-
ботку результатов проводили по методу Стьюдента с
использованием компьютерной программы “Origin-
Pro”. Все данные представлены в виде средних зна-
чений и стандартной ошибки среднего. Различия
считали статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ экспрессии маркеров покоящейся и активи-

рованной микроглии в клетках линии SIM-A9. Ранее

при иммуноцитохимическом окрашивании с ис-
пользованием соответствующих антител и световой
микроскопии (Nagamoto-Combs et al., 2014) было
показано присутствие в клетках SIM-A9 внутрикле-
точных маркеров микроглии – белков Iba1 и CD68,
которые экспрессируются как покоящимися, так и
активированными клетками. Однако при этом на-
блюдали клетки с разной интенсивностью окраши-
вания этих антигенов. В то же время, высокий уро-
вень экспрессии CD68 может свидетельствовать о
присутствии в культуре активированных клеток
микроглии.

Для анализа содержания покоящихся и активи-
рованных клеток в культуре микроглии SIM-A9 про-
водили их иммуноцитохимическое окрашивание
флуоресцентно мечеными антителами к поверх-
ностным маркерам CD11b и CD45 с последующей
проточной цитометрией образцов. По данным све-
торассеяния показано, что культура представлена
одной популяцией клеток (рис. 1а). При этом все
клетки культуры экспрессировали не только моле-
кулы Iba1 и CD68 (рис. 1б), но и CD11b и высокий
уровень CD45 (рис. 1в), и имели, таким образом, фе-
нотип CD11b/CD45high, что соответствует активиро-
ванной микроглии.

CD68 – трансмембранный белок, уровень кото-
рого повышается при воспалении и при активации
микроглии ЛПС и IFN-γ, что показано для клеток
микроглии мыши линии BV-2 (Wong et al., 2005). Из-
вестно, что в процессе активации макрофагов проис-
ходит передислокация основного пула молекул CD68
из внутриклеточных компартментов на поверхност-
ную мембрану клеток (Ramprasad et al., 1996).

При окрашивании антигена CD68 на поверхност-
ной мембране непермеабилизированных клеток
SIM-A9 этот маркер обнаружен на мембране 72%

Рис. 1. Гистограммы прямого/бокового светорассеяния (СР) клеток микроглии мыши линии SIM-A9 (а) и уровня антигенов
Iba1/CD68 (б) и CD11b/CD45 (в). Представлены данные проточной цитометрии с использованием соответствующих флуо-
ресцентно меченных антител (Alexa, PE или Brilliant Violet). Приведены гистограммы одного из трех типичных эксперимен-
тов. ИФ – интенсивность флуоресценции здесь и на рис. 1–3, 6, 7.
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клеток (рис. 2), что также соответствует фенотипу
активированной микроглии.

Для подтверждения и дополнения полученных
результатов клетки линии SIM-A9 были охарактери-
зованы с использованием еще одного маркера мик-
роглии, белка TMEM119, и маркера активированной
микроглии (макрофагов) белка TSPO. TMEM119 –
специфический маркер микроглии, и в настоящее
время Tmem119 классифицируется как один из ге-
нов-маркеров фенотипа M0 микроглии мышей, ко-
торый не экспрессируется нейральными клетками
(Bohnert et al., 2020).

В отличие от TMEM119, белок-транслоказа TSPO,
ранее известный как рецептор бензодиазепина, ис-
пользуется в качестве маркера активированной по
провоспалительному пути микроглии при нейровос-
палении (Pannell et al., 2020). При анализе этих мар-
керов обнаружено, что все клетки микроглии линии
SIM-A9 экспрессируют белки TMEM119 и TSPO

(рис. 3а, б соответственно), что соответствует акти-
вированной микроглии.

Таким образом, в результате проведенного иссле-
дования показан высокий уровень содержания таких
маркеров активированной микроглии, как белок
CD68 на поверхностной мембране клеток и внутри-
клеточный белок TSPO на наружной мембране ми-
тохондрий, а также соответствие клеток линии SIM-
A9 фенотипу CD11b/CD45high. Эти данные позволя-
ют однозначно констатировать, что интактные клет-
ки этой линии имеют фенотип активированной
микроглии.

Характеристика активации клеток микроглии SIM-
A9 под действием ЛПС. ЛПС является классическим
индуктором провоспалительной активации микро-
глии, которая сопровождается усилением фагоцито-
за, повышением секреции провоспалительных ци-
токинов, хемокинов и АФК и АФА (Lively, Schlichter,
2018). В связи с тем, что ранее была показана актива-

Рис. 2. Гистограмма уровня белка СD68 на поверхностной мембране клеток SIM-A9. Горизонтальной линией отмечена суб-
популяция окрашенных CD68+ клеток, цифрами указано их количество. Левый пик – аутофлуоресценция, правый – окра-
шенные клетки. Приведены данные одного из трех типичных экспериментов.
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Рис. 3. Гистограммы уровня маркеров TMEM119 (а) и TSPO (б) в клетках линии SIM-A9. Горизонтальной линией отмечена
субпопуляция окрашенных на TMEM119 (а) и TSPO (б) клеток, цифрами указано их количество. Левый пик – аутофлуорес-
ценция, правый – окрашенные клетки. Приведены данные одного из трех типичных экспериментов.
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ция клеток микроглии линии SIM-A9 под действием
ЛПС (Nagamoto-Combs et al., 2014), на следующем
этапе работы мы исследовали воздействие этого
агента на морфологию клеток SIM-A9, экспрессию
генов провоспалительных цитокинов и уровень со-
держания АФК и АФА. При анализе экспрессии ря-
да маркеров, упомянутых выше, в клетках микро-
глии SIM-A9 через 24 ч после обработки 5 нг/мл
ЛПС активированные клетки имели такой же фено-
тип, как и контрольные (см. рис. 1, 3), то есть, 100%
клеток, обработанных ЛПС, были положительными
по маркерам CD68, Iba1, CD11b, CD45, TSPO и
TMEM119 (данные не показаны). Таким образом,
24-часовое воздействие ЛПС на клетки SIM-A9 не
изменяет их фенотип.

При исследовании морфологии клеток SIM-A9
после активации ЛПС показано, что клетки кон-
трольной культуры, не подвергавшиеся воздействию
данного агента, имеют преимущественно округлую

форму и небольшое количество клеток удлиненной
формы с отростками (рис. 4а). При культивирова-
нии клеток SIM-A9 в присутствии 5 и 500 нг/мл ЛПС
доля клеток удлиненной формы с отростками воз-
растает за 24 ч до 14.7 ± 1.6 и 22.8 ± 0.5% соответ-
ственно против 6.9 ± 0.3% в контроле (рис. 4б, в). Та-
ким образом, в присутствии ЛПС изменяется морфо-
логия части клеток линии SIM-A9, среди которых
увеличивается доля удлиненных клеток с отростками.

Другие авторы ранее показали, что активация
клеток SIM-A9 под действием 2.5 нг/мл ЛПС сопро-
вождается увеличением секреции TNFα (Nagamoto-
Combs et al., 2014). Мы провели исследование уровня
экспрессии генов провоспалительных цитокинов в
аналогичных условиях и показали, что ЛПС стиму-
лирует повышение экспрессии мРНК генов провос-
палительных цитокинов в клетках линии SIM-A9
(рис. 5а–в). Культивирование клеток в присутствии
этого агента приводило к увеличению экспрессии

Рис. 4. Микрофотографии культуры клеток линии SIM-A9 в контроле (а) и через 24 ч после активации ЛПС в концентрации
5 (б) и 500 (в) нг/мл. Фазовоконтрастная микроскопия. Цифрами указана доля клеток удлиненной формы с отростками (по-
казаны стрелками). * – отличия доли клеток в культуре после действия ЛПС от контрольной культуры статистически значи-
мы при p < 0.05. Увел. об.: 40×.
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Рис. 5. Уровень экспрессии мРНК генов TNFα (а), IL-1β (б) и IL-6 (в) в клетках микроглии линии SIM-A9 через 6 и 24 ч после
стимуляции ЛПС в разной концентрации.
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мРНК mTNFα до 80 раз, mIL-1β – до 280 раз, mIL-6 –
до 2000 раз через 6 ч после воздействия ЛПС в дозе
500 нг/мл. При действии ЛПС в концентрации
5 нг/мл также обнаружено усиление экспрессии ци-
токинов, но в меньшей степени.

Через 24 ч культивирования в присутствии ЛПС
уровень экспрессии мРНК mTNFα, mIL-1β и mIL-6
снижался, но превышал уровень контроля в 20, 2.5 и
3 раза соответственно при концентрации ЛПС
500 нг/мл (рис. 5а–в). Аналогичное снижение экс-
прессии мРНК цитокинов через 24 ч наблюдали после
добавления ЛПС в концентрации 5 нг/мл (рис. 5а–в).

Активация микроглии сопровождалась также и
повышением продукции АФК и АФА. Так, показано
(Nagamoto-Combs et al., 2014), что стимуляция кле-
ток SIM-A9 ЛПС в дозе 2.5 нг/мл стимулирует про-
дукцию оксида азота, активирует индуцибельную
NO-синтазу и циклооксигеназу.

В настоящей работе мы исследовали способность
клеток SIM-A9 отвечать на активацию ЛПС увели-
чением образования АФК и АФА при использова-
нии красителей С400 (для анализа внутриклеточных
АФК), MitoSox (для анализа митохондриального су-
пероксид-аниона) и DAF-FM (для анализа оксида

Рис. 6. Уровень активных форм кислорода (а), митохондриального супероксиданиона (б) и оксида азота (в) в контрольных
клетках SIM-A9 (левая колонка) и обработанных 500 нг/мл ЛПС (правая колонка). Гистограммы получены с помощью проточ-
ной цитометрии после окрашивания клеток с флуоресцентными витальными красителями.
Горизонтальными линиями отмечены субпопуляции окрашенных на соответствующий маркер клеток, цифрами указано их
количество. Левый пик – аутофлуоресценция, правый – окрашенные клетки. Приведены данные одного из трех типичных
экспериментов.
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азота) с помощью проточной цитофлуориметрии.
Полученные результаты представлены на рис. 6. По-
казано, что контрольные клетки характеризуются
спонтанной продукцией АФК и АФА (рис. 6а–в).
Активация клеток ЛПС приводила к увеличению об-
разования всех исследованных метаболитов. Высо-
кий уровень АФК и АФА, обнаруженный в кон-
трольных клетках, коррелирует с фенотипом клеток
SIM-A9, соответствующим активированной микро-
глии. При этом под воздействием ЛПС секреция
этих метаболитов возрастала, что свидетельствует о
дальнейшей функциональной активации клеток.

Генерация АФК и АФА происходит в норме в
процессе жизнедеятельности клеток. Они имеют
важное регуляторное значение: в зависимости от
концентрации могут индуцировать или ингибиро-
вать процессы дифференцировки клеток, например,
гемопоэтических и нейральных стволовых клеток, а
также участвовать в регуляции апоптоза, синтеза ци-
токинов и влиять на пролиферацию этих клеток или
индуцировать их гибель (Новиков и др., 2014). По-
этому можно полагать, что секреция АФК и АФА
клетками микроглии, возрастающая при активации
ЛПС, может оказывать воздействие на соседние
клетки, эффект от которого будет зависеть от кон-
центрации этих метаболитов.

Анализ экспрессии маркеров стволовых клеток и
прогениторных клеток в культуре SIM-A9. Для опре-
деления количества стволовых клеток (СК), присут-
ствующих в культуре SIM-A9, исследовали содержа-
ние CD133+-клеток. Трансмембранный гликопротеин
CD133 – широко используемый маркер для идентифи-
кации СК из нормальных и опухолевых тканей. Пока-
зано (Prater et al., 2021), что CD133+-клетки из смешан-
ной культуры коры головного мозга были способны
продуцировать пул CD45+/CD11b+-микроглии in vitro
и in vivo. При исследовании этого антигена в клетках
линии SIM-A9 обнаружено, что размер субпопуля-
ция клеток CD133+ составил 5.0 ± 1.1% (рис. 7а).

Присутствие клеток CD133+ в линии микроглии
мыши позволяет полагать, что это СК, из которых
образуются прогениторные активно пролиферирую-
щие клетки микроглии.

Маркером СК, клеток-предшественников раз-
личных типов, в том числе нейронов, астроцитов и
олигодендроцитов является нестин (Michalczyk
et al., 2005). При исследовании содержания нестин+-
клеток в культуре SIM-A9 показано, что 100% клеток
линии экспрессируют этот маркер (рис. 7б). Это поз-
воляет заключить, что культура клеток SIM-A9 пред-
ставлена в основном прогениторными клетками.

Рис. 7. Уровень CD133 (а), нестина (б), рецепторов CSF-1R (в) и EGFR (г) в клетках микроглии линии SIM-A9. Проточная
цитометрия после окрашивания клеток с использованием соответствующих антител, конъюгированных с флуоресцентной
меткой (PE, APC или FITC). Горизонтальными линиями отмечены субпопуляции окрашенных на соответствующий маркер
клеток, цифрами указано их количество. Левый пик – аутофлуоресценция, правый – окрашенные клетки. Приведены дан-
ные одного из трех типичных экспериментов.
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Показано (Elmore et al., 2014; Huang et al., 2018),
что восстановление пула резидентной микроглии в
мозге мышей после ее истощения при действии ин-
гибитора рецептора CSF-1 (препарата PLX5622)
происходит в результате репопуляции и сопровож-
дается появлением нестин+-клеток микроглии. При
этом авторы убедительно доказали, что эти клетки
происходят из сохранившихся после действия инги-
битора клеток микроглии, а не из нестин+-нейраль-
ных СК, из которых образуются нейрональные клет-
ки, астроциты и олигодендроциты. Действительно,
нестин долгое время считался маркером только ней-
ральных СК, из которых в процессе дифференци-
ровки образуются нейроны, астроциты и олигоденд-
роциты (Bernal, Arranz, 2018).

В настоящее время нестин обнаружен в культурах
пролиферирующих СК разных типов и скорее явля-
ется маркером пролиферирующих прогениторных
клеток. Делящаяся микроглия мозга (Takamori et al.,
2009; Askew et al., 2017) и сетчатки (Wohl et al., 2011)
временно экспрессирует нестин во время репопуля-
ции и развития воспалительной реакции. Известно,
что фармакологические ингибиторы CSF-1R явля-
ются универсальным инструментом воздействия на
пролиферацию микроглии (Green et al., 2020); инги-
бирование CSF-1R может снижать пролиферацию
микроглии и модулировать ее фенотип при нейро-
воспалении, например, при прогрессирующем рас-
сеянном склерозе (Hagan et al., 2020).

Специфичность таких ингибиторов не абсолют-
на. Так, показано (Lei et al., 2020), что PLX5622, наи-
более эффективный из ингибиторов CSF-1R, влияет
не только на микроглию, но также приводит к долго-
временным изменениям в миелоидных и лимфоид-
ных компартментах костного мозга, селезенки и
крови в результате подавления пролиферации соот-
ветствующих клеток-предшественников, экспрес-
сирующих этот рецептор. Важно, что такие клеточ-
ные популяции, как правило, восстанавливаются
после удаления агента, ингибирующего CSF-1R: в
мозге репопуляция удаленной микроглии происхо-
дит в течение недели после прекращения действия
ингибитора благодаря пролиферации сохранивших-
ся клеток микроглии, которые экспрессируют не-
стин, а затем дифференцируются в микроглию, не
содержащую нестин.

Таким образом, в клетках линии SIM-A9 обнару-
жено присутствие 5% CD133+-СК и высокий уро-
вень экспрессии нестина во всех клетках. Это свиде-
тельствует о том, что несмотря на фенотип активи-
рованных клеток микроглии, культура клеток линии
SIM-A9 представлена низко дифференцированны-
ми прогениторными клетками микроглии.

Характеристика экспрессии рецепторов факторов
роста на клетках микроглии линии SIM-A9. Пролифе-
рация клеток микроглии может активироваться при
связывании соответствующих лигандов с рецепто-
ром фактора CSF-1 (CSF-1R), CD115 и с рецептором

фактора EGF (EGFR). Поэтому было проведено ис-
следование присутствия этих рецепторов на поверх-
ностной мембране клеток линии SIM-A9.

При анализе экспрессии CSF-1R в клетках линии
SIM-A9 мы обнаружили, что доля CSF-1R+-клеток
составляет 93.0 ± 2.4% популяции (рис. 7в).

Рецептор EGF вовлечен в регуляцию пролифера-
ции клеток многих типов. Кроме того, показана его
роль и в процессе активации и миграции первичной
микроглии мыши (Coniglio et al., 2012). Для опреде-
ления уровня экспрессии EGFR на поверхностной
мембране клеток микроглии SIM-A9 было проведе-
но окрашивание клеток антителами к этому антиге-
ну. В культуре обнаружено две субпопуляции кле-
ток: часть клеток не имела, или имела очень низкий
уровень этого антигена, а субпопуляция клеток
EGFR+ составляла 62.0 ± 3.1% (рис. 7г).

Ранее EGFR был обнаружен и в клетках микро-
глии мыши линии BV-2. Активация этих клеток мор-
фином приводила к пропорциональному дозе и вре-
мени увеличению уровня экспрессии CD11b, уровня
фосфорилирования EGFR и протеинкиназы
ERK1/2, миграции клеток и продукции цитокинов
IL-1β и TNFα; активация миграции и продукции
провоспалительных цитокинов ингибировалась при
блокировании сигнального пути EGFR под действи-
ем низкомолекулярного ингибитора этого рецепто-
ра AG1478 (Qu et al., 2012, 2015; Yang et al., 2021). Та-
ким образом, в настоящее время накапливаются
убедительные доказательства того, что ингибирова-
ние сигнального пути EGFR/ERK может представ-
лять новый способ подавления активации микро-
глии, и присутствие EGFR на клетках линии SIM-A9,
показанное в настоящей работе, позволяет исполь-
зовать эти клетки для исследования эффективности
таких ингибиторов.

Полученные нами результаты позволяют предпо-
ложить существование, помимо классического пути
стимуляции пролиферации клеток микроглии ли-
нии SIM-A9 через рецептор CSF-1R, и альтернатив-
ного механизма, связанного с активацией рецептора
EGFR.

Анализ кариотипа клеток линии SIM-A9. Исполь-
зованный в данной работе для анализа кариотипа
метод mFISH позволяет точно идентифицировать
каждую пару хромосом и воссоздать кариотип ли-
нии. На рис. 8а представлен нормальный кариотип
мыши линии С57Bl/6 (21, XY), полученный при ис-
следовании клеток костного мозга. Спонтанные
АХр отсутствуют.

Типичные кариограммы клеток линии SIM-A9
показаны на рис. 8б. При цитогенетическом анализе
клеток этой линии обнаружен сильно измененный
кариотип с большим числом транслокаций и других
перестроек хромосом, а также количественных ано-
малий. Обнаружен относительно стабильный гипотет-
раплоидный женский мышиный кариотип: число хро-
мосом на метафазу варьировало от 50 до 61, выявлено
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около 12 постоянных маркерных аномалий, таких
как слияние хромосом по центромере (рис. 8б, хро-
мосомы 1–5), транслокации (рис. 8б, хромосомы 6–7),
включая комплексную мультитранслокацию (рис. 8б,
см. цифру 6), возможно присутствие ацетрических
мелких фрагментов или очень сильно редуцирован-
ных хромосом (рис. 8б, хромосомы 8–9), и отдельно
лежащих центромер (рис. 8б, см. цифру 10). Число
копий хромосом варьировало от 2 до 5. Более того,
свыше 95% клеток имели неклональные структур-
ные АХр, такие как хромосомные и хроматидные
разрывы, транслокации и дицентрики (стрелки на
рис. 8б).

В связи с тем, что все клетки линии SIM-A9 име-
ют структурные и количественные аномалии (такие
как потеря и “лишние” копии хромосомы) и АХр,
мы констатируем высокую хромосомную нестабиль-
ность линии. Значительные спонтанные хромосомные
нарушения, выявленные в клетках линии SIM-A9,
сходны с таковыми большинства иммортализованных
клеточных линий и линий опухолевых клеток.

Итак, совокупность полученных результатов поз-
воляет сделать следующее заключение. В настоящей
работе впервые показано, что клетки линии SIM-А9
экспрессируют высокий уровень белка TSPO, мар-
керов CD68 и CD11b/CD45high на поверхностной
мембране клеток, что соответствует признакам ак-
тивированной микроглии. Несмотря на это, клетки
этой линии отвечают дополнительной активацией в
ответ на стимуляцию ЛПС, которая приводит к по-
вышению экспрессии генов провоспалительных ци-

токинов IL-1β, TNFα, IL-6 и образованию высокого
уровня АФК и АФА. Клетки линии SIM-A9 экспрес-
сируют маркеры стволовых и прогениторных клеток
CD133+ и нестин, что позволяет рассматривать клетки
этой линии как ранние низко дифференцированные
прогениторные клетки, несмотря на их фенотип, соот-
ветствующий активированной микроглии. Клетки ли-
нии SIM-A9 экспрессируют рецепторы двух факторов
роста CSF-1 и EGF – CSF-1R и EGFR, что свиде-
тельствует о возможности стимуляции пролифера-
ции клеток SIM-A9 по двум альтернативным меха-
низмам под действием соответствующих факторов.
Кариотип клеток SIM-A9 характеризуется хромосом-
ной нестабильностью, свойственной всем иммортали-
зованным и опухолевым линиям. Выявленные струк-
турные и количественные аномалии хромосом могут
определять фенотипические и функциональные осо-
бенности этой линии.

Таким образом, полученные данные позволяют
рассматривать линию SIM-A9 в качестве альтерна-
тивы первичной микроглии для исследования меха-
низмов развития нейродегенеративных заболеваний и
состояний, обусловленных развитием нейровоспале-
ния и изучения эффективности потенциальных тера-
певтических препаратов, способных регулировать про-
и противовоспалительную активность микроглии.
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Рис. 8. Кариотип 21XY нормальных клеток костного мозга мыши линии С57Bl/6 (а) и типичная кариограмма клеток SIM
(б; в данном случае содержится всего 60 хромосом). б – Цифрами 1—10 отмечены маркерные хромосомы; 1, 2, 3, 4, 5 –
слияния по центромере двух хромосом номер 2, 6, 8, хромосом 8 и 17 и двух хромосом 18 соответственно; цифры 6 и 7 –
транслокации 19*–4–9 и 11*–X (* означает часть хромосомы, несущую центромеру); 8 и 9 – сильно укороченные хромосомы 1 и 4;
10 – отдельная центромера; стрелками показаны дополнительные спонтанные АХр: слияние по центромере хромосом 2 и 15
и укороченная Х-хромосома с ацентрическим фрагментом. На врезке внизу более детально представлены транслокации 6 и 7. 
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Microglia Cell Line SIM-A9 Features – New Data
D. A. Shaposhnikovaa, *, E. Yu. Moskalevaa, Yu. P. Semochkinaa, O. V. Vysotskayaa,

O. V. Komovab, E. A. Nasonovab, and I. V. Koshlanb

aNational Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, 123182 Russia
bJoint Institute for Nuclear Research, Dubna, 141980 Russia
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SIM-A9 is a line of spontaneously immortalized mouse microglia cells obtained from newborn C57BL/6 mice’s ce-
rebrum. The aim of this work is to characterize SIM-A9 line by the ratio of cells with the resting and activated mi-
croglia phenotype, to analyze the expression of stem/progenitor cell markers CD133 and nestin, growth factors re-
ceptors CSF-1R and EGFR, and the karyotype of this line. The light microscopy, immunocytochemistry, f low cy-
tometry and RT/PCR were used to analyze the morphology, phenotype, and gene expression levels of pro-
inflammatory cytokines, and the mFISH method was used to analyze the karyotype. It was shown for the first time
that SIM-A9 cells express a high level of TSPO protein, CD68, CD11b and CD45 markers on the surface membrane
of cells, which corresponds to the phenotype of activated microglia. Despite this, the cells of this line respond with
additional activation to LPS stimulation, which leads to an increase in the pro-inflammatory cytokine genes IL-1β,
TNFα, IL-6 expression and a high level of active oxygen and nitrogen metabolites formation. It was shown that
SIM-A9 cells express stem and progenitor cells markers, CD133+ and nestin, which allows us to consider the cells of
this line as early poorly differentiated progenitor cells, despite their phenotype corresponding to activated microglia.
It was also found that SIM-A9 cells express receptors of two growth factors CSF-1 and EGF, CSF-1R and EGFR,
which indicates the possibility of SIM-A9 cells proliferation stimulation by two alternative mechanisms under the
action of the corresponding factors. SIM-A9 cells have a hypotetraploid karyotype with a large number of structural
and quantitative chromosome anomalies.

Keywords: microglia, cell line SIM-A9, karyotype, stem cells, CSF-1 receptor, EGF receptor, gene expression, cy-
tokines
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Никотинамидадениндинуклеотид (NAD+) играет ключевую роль в клеточном метаболизме и сигналинге.
В последние годы появилось множество свидетельств того, что NAD+-зависимые процессы принимают
участие в регуляции плюрипотентности и дифференцировки эмбриональных стволовых клеток млекопи-
тающих. Основным способом поддержания уровня NAD+ в клетках млекопитающих является его биосин-
тез из различных форм витамина В3. В настоящей работе мы выяснили, как стимуляция и подавление био-
синтеза NAD+ влияют на поддержание плюрипотентности эмбриональных стволовых клеток мыши ли-
нии Е14 Tg2a (клетки Е14). Статус плюрипотентности клеток Е14 оценивали при помощи
иммуноцитохимического анализа и иммуноблоттинга с использованием антител к фактору плюрипотент-
ности Oct4, а также окраски на щелочную фосфатазу. С помощью метода ЯМР-спектроскопии мы уста-
новили, что концентрация NAD+ в плюрипотентных клетках Е14, культивируемых в присутствии фактора
ЛИФ, составляет около 4 нмоль/мг и остается неизменной после индукции дифференцировки ретиное-
вой кислотой. Также мы показали, что фармакологическая стимуляция биосинтеза NAD+ никотинамид-
рибозидом повышает уровень внутриклеточного NAD+ на 20%, и это не влияет на поддержание плюрипо-
тентности клеток Е14. Более того, в условиях критического истощения внутриклеточного пула NAD+ при
подавлении его синтеза из никотинамида ингибитором Nampt (FK866) клетки Е14 сохраняли плюрипо-
тентность, в то время как уровень белка Oct4 был понижен.

Ключевые слова: NAD+, ЯМР-спектроскопия, мышиные эмбриональные стволовые клетки Е14 Tg2α,
плюрипотеность, дифференцировка, Oct4
DOI: 10.31857/S0041377123030033, EDN: VBPSEK

Никотинамидадениндинуклеотид (NAD+) играет
ключевую роль в энергетическом метаболизме клет-
ки, выполняя функцию переносчика электронов и
водорода в окислительно-восстановительных реак-
циях центральных метаболических путей (Ying, 2008;
Yang et al., 2016). Также NAD+ является субстратом для
нескольких семейств регуляторных белков, таких как
деацетилазы белков сиртуины и поли(АДФ-рибо-
зил)полимеразы (Yang et al., 2016; Kulikova et al., 2018).

Во многих случаях NAD+ выступает как связующее
звено между энергетическими процессами и сиг-
нальной трансдукцией. Таким образом, этот динук-
леотид может играть роль универсального посредни-
ка для регуляции и координации различных внутри-
клеточных процессов.

В последние годы появилось много свидетельств
того, что NAD+-зависимые метаболические и сиг-
нальные процессы являются важными факторами в
регуляции плюрипотентности и дифференцировки
эмбриональных стволовых клеток млекопитающих.
Было установлено, что высокий уровень аэробного
гликолиза и отсутствие окислительного фосфорили-
рования являются определяющими признаками эм-
бриональных стволовых клеток человека и необходи-
мы для поддержания их плюрипотентности (Gu et al.,

Принятые сокращения: ЛИФ – лейкемия-ингибирующий
фактор; МТТ – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-
тетразолиум бромид; мЭСК – мышиные эмбриональные стволо-
вые клетки; ЯМР – ядерный магнитный резонанс; NAD+ – ни-
котинамидадениндинуклеотид; NMN – никотинамидмононук-
леотид; Nampt – никотинамидфосфорибозилтрансфераза; NR –
никотинамидрибозид; PNP – пуриннуклеозидфосфорилаза.

УДК 576.08:57.032
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2016). Более того, было показано, что NAD+-зависи-
мые деацетилазы сиртуины регулируют поддержа-
ние плюрипотентности и дифференцировку эмбри-
ональных стволовых клеток мыши и человека при
помощи различных механизмов (Fang et al., 2019).

Успешная регуляция NAD+-зависимых метабо-
лических и сигнальных процессов зависит от того,
насколько эффективно стволовой клетке удается
поддерживать определенный уровень данного ди-
нуклеотида. Происходит это в основном благодаря
синтезу NAD+ из никотинамида, известного как ви-
тамин B3, который образуется в результате расщеп-
ления NAD+ в различных регуляторных процессах
или поступает в организм с пищей. Помимо этого,
NAD+ может эффективно синтезироваться из других
форм витамина В3, таких как никотиновая кислота и
никотинамидрибозид (NR), а также образовываться de
novo из триптофана (Yang et al., 2007; Nikiforov et al.,
2015).

В настоящей работе на модели эмбриональных
стволовых клеток мыши линии Е14 Tg2α (клеток
Е14) мы выясняли, меняется ли концентрация внут-
риклеточного NAD+ при переходе клеток из плюри-
потентного состояния в дифференцированное, и по-
казали, как фармакологическая модуляция уровня
NAD+ путем подавления или стимуляции его био-
синтеза может влиять на поддержание клеток в плю-
рипотентном состоянии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Антитела. В работе использовали кроличьи анти-
тела к Oct4 (Abcam, Великобритания), мышиные ан-
титела к Gapdh (Sigma, США), кроличьи антитела к
IgG мыши и мышиные к IgG кролика, конъюгиро-
ванные с пероксидазой хрена (Sigma, США), козьи
антитела к IgG кролика, конъюгированные с Alexa
Fluor 568 (Molecular Probes, США).

Культивирование клеток. Эмбриональные стволо-
вые клетки мыши (мЭСК) линии Е14 Tg2α (клетки
Е14) (Bay Genomics, США) выращивали на адгезив-
ном пластике, обработанном 0.1%-ным раствором
желатина (Sigma-Aldrich, США), в среде KnockOut
DMEM (Thermo Scientific, США), содержащей 100
ед./мл пенициллина и 100 мг/мл стрептомицина
(Thermo Scientific, США), 2 мМ L-глутамина (Ther-
mo Scientific, США), 100 мкМ β-меркаптоэтанола
(Sigma-Aldrich, США), 15% инактивированной эм-
бриональной бычьей сыворотки (Capricorn Scientif-
ic, Германия), раствора незаменимых аминокислот
(NEAA, Thermo Scientific, США) при 37°C в атмо-
сфере 5% CO2. Пересев клеток производили с ис-
пользованием 0.05%-ного раствора трипсин/ЭДТА
(Thermo Scientific, США). Метаболическую актив-
ность клеток оценивали при помощи теста на основе
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-тет-

разолиум бромида (МТТ) (“Росмедбио”, Россия)
согласно стандартному протоколу.

Для поддержания плюрипотентного состояния в
среду для культивирования клеток добавляли лейке-
мия-ингибирующий фактор (ЛИФ) (Sigma, США) в
конечной концентрации 10 нг/мл. Для запуска диф-
ференцировки клетки переводили на свежую пита-
тельную среду без ЛИФ, в которую добавляли рети-
ноевую кислоту (Sigma, США) в конечной концен-
трации 0.5 мкМ и культивировали в течение 4 сут со
сменой среды на 2-ые сут. Степень плюрипотентно-
сти клеток оценивали с помощью иммуноцитохими-
ческого анализа и иммуноблоттинга с использова-
нием кроличьих антител к транскрипционному факто-
ру Oct4, а также окраски на щелочную фосфатазу. Для
окраски плюрипотентных клеток на щелочную фосфа-
тазу мЭСК фиксировали 3.7%-ным раствором пара-
формальдегида (Sigma, США) в течение 10 мин, инку-
бировали в 100 мМ трис-малеатном буфере (рН 9.0, Sig-
ma, США), содержащем 4 мМ MgCl2, 0.2 мг/мл
динатриевой соли 1-нафтил фосфата (Sigma, США),
0.5 мг/мл соли Fast Red TR (4-хлор-2-метилфенил,
соль диазония) (Sigma, США). При появлении от-
четливого красного окрашивания реакцию останав-
ливали двукратной промывкой клеток фосфатно-
солевым буферным раствором (PBS), содержащим
137 мМ NaCl, 2.7 мМ KCl, 10 мМ фосфатного буфера
(VWR, США).

Иммуноцитохимический анализ. Для иммуноцито-
химического анализа клетки выращивали на 96 лу-
ночном планшете в присутствии ЛИФ или ретиное-
вой кислоты. Клетки фиксировали 3.7%-ным рас-
твором параформальдегида (Sigma, США) в течение
10 мин при комнатной температуре, после чего пер-
меабилизировали клеточную мембрану в течение
15 мин 0.1%-ным раствором Triton X-100 (Sigma,
США), затем блокировали неспецифические сайты
связывания 3%-ным раствором бычьего сывороточ-
ного альбумина (VWR, США) при комнатной темпе-
ратуре в течение 1 ч. Для специфической окраски на
Oct4 клетки инкубировали с первичными антитела-
ми при 4°C в течение 12 ч, и далее с раствором вто-
ричных антител, конъюгированных с Alexa Fluor
568, при комнатной температуре в течение 1 ч. Ядра
клеток окрашивали 0.05 мкг/мкл DAPI (Sigma,
США). Окрашенные клетки анализировали с помо-
щью флуоресцентного микроскопа The EVOS® FL
Auto Imaging System (Life Technologies, США), обо-
рудованного флуоресцентными фильтрами, подхо-
дящими для детекции Alexa Fluor 568 (531/40 нм при
возбуждении, 593/40 нм при поглощении) и DAPI
(357/44 нм при возбуждении, 447/60 нм при погло-
щении).

Определение концентрации белка, электрофорети-
ческое разделение белков в денатурирующих условиях
и иммуноблотинг. Для определения концентрации
белка в экстрактах клеток E14 использовали ком-
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мерческий набор Pierce BCA Protein Assay Kit (Ther-
mo Scientific, США), следуя протоколу производите-
ля. Для подготовки проб к электрофоретическому
разделению белков клетки лизировали в стандарт-
ном буфере Лэммли (Laemmli, 1970) при температу-
ре 95°С в течение 10 мин. На дорожку наносили
10 мкг белка. Электрофорез и иммуноблотинг про-
водили по стандартному протоколу. Для детекции
белков использовали специфические антитела к
Oct4 и Gapdh, а также вторичные антитела, конъ-
югированные с пероксидазой хрена, и реактивы для
усиленной хемилюминесценции SuperSignal West
Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientif-
ic, США). Сигнал регистрировали и записывали при
помощи Chemidoc Touch (Bio-Rad, США). Денсито-
метрию полос, соответствующих Oct4 и Gapdh, про-
водили с использованием программы Image Lab
(Bio-Rad, США). Для каждой экспериментальной
точки анализировали три независимо приготовлен-
ных клеточных экстракта. Интенсивности полос
Oct4 нормировали на интенсивности соответствую-
щих полос Gapdh.

Фармакологическая модуляция уровня NAD+ в
клетках Е14. Для стимуляции биосинтеза NAD+

клетки E14 культивировали в течение 1 сут в присут-
ствии 150 мкМ NR (любезно предоставлен проф.
Мари Миго, Университет Южной Алабамы, США).
Для ингибирования синтеза NAD+ в питательную сре-
ду на 1 или 2 сут добавляли ингибитор никотинамид-
фосфорибозилтрансферазы (Nampt) вещество FK866
(Sigma, США) в конечной концентрации 5 мкМ.

ЯМР-метаболомика. Для количественного анали-
за NAD+, NR, глюкозы и лактата в экстрактах клеток
Е14 использовали метод 1Н ЯМР-спектроскопии.
Клетки выращивали на культуральных чашках 10 см,
после достижения конфлюентности 80–90% клетки
промывали 2 раза охлажденным до 4°C PBS и поме-
щали на лед. Экстракцию метаболитов проводили на
чашке 80%-ным метанолом в течение 30 мин при
4°C. Далее клетки соскребали с чашки и центрифу-
гировали при 15000 g в течение 30 мин при 4°С.
Надосадочную жидкость лиофилизировали и ресус-
пендировали в буферном растворе на основе D2O,
содержащем NaH2PO4⋅H2O и Na2HPO4 (рН 6.5) и
1 мМ сахарозу, которая используется в качестве
внутреннего стандарта. Осадки использовали для
количественного определения белка. Регистрацию и
анализ ЯМР-спектров проводили в соответствии с
протоколом, описанным в нашей предыдущей рабо-
те (Shabalin et al., 2018) с помощью DirectDrive NMR
System 700 (1H 700 MHz, Varian, США).

Статистический анализ. Статистический анализ
проводили с использованием программы SigmaPlot
12.5. Для оценки различий между группами исполь-
зовали t-тест, а также однофакторный дисперсион-
ный анализ (One-way ANOVA) с апостериорными

сравнениями по критерию Тьюки. Статистически
значимыми считались различия при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для того чтобы оценить возможные изменения

концентрации внутриклеточного NAD+ при перехо-
де мЭСК из плюрипотентного состояния в диффе-
ренцированное, клетки Е14 выращивали в стан-
дартной питательной среде. Для поддержания плю-
рипотентного состояния клетки культивировали в
присутствии ЛИФ (Wulansari et al., 2021), для запус-
ка дифференцировки среду с ЛИФ убирали и добав-
ляли питательную среду с ретиноевой кислотой. За-
мена ЛИФ на ретиноевую кислоту является стан-
дартным способом получения клеток, лишенных
плюрипотентных свойств, при котором дифферен-
цировка мЭСК преимущественно направлена в про-
изводные эктодермы и клетки первичной энтодер-
мы (Semrau et al., 2017). Степень плюрипотентности
клеток Е14 и клеток через 2 и 4 сут дифференциров-
ки оценивали по морфологическим особенностям
клеточной культуры, а также по наличию маркеров
плюрипотентности – щелочной фосфатазы (Gins-
burg et al., 1990) и транскрипционного фактора Oct4
(Kellner et al., 2010).

Как и ожидали, клетки Е14, культивируемые в
присутствии ЛИФ, образовывали характерные для
плюрипотентных клеток шарообразные колонии,
дающие положительную окраску на щелочную фос-
фатазу (рис. 1а, левая панель) и белок Oct4 (рис. 1б,
верхние панели). Через 2 сут культивирования с рети-
ноевой кислотой клетки перестают формировать
шарообразные колонии, приобретают веретеновид-
ные отростки и меньшее количество клеток красит-
ся на щелочную фосфатазу по сравнению с клетка-
ми, культивируемыми в присутствии ЛИФ (рис. 1а,
средняя панель). После культивирования клеток с ре-
тиноевой кислотой в течение 4 сут, мы наблюдали
только распластанные длинноотростчатые клетки,
которые не окрашивались на щелочную фосфатазу
(рис. 1а, правая панель). При помощи иммуноцито-
химического анализа и иммуноблотинга мы показа-
ли, что фактор плюрипотентности Oct4 не экспрес-
сируется в клетках Е14 после их четырехсуточного
культивирования с ретиноевой кислотой (рис. 1б,
нижние панели и рис. 1в), что также подтверждает по-
терю клетками плюрипотентных свойств.

Далее мы провели количественную оценку кон-
центрации NAD+ в клетках Е14, находящихся в плю-
рипотентном состоянии, и через 4 сут после запуска
их дифференцировки ретиноевой кислотой. Для
этого клетки лизировали 80%-ным метанолом и ана-
лизировали клеточные экстракты при помощи
ЯМР-спектроскопии, как это описано в разделе
“Материал и методика”. На рис. 1г представлены
фрагменты 1Н ЯМР-спектров экстрактов клеток Е14,
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Рис. 1. Переход клеток Е14 из плюрипотентного в дифференцированное состояние не влияет на концентрацию в них NAD+.
Для поддержания плюрипотентного состояния клетки Е14 культивировали в присутствии лейкемия ингибирующего фактора
(ЛИФ), для запуска дифференцировки – в присутствии ретиноевой кислоты (РК) в течение 2 или 4 сут. а – Окраска клеток
на щелочную фосфатазу (ЩФ); масштабный отрезок: 400 мкм. б – Иммуноцитохимический анализ с использованием анти-
тел к Oct4 (красный), ядра окрашены DAPI (синий); масштабный отрезок: 400 мкм. в – Анализ клеток методом иммунобло-
тинга с использованием антител к Oct4 и Gapdh; слева указаны маркеры мол. массы, кДа. г – Фрагменты 1Н ЯМР-спектров
экстрактов клеток Е14, стрелками указаны пики, соответствующие NAD+. д – Количественная оценка уровня NAD+ в экс-
трактах клеток Е14; данные представлены как средние значения и их стандартные отклонения (n = 3).
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содержащих пики, соответствующие NAD+. Коли-
чественный анализ данных спектров показал, что
концентрация NAD+ в экстрактах, полученных из
клеток Е14, находящихся в плюрипотентном состо-
янии, составляет 4.170 ± 0.657 нмоль на 1 мг белка.
При переходе клеток Е14 из плюрипотентного в
дифференцированное состояние уровень внутри-
клеточного NAD+ оставался неизменным (рис. 1д).

Далее нами была проведена оценка возможного
влияния фармакологической модуляции уровня
NAD+ на поддержание клеток Е14 в плюрипотент-
ном состоянии. Культивируемые клетки млекопитаю-
щих могут синтезировать NAD+ из содержащихся во
всех стандартных питательных средах никотинамида и
триптофана. Никотинамид конвертируется белком
Nampt в никотинамидмононуклеотид (NMN), кото-
рый в свою очередь аденилируется до NAD+ (Yang et al.,
2016; Nikiforov et al., 2015).

Для стимуляции биосинтеза NAD+ мы использова-
ли альтернативный эффективный предшественник
NAD+ – NR (нуклеозидная форма витамина B3), кото-
рый после попадания в клетку фосфорилируется до
NMN никотинамидрибозидкиназой (Bieganowski et al.,
2004). К настоящему времени накопилось много под-
тверждений успешного использования NR в качестве
агента, повышающего NAD+, в клетках млекопитаю-
щих различного происхождения (Cercillieux et al.,
2022). В нашей экспериментальной модели культи-
вирование клеток Е14, находящихся в плюрипотент-
ном состоянии, в присутствии 150 мкМ NR в течение
1 сут приводила к увеличению уровня внутриклеточ-
ного NAD+ на 20% по сравнению с контрольными
клетками (рис. 2а, б).

Ранее мы показали, что NR импортируется в
культивируемые клетки человека представителями
семейства уравновешивающих переносчиков (Niki-
forov et al., 2011; Kropotov et al., 2021), после чего по-
мимо фосфорилирования до NMN этот нуклеозид
интенсивно расщепляется до никотинамида цито-
зольной пуриннуклеозидфосфорилазой (PNP) (Kro-
potov et al., 2022). Также мы продемонстрировали,
что PNP-зависимое расщепление NR до никотина-
мида полностью подавляется специфическим инги-
битором белка PNP фородезином, в том числе в
мЭСК линии E14 (Kropotov et al., 2022). Для того,

чтобы усилить действие нуклеозида NR в качестве
предшественника NAD+, клетки E14 культивирова-
ли 1 сут в присутствии NR (150 мкМ) и 5 мкМ форо-
дезина. Подавление PNP-зависимого расщепления
NR до никотинамида приводило к накоплению в
клетках нуклеозида NR (рис. 2а, нижняя панель), од-
нако уровень NAD+ менялся незначительно по срав-
нению с клетками, обработанными только NR (стати-
стически значимых отличий не выявлено) (рис. 2б).
Возможно, в данной экспериментальной модели
NAD+ одинаково эффективно синтезируется как из
NR напрямую, так и из никотинамида, генерируе-
мого в результате расщепления NR, поэтому подав-
ление внутриклеточной конвертации NR в никоти-
намид не приводило к повышению уровня NAD+.
Поэтому для увеличения концентрации внутрикле-
точного NAD+ в последующих экспериментах мы
культивировали клетки E14 с NR без дополнитель-
ной обработки фородезином.

Далее мы оптимизировали условия получения
жизнеспособной культуры плюрипотентных клеток
Е14 со значительно пониженным уровнем NAD+

при помощи фармакологического подавления био-
синтеза NAD+ из никотинамида. Для этого клетки
обрабатывали специфическим ингибитором Nampt
веществом FK866 (Hasmann et al., 2003). Данные
ЯМР-спектроскопии экстрактов мЭСК E14 указы-
вают на то, что уже через 1 сут культивирования кле-
ток в присутствии FK866 происходит полное исто-
щение внутриклеточных запасов NAD+: уровень
NAD+ в клеточных экстрактах находится ниже пре-
дела детекции (рис. 2в).

При помощи МТТ-теста мы также установили,
что после культивирования в присутствии FK866 в
течение 1 сут метаболическая активность клеток Е14
падала на 70%, а через 2 сут понижалась до 4% по
сравнению с контрольными клетками (рис. 2г). При
этом, через 1 сут действия FK866 в клетках Е14 на-
блюдали значительное снижение уровня лактата и
увеличение концентрации глюкозы (рис. 2д), что
также свидетельствует об общем снижении активно-
сти метаболических процессов в клетке, в частности
гликолиза. Несмотря на критическое падение уров-
ня внутриклеточного NAD+, а также снижение об-
щей метаболической активности через 1 сут дей-
ствия FK866, клетки Е14 сохраняют жизнеспособ-

Рис. 2. Модуляция уровня NAD+ в клетках Е14 в плюрипотентном состоянии. Для стимуляции биосинтеза NAD+ клетки
культивировали в течение 1 сут в присутствии 150 мкМ никотинамидрибозида (NR) отдельно или совместно с 5 мкМ форо-
дезином (ФД); для подавления синтеза NAD+ клетки культивировали в присутствии 5 мкМ FK866. а, в, д – Фрагменты 1Н
ЯМР-спектров экстрактов клеток Е14; стрелками указаны пики, соответствующие NAD+, NR, глюкозе и лактату. б – Коли-
чественный анализ данных 1Н ЯМР-спектров, представленных на рис. 2а; даны средние значения и их стандартные откло-
нения (n = 3); среднее значение уровня NAD+ в контрольных клетках принимали за 1; * – разница с контролем достоверна
при p < 0.05 (one-way ANOVA-анализ). г – Метаболическая активность клеток, отн. ед. ( МТТ-тест); показаны средние зна-
чения и стандартные отклонения (n = 3), среднее значение метаболической активности в контрольных клетках принимали за
1; * – разница метаболической активности контрольных клеток и клеток, культивируемых в присутствии FK866, достоверна
при p < 0.05 (попарное сравнение, t-тест ). е – Микрофотографии колоний клеток Е14 до и после культивирования с FK866 в
течение 1 сут, масштабный отрезок: 1000 мкм.
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ность и, более того, морфологию, характерную для
плюрипотентных клеток (рис. 2е).

Итак, чтобы проверить, каким образом повыше-
ние или понижение концентрации внутриклеточно-
го NAD+ может повлиять на поддержание плюрипо-
тентности мЭСК Е14, клетки, культивируемые в
присутствии ЛИФ, обрабатывали NR или FK866, как
описано ранее. Как следует из данных иммуноцитохи-
мического анализа, представленных на рис. 3а, стиму-

ляция синтеза NAD+ введением NR не приводила к
каким-либо заметным изменениям уровня Oct4.
Удивительно, но даже в условиях критического сни-
жения уровня внутриклеточного NAD+ после дей-
ствия FK866 (рис. 2в) мЭСК (Е14) сохраняют марке-
ры плюрипотентности Oct4 (рис. 3а, нижние панели) и
щелочную фосфатазу (рис. 3б). Тем не менее, мы на-
блюдали, что в клетках, обработанных FK866, интен-
сивность флуоресценции при окрашивании клеток на

Рис. 3. Маркеры плюрипотентности в клетках Е14 после стимуляции и подавления биосинтеза NAD+. Клетки выращивали в
присутствии ЛИФ и обрабатывали NR (150 мкM) или FK866 в течение 1 сут. а – Иммуноцитохимический анализ с исполь-
зованием антител к Oct4 (красный); представлены изображения с меньшей (Эксп. 1) и большей (Эксп. 2) интенсивностью
сигнала Oct4 для одного поля зрения; ядра окрашены DAPI (синий). Масштабный отрезок: 200 мкм. б – Окраска клеток на
щелочную фосфатазу (ЩФ) до и после культивирования в присутствии FK866 в течение 1 сут; масштабный отрезок: 500 мкм.

Oct4

Эксп. 1 Эксп. 2

ЛИФ

ЛИФ

ЩФ

ЛИФ, NR

ЛИФ, FK866

ЛИФ, FK866

DAPI

а

б



280

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 3  2023

АНТИПОВА и др.

Oct4 и яркость хромогена Fast red после окрашивания
клеток на щелочную фосфатазу меньше, чем в кон-
трольных клетках (рис. 3а, нижние панели, 3б).

Для подтверждения этого наблюдения мы прове-
ли анализ клеток Е14, обработанных FK866, при по-
мощи иммуноблотинга с использованием антител к
белкам Oct4 и Gapdh. Для этого денситометрирова-
ли полосы на иммуноблоте, соответствующие Oct4 и
Gapdh (рис. 4а), после чего уровень Oct4 нормирова-
ли на Gapdh. Мы продемонстрировали, что содер-
жание Oct4 в клетках, обработанных FK866, падает
более чем на 80% по сравнению с контрольными
клетками (рис. 4б).

Известно, что активность таких NAD+-зависи-
мых ферментов как деацетилазы белков сиртуины
(SIRT) и поли(АДФ-рибозил)полимеразы (PARP)
может напрямую влиять на экспрессию различных
факторов плюрипотентности. В частности, было по-
казано, что белки Sirt1 и Parp1 стимулируют экс-
прессию гена, кодирующего белок Oct4 в эмбрио-
нальных стволовых клетках млекопитающих (Roper
et al., 2014; Hwang et al., 2017). Возможно, наблюдае-
мый нами пониженный уровень Oct4 в клетках E14 в
условиях критического снижения концентрации
NAD+ является результатом подавления активности
белков Sirt и (или) Parp, которые используют этот
динуклеотид в качестве субстрата.
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Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) plays a key role in cellular metabolism and signaling. In recent years,
evidence has accumulated that NAD+-dependent processes are involved in the regulation of pluripotency and dif-
ferentiation of mammalian embryonic stem cells. The major means to maintain NAD+ levels in mammalian cells is
through its biosynthesis from various forms of vitamin B3. In this study, we examined how stimulation and inhibition



282

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 3  2023

АНТИПОВА и др.

of NAD+ biosynthesis affect the maintenance of the pluripotency of mouse embryonic stem cells E14 Tg2a
(E14 cells). The pluripotency status of E14 cells was assessed by immunocytochemical and immunoblotting analysis
using antibodies to the pluripotency factor Oct4, as well as by staining for alkaline phosphatase. Using NMR spec-
troscopy, we have found that the concentration of NAD+ in pluripotent E14 cells cultured in the presence of LIF is
about 4 nmol/mg, and it remains unchanged after induction of differentiation with retinoic acid. We have also
demonstrated that pharmacological stimulation of NAD+ biosynthesis by nicotinamide riboside increases the level
of intracellular NAD+ by 20%, but it does not affect the maintenance of pluripotency in E14 cells. Moreover, under
conditions of critical depletion of NAD+ pool by Nampt inhibition with FK866 E14 cells maintained pluripotency,
though the expression level of Oct4 was decreased.

Keywords: NAD+, NMR spectroscopy, mouse embryonic stem cells Tg2α E14, pluripotency, differentiation, Oct4
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Наночастицы TiO2 широко применяются в промышленности, фармакологии, медицине. В последнее вре-
мя предлагается использовать наночастицы TiO2 для адресной доставки химиотерапевтических препара-
тов, что может привести к увеличению локальной концентрации TiO2 и оказать влияние на протекающие
в опухоли процессы, в т.ч. на энтоз (внедрение одной опухолевой клетки в другую). В настоящей работе
проведено исследование влияния наночастиц TiO2 (частиц минерала анатаз размером менее 25 нм и ча-
стиц, состоящих из смеси анатаза и рутила, размером менее 75 нм в концентрации 1, 10 или 100 мкг/мл в
течение 72 ч) на процесс энтоза в культуре клеток аденокарциномы молочной железы человека MCF-7.
Культивирование клеток в присутствии разных типов наночастиц TiO2 замедляет пролиферацию и вызы-
вает уменьшение числа энтозов. Элементный анализ с помощью аналитической электронной микроско-
пии выявил присутствие TiO2 в эндосомном компартменте, в цитозоле и во внеклеточном пространстве.
Методом иммунохимического окрашивания показано, что оба типа наночастиц TiO2 в концентрации
10 мкг/мл нарушают образование адгезивных контактов, в т.ч. и на ранних стадиях энтоза. Воздействие
частиц анатаза индуцирует транслокацию белка р53 в ядра клеток. В целом, использованные в работе на-
ночастицы TiO2 ингибируют энтоз в клетках культуры MCF-7, нарушая адгезивные контакты и препят-
ствуя процессу внедрения. Однако можно предположить, что нарушение адгезивных контактов способно
усиливать подвижность опухолевых клеток и метастазирование.

Ключевые слова: адгезивные контакты, диоксид титана, наночастицы, р53, энтоз
DOI: 10.31857/S0041377123030045, EDN: VCHENQ

В настоящее время нанотехнологии являются од-
ним из приоритетных направлений развития науки
и техники. Наночастицы (от 1 до 100 нм) различного
происхождения широко используются в медицине и
в промышленности. К таким наночастицам отно-
сится диоксид титана (TiO2), применяемый в фарма-
кологии при изготовлении оболочек таблетирован-
ных препаратов, при изготовлении декоративной
косметики, в производстве красок и т.д. (Fage et al.,
2016). В природе TiO2 существует в трех формах: ру-
тил, анатаз и брукит (Rossi et al., 2010). Наиболее
инертен среди них рутил. Анатаз, в отличие от всех
остальных форм, является наиболее реакционно-
способным из-за наличия фотокаталитических
свойств (Hurum et al., 2005). Цитотоксичность нано-
частиц TiO2 была показана на различных типах куль-
тивируемых клеток. Наночастицы TiO2 вызывали ге-
нерацию активных форм кислорода и окислитель-
ный стресс (Sayes et al., 2006; Hanot-Roy et al., 2016),
ацетилирование белков (Sund et al., 2014), изменение
фосфопротеома белков, регулирующих процессы
апоптоза, внутриклеточного транспорта, воспале-
ния (Biola-Clier et al., 2020), повреждение ДНК и ак-

тивацию апоптоза (Lagopati et al., 2014; Wang et al.,
2015; Trang et al., 2021), а также нарушение структуры
адгезивных контактов (Setyawati et al., 2013).

Как было показано, при попадании наночастиц
TiO2 в организм при разных способах их введения
они накапливаются в тканях почек, печени, легких,
головного мозга. Наночастицы оказывали кратко-
временный токсический эффект, вызывая воспали-
тельную реакцию в легких (Warheit et al., 2006), ги-
стопатологические и функциональные нарушения в
тканях печени и почек (Wang et al., 2007). Однако
значимого токсического эффекта наночастиц TiO2 in
vivo обнаружено не было. В связи с этим, в последнее
время разрабатываются способы клинического ис-
пользования наночастиц TiO2 в терапии опухолей (в
т.ч. на модели клеток аденокарциномы молочной
железы MCF-7) для адресной доставки химиотера-
певтических препаратов (Zeng et al., 2015; Ding et al.,
2016). Побочным эффектом адресной доставки хи-
миотерапевтических препаратов с использованием
наночастиц TiO2 может являться влияние собствен-
но наночастиц на различные процессы, проходящие
в опухолевых тканях, в т.ч. стимулирующих опухоле-
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вую прогрессию. Одним из таких процессов являет-
ся энтоз.

Энтоз представляет собой внедрение одной клет-
ки эпителиального происхождения в другую клетку.
Внедрение происходит за счет образования адгезив-
ных контактов и работы актомиозиновой системы
внедряющейся клетки. Внедрившаяся клетка может
со временем покинуть энтозную вакуоль или под-
вергнуться лизосомно-опосредованной деградации,
что приводит к уменьшению числа опухолевых кле-
ток. С другой стороны, внедрившаяся клетка может
служить источником питательных веществ для эн-
тозной (наружной) клетки (Overholtzer et al., 2007;
Garanina et al., 2017), способствуя ее выживанию.
Кроме того, и наружная, и внедрившаяся клетка мо-
гут вступить в митоз (Krishna, Overholtzer, 2016; Ки-
сурина-Евгеньева и др., 2018). Наличие крупной ваку-
оли нарушает нормальное завершение митоза энтоз-
ной клетки, что приводит к появлению полиплоидных
клеток и повышению генетической нестабильности
опухоли (Krajcovic et al., 2011; Garanina et al., 2017). Та-
ким образом, энтоз может как способствовать, так и
препятствовать развитию опухоли.

Целью работы является оценка влияния наноча-
стиц диоксида титана (TiO2) на протекание процесса
энтоза в клетках культуры аденокарциномы молоч-
ной железы человека (MCF-7). При этом использо-
вали два типа наночастиц: анатаз, ≤25 нм (далее А25)
и смесь анатаза и рутила, ≤75 нм (далее АР75).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки и наночастицы TiO2. Клетки культуры

MCF-7 (аденокарцинома молочной железы челове-
ка) получены из НИИ канцерогенеза Российского
онкологического научного центра им. Н.Н. Блохина
(Москва). Клетки выращивали в среде DMEM
(ПанЭко Россия), содержащей 10% фетальной сы-
воротки крупного рогатого скота (PAA Laboratories,
Австрия) и 80 мг/мл гентамицина (ПанЭко) при
37°C и 5% CO2. Клетки высаживали в чашки Петри
на покровные стекла в концентрации 200 тыс./мл.
Через 24 ч к клеткам добавляли наночастицы TiO2 в
форме анатаза размером менее 25 нм (далее А25)
(Sigma, 637254, США) или наночастицы, состоящие
из смеси анатаза и рутила, с размером менее 75 нм
(далее АР75) (Sigma, 13463-67-7, США). Культиви-
рование клеток в присутствии наночастиц проводи-
ли в течение трех сут. Концентрация наночастиц
TiO2 составляла 1, 10 или 100 мкг/мл.

Морфологический анализ. Клетки фиксировали
96% этанолом (–20°С) и окрашивали гематоксили-
ном и эозином по стандартной методике. На полу-
ченных свето-микроскопических препаратах по
морфологическим признакам считали число энто-
зов (энтотический индекс, в %), митозов (митотиче-
ский индекс, в %) и апоптозов (апоптотический ин-
декс, в %) (n = 3000 клеток в каждом из 3-х биологи-

ческих повторов эксперимента; на графиках указаны
средние значения и их ошибка). На этих же препаратах
(для концентрации наночастииц 10 мкг/мл) оценива-
ли влияние наночастиц на увеличение числа клеток в
процессе культивирования (до внесения наночастиц и
через 3 сут после внесения). Число клеток считали, ис-
пользуя объектив с увеличением 40× в 10 полях зрения
(в 3-х биологических повторах, по 40 полей зрения в
каждом, на графиках указаны значения среднего и
ошибка среднего).

Иммуноцитохимия и обработка изображений. Для
выявления белков β-катенина и р53 клетки фикси-
ровали 4%-ным формальдегидом (02194047-CF, MP
Biochemicals, Франция), приготовленным на 0.1 M
фосфатно-солевом буферном растворе (PBS) рН 7.2,
обрабатывали 0.1%-ным Тритоном Х100 (Sigma,
США) и отмывали в 0.1 M PBS рН 7.2. Адгезивные
контакты окрашивали мышиными моноклональны-
ми антителами против белка β-катенина (C7207; Sig-
ma, США) в течение 30 мин при 37°C. Для выявле-
ния белка р53 клетки окрашивали мышиными мо-
ноклональными антителами против белка р53
(Р5813; Sigma, США) 30 мин при 37°C. В качестве
вторых антител использовали антитела против им-
муноглобулина мыши, конъюгированные с Alexa
Fluor-488 (Invitrogen, США), окрашивали 30 мин
при 37°C. Ядра клеток докрашивали красителем
DAPI (0.1 мкг/мл) (Sigma, США) 10 мин при комнат-
ной температуре и в темноте.

Препараты анализировали с помощью люминес-
центного микроскопа Axiovert 200M (Carl Zeiss Inc.,
Германия). Для Alexa Fluor-488 и DAPI использова-
ли спектры возбуждения/испускания 496/519 и
358/460 соответственно. Для последующей стати-
стической обработки использовали одинаковое вре-
мя экспозиции в каждом эксперименте. Снимки об-
рабатывали с помощью программ Adobe Photoshop и
ImageJ/Fiji. Измерение длины адгезивных контактов
проводили с использованием программного обору-
дования Vision Bio® Analyze (Россия). На изображе-
нии измеряли общий периметр клеток (Р) и длину L
межклеточного прикрепления по окрашиванию ан-
тителами против белка β-катенина, число измере-
ний n в контроле и в эксперименте составляло 90 и
50 соответственно. Анализировали отношение пери-
метра клетки к протяженности адгезивных контак-
тов (Р/L).

Интенсивность флуоресценции белка р53 в ядрах
также измеряли с использованием программного
оборудования (Vision Bio® Analyze, Россия). Оцени-
вали интенсивность флуоресценции в ядре и в таком
же объеме цитоплазмы (фон). Затем с помощью про-
граммы Excel вычитали фон, значения интенсивности
флуоресценции ядер в усл. ед. ранжировали по возрас-
танию и делили на три группы: слабо-флуоресцирую-
щие (0–30), средне-флуоресцирующие (30–60) и ярко-
флуоресцирующие (60–90). Число проанализирован-
ных клеток в контроле – 1467 шт., в присутствии нано-
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частиц А25 в концентрации 1 и 10 мкг/мл – 538 и 114
соответственно, в присутствии 1 и 10 мкг/мл АР – 184
и 143 соответственно.

Эксперименты по анализу длины адгезивных
контактов и накоплению р53 в ядрах клеток прово-
дили в двух биологических повторах, затем выборки
объединяли. На графиках указывали среднее значе-
ние и стандартное отклонение.

Трансмиссионная электронная микроскопия (ТЭМ).
Для ультраструктурного анализа клеток с помощью
ТЭМ клетки культивировали в присутствии наноча-
стиц TiO2 (А25 или А75 в концентрации 10 мкг/мл
3 сут). Клетки фиксировали 2.5%-ным глутаровым
альдегидом на 0.1 M буфере PBS рН 7.2 30 мин, обез-
воживали и заключали в эпон 812 по стандартной
методике. В процессе проводки клетки дофиксиро-
вали 1%-ным раствором осмия на 0.1 M буфере PBS
рН 7.2 и контрастировали 1.5%-ным раствором ура-
нилацетата в 70%-ном этаноле. Ультратонкие срезы
толщиной 60 нм изготавливали с помощью алмазно-
го ножа на ультрамикротоме LKB II (Швеция). Для
лучшей визуализации наночастиц дополнительное
контрастирование срезов не проводили. Получен-
ные срезы анализировали на трансмиссионном
электронном микроскопе JEM-1011 (JEOL, Япония)
и аналитическом трансмиссионном электронном
микроскопе JEM-2100 (JEOL, Япония). Элемент-
ный анализ наночастиц проводили с использовани-
ем метода энерго-дисперсионной спектрометрии
(ЭДС) характеристического рентгеновского излуче-
ния, основанном на регистрации рентгеновских фо-
тонов, испускаемых образцами при их облучении
пучком электронов, и измерении их энергий энерго-
дисперсионным спектрометром (Oxford Instruments
Inca X-Max 8 mm2, Великобритания). Обработку ре-
зультатов проводили с использованием программ-
ного оборудования Inca (Oxford Instruments, Велико-
британия).

Статистическая обработка. Построение графиков
и гистограмм проводили в программе Microsoft Of-

fice Excel 2007. Для проверки гипотезы о различии
средних в контроле и экспериментальной группе ис-
пользовали критерий Манна–Уитни (для малых вы-
борок) или t-критерий Стьюдента с подтверждением
нормальности распределения. Различие считали
статистически достоверным при p ≤ 0.05. Поскольку
энтоз представляет собой редкое явление, при ста-
тистической обработке данных, полученных при ис-
следовании энтозных клеток, стандартное отклоне-
ние не определяли; при этом указывали число про-
анализированных энтозов.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Распределение наночастиц TiO2 в клетках MCF-7.

Электронная микроскопия. Для того чтобы убедиться
в накоплении наночасти TiO2, как в форме А25, так
и АР75, в клетках MCF-7, было проведено электрон-
но-микроскопическое исследование. В клетках бы-
ли обнаружены скопления электронно-плотных ча-
стиц (рис. 1). Элементный анализ показал, что выяв-
ленные электронно-плотные частицы содержали в
своем составе титан (рис. 2). Наночастицы разной
природы имели разную морфологию: наночастицы
А25 выглядели как мелкие и равномерно распреде-
ленные электронно-плотные частицы, в то время
как АР75 представляли собой гранулы разного раз-
мера (рис. 2).

Наночастицы А25 и АР75 формировали агрегаты
как снаружи, так и внутри клеток (рис. 3). В клетках
наночастицы обнаруживали чаще всего внутри вези-
кул (рис. 3б), что указывает на проникновение их в
клетку путем эндоцитоза. Везикулы на электронно-
микроскопическом уровне характеризовались раз-
ной морфологией. Часть везикул с наночастицами
TiO2 имела однородное содержимое и, по-видимо-
му, принадлежала к компартменту ранних эндосом
(рис. 3б). Другая часть везикул содержала мембран-
ные структуры, и, вероятно, принадлежала к ком-
партменту поздних эндосом (мультивезикулярных

Рис. 1. Электронно-плотные частицы в клетках MCF-7, культивировавшихся в присутствии наночастиц TiO2 А25 (а) и АР75 (б).
Стрелки указывают на электронно-плотные частицы.

5 мкм 5 мкм

а б
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телец) (рис. 3г). В некоторых случаях наночастицы
располагались небольшими агрегатами свободно в
цитоплазме (рис. 3в, д, е). Наночастицы присутство-
вали и в апоптотических клетках (рис. 3д). Кроме то-
го, наночастицы, свободно лежащие в цитоплазме,
были обнаружены в митотической клетке (рис. 3е).

Митотический, апоптотический и энтотический ин-
дексы при воздействии наночастиц TiO2. Для оценки
влияние наночастиц на культивируемые клетки
MCF-7 были измерены митотический, апоптотиче-
ский и энтотический индексы на препаратах, окра-
шенных гематоксилином и эозином (рис. 4а). Воздей-
ствие обеих форм наночастиц TiO2 в концентрации 10
и 100 мкг/мл вызывало уменьшение митотического
индекса и увеличение апоптотического индекса по
сравнению с контролем (p ≤ 0.05 по Манну–Уитни).
Апоптотический индекс в присутствии наночастиц
А25, 100 мкг/мл был выше по сравнению с АР75 в
той же концентрации (p ≤ 0.05 по Манну–Уитни).
Для оценки влияния наночастиц на рост культуры
был проведен подсчет клеток на единицу площади
(рис. 4б). Анализ проводили только для концентра-
ции наночастиц 10 мкг/мл, т.к. именно в этих усло-
виях апоптотический и митотический индексы из-
меняются достоверно. В контроле в течении 3-х сут

число клеток увеличивалось почти в три раза. В при-
сутствии наночастиц (10 мкг/мл) это число возрастало
менее чем в два раза. Таким образом, воздействие на-
ночастиц TiO2, начиная с концентрации 10 мкг/мл,
вызывает уменьшение митотического индекса, воз-
растание апоптотического индекса и, в целом, при-
водит к замедлению роста культуры. Хотя TiO2
(100 мкг/мл) образует агрегаты на поверхности кле-
ток (рис. 5), сохраняется митотическая активность и
нет значительной гибели клеток.

Энтотический индекс при добавлении в среду куль-
тивирования наночастиц А25 и АР75 дозозависимо
уменьшался по сравнению с контролем (рис. 4а). В
присутствии 100 мкг/мл наночастиц и одного, и дру-
гого типа встречались единичные картины “клетка-
в-клетке”, что указывает на подавление процесса
энтоза. 

Влияние наночастиц TiO2 на прохождение энтоза в
клетках MCF-7. В клетках MCF-7 в контроле процесс
энтоза можно подразделить на 5 стадий (Garanina et al.,
2017) (рис. 6). На первой стадии внедряющаяся клетка
плотно контактирует с внешней (энтозной) клеткой.
Признаки деградации внедрившейся клетки не выяв-
ляются. На второй стадии внедрившаяся клетка на-
чинает терять контакты с мембраной энтозной ваку-

Рис. 2. Наночастицы TiO2 (10 мкг/мл) А25 и АР75 в клетках культуры MCF-7 (элементный анализ). а, в – Электронно-мик-
роскопическая фотография наночастиц TiO2 в форме анатаза (25 нм) и анатаза с рутилом (75 нм) соответственно. б, г – Энер-
годисперсионный спектр области (спектр 1 и спектр 2 соответственно); по оси абцисс — энергия рентгеновского излучения,
кэВ, по оси ординат – интенсивность характеристического рентгеновского излучения; стрелками отмечены пики, характер-
ные для TiO2, концентрация наночастиц – 10 мкг/мл.
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оли. На третьей стадии свободное пространство
внутри энтозной вакуоли четко выражено и внед-
рившаяся клетка более не имеет контактов с ее мем-
браной. Размер внедрившейся клетки уменьшается,
хроматин начинает конденсироваться и ядро дефор-
мируется. На четвертой стадии ядро внедрившейся
клетки значительно сжимается, клетка заметно
уменьшается в размерах, ее содержимое деградирует.
На пятой заключительной стадии внутри энтозной
вакуоли выявляются полностью деградировавшие
остатки внедрившейся клетки. В присутствии нано-

частиц TiO2 морфология клеток на разных стадиях
энтоза была сходна с контролем (рис. 6).

Подсчет числа энтозных клеток, находящихся на
разных стадиях, показал (табл. 1), что в присутствии
наночастиц TiO2 (А25 и АР75) в концентрации 1 мкг/мл
уменьшалась доля клеток на начальных этапах энто-
за, что может указывать на нарушение процесса
внедрения. Кроме того, увеличивалась доля клеток
на III стадии, что может указывать на замедление де-
градации внедрившейся клетки. Необходимо отме-
тить, что энтоз является редким событием, что дела-

Рис. 3. Наночастицы TiO2 в клетках культуры MCF-7, культивировавшихся 3 сут в присутствии частиц АР75 (10 мкг/мл).
Трансмиссионная электронная микроскопия. Локализация наночастиц (стрелки): а – во внеклеточном пространстве, б – в
ранней эндосоме, в – в цитоплазме, г – в поздней эндосоме, д – в цитоплазме апоптотической клетки, е – в цитоплазме ми-
тотической клетки; на врезках д, е представлено малое увеличение клетки.

1000 нм1000 нм1000 нм 1000 нм1000 нм1000 нма г
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ет невозможным полноценную статистическую об-
работку данных. При более высоких концентрациях
наночастиц TiO2 встречались единичные энтозы,
что не позволило провести какой-либо анализ.

Адгезивные контакты клеток в присутствии наноча-
стиц TiO2. Падение энтотического индекса и умень-
шение числа энтозов на I и II стадиях может указы-
вать на нарушение процесса внедрения. По данным
из литературы известно, что для успешного внедрения
необходимо формирование адгезивных контактов
между клетками (Overholtzer, Brugge, 2008; Sun et al.,
2014). Для выявления влияния наночастиц TiO2 на
протяженность адгезивных контактов, было прове-
дено иммуноцитохимическое окрашивание β-кате-
нина.

В контроле адгезивные контакты выявлялись по
всей периферии контактирующих клеток и имели
четкие границы (рис. 7б). В присутствии наночастиц
TiO2 изменялся характер окрашивания антителами к
β-катенину. В монослое клеток присутствовали
участки, в которых окрашивание либо полностью
отсутствовало, либо сохранялось на небольшом про-
тяжении межклеточной границы (рис. 7в, г). Подоб-
ные нарушения были отмечены в присутствии нано-
частиц как А25, так и АР75, начиная с концентрации
1 мкг/мл. Для подтверждения данных имуноцитохи-
мии была измерена длина адгезивных контактов.
Как видно из приведенной на рис. 7а гистограммы,
воздействие наночастиц TiO2 уменьшало протяжен-
ность межклеточных контактов, при этом наночасти-

цы АР75 оказывали большее повреждающее действие,
чем наночастицы А25 при тех же концентрациях.

Анализ протяженности адгезивных контактов на
I и II стадиях энтоза показал нарушение их форми-
рования (рис. 7в, г, врезки) в присутствии наноча-
стиц TiO2, в то время как в контроле адгезивные кон-
такты на начальных стадиях энтоза выявляются на
всем протяжении энтозной вакуоли (рис. 7б, врезка).

Распределение белка р53 при воздействии наноча-
стиц TiO2 в клетках MCF-7. Белок р53 является од-
ним из основных регуляторов клеточного цикла.
При различных повреждениях клеток он перемеща-
ется в ядро и работает в качестве фактора транскрип-
ции генов, вызывающих остановку клеточного цик-
ла и активацию либо систем репарации, либо апо-
птотической гибели клетки (Чумаков, 2007). Так как
воздействие наночастиц TiO2 вызывало уменьшение
митотического индекса и возрастание апоптотиче-
ского индекса, мы проанализировали распределение
р53 в контроле и в присутствии наночастиц TiO2.

Иммуноцитохимическое окрашивание в контро-
ле выявило небольшое количество слабо-флуорес-
цирующих ядер клеток (рис. 8б). При воздействии
наночастиц А25 (10 мкг/мл) наблюдали увеличение
доли ярко флуоресцирующих ядер (рис. 8в). В при-
сутствии наночастиц АР75 (10 мкг/мл) картина рас-
пределения и интенсивности флуоресценции была
сходна с контролем (рис. 8г).

Измерение интенсивности флуоресценции ядер
клеток показало, что в контроле чаще встречались

Рис. 4. Влияние наночастиц TiO2 в разной концентрации в течении 3 сут на пролиферативную активность, выживаемость и
энтоз клеток MCF-7. а – Изменение митотического (МИ), апоптотического (АИ) и энтотического (ЭИ) индексов в клетках;
А25 — наночастицы анатаза размером 25 нм, АР75 — смесь наночастиц анатаза и рутила размером 75 нм; (*) – различия от-
носительно к достоверны при р ≤ 0.05 (критерий Манн–Уитни); б – изменение числа клеток при культивировании в присут-
ствии наночастиц TiO2 (10 мкг/мл); К1 и К2 – количество клеток через 24 ч культивирования перед добавлением наночастиц
и через 3 сут культивирования соответственно; по вертикали указано количество клеток в усл. ед. относительно К2; (*) – раз-
личия относительно К1 достоверны при р ≤ 0.05 (критерий Манн–Уитни); (**) – различия относительно К1 и эксперимента
достоверны при р ≤ 0.05 (критерий Манн–Уитни); указаны значения среднего и его ошибки (n = 3).
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Рис. 5. Общий вид клеток MCF7 в присутствии наночастиц TiO2 (А25 и АР75) в разных концентрациях. Фазовый контраст.
Стрелки указывают на агрегаты наночастиц. Масштабный отрезок: 10 мкм.

A25, 1 мкг/мл A25, 10 мкг/мл A25, 100 мкг/мл

AP75, 1 мкг/мл AP75, 10 мкг/мл AP75, 100 мкг/мл

10 мкм

Рис. 6. Стадии энтоза I–V в контрольных клетках MCF-7 и в присутствие 10 мкг/мл АР75 на стадии II (II: АР75). Световая
микроскопия, окрашивание гематоксилином и эозином. Э – энтозная клетка, В – внедрившаяся клетка. Стрелка указывает
на наночастицы.
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слабо-флуоресцирующие ядра (рис. 8а). В присут-
ствии АР75 увеличивалась доля слабо-флуоресцирую-
щих ядер. В то же время при воздействии наночастиц
А25 в концентрации 1 и 10 мкг/мл было обнаружено
значительное увеличение доли ярко- и средне-флуо-
ресцирующих ядер по сравнению с контролем (p ≤
≤ 0.05 по t-критерию). Таким образом, только нано-
частицы А25 вызывают перемещение фактора тран-
скрипции р53 в ядра клеток, что может приводить к
остановке клеточного цикла и активации програм-
мы апоптоза.

В процессе энтоза р53 обнаруживается как в яд-
рах энтозных клеток, так и в ядрах внедрившихся
клеток. В контроле меньше половины ядер энтозных
клеток содержали р53 (12 из 34). Среди ядер внед-
рившихся клеток (на I, II и III стадиях), наоборот,
преобладали р53-содержащие (16 из 25). В присут-
ствии титановых наночастиц встречаются р53 поло-
жительные ядра как энтозных, так и внедрившихся

Рис. 7. Адгезивные контакты клеток MCF-7 в присутствии 10 мкг/мл наночастиц TiO2 (А25 или АР75). а – Изменение про-
тяженности адгезивных контактов клеток при воздействии наночастиц в разной концентрации; по оси ординат – отношение
протяженности P периметра клетки к протяженности межклеточного контакта L (P/L); указаны среднее значение и стандарт-
ное отклонение выборки (n = 90 и n = 50 соответственно в контроле и эксперименте); (*) – различия относительно контроля
достоверны при р ≤ 0.05 (по t-критерию Стьюдента). б, в, г – Иммуноцитохимическое выявление β-катенина (зеленый сигнал);
энтозы представлены в отдельных врезках, Э – энтозная клетка, В – внедрившаяся клетка, стрелка указывает на адгезивный
контакт между энтозной и внедрившейся клетками; б – контроль, в, г, – воздействие 10 мкг/мл наночастиц TiO2 (А25 или
АР75), ядра клеток докрашены DAPI (синий сигнал).
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Таблица 1. Частота встречаемости различных стадий энтоза
в клетках MCF-7 в контроле и в присутствии 1 мкг/мл нано-
частиц TiO2 (А25 и АР75) в течение 3 сут

Примечание. n – число проанализированных энтозов (100%);
жирным шрифтом выделены наиболее часто встречающиеся
стадии энтоза.

Воздействие
наночастиц

Доля клеток на стадии энтоза, %

I II III IV V

Нет, контроль
(n = 100)

12 25 36 14 13

A25
(n = 68)

1.5 12 54.5 15 18

АР75
(n = 86)

3.5 10.5 50 22 14
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клеток. В связи с небольшим количеством проана-
лизированных клеток выделить какую-либо законо-
мерность распределения р53 не представляется воз-
можным (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенная работа показала, что в присутствии
наночастиц TiO2 в культуре клеток МСФ7 происхо-
дит незначительное увеличение апоптотического
индекса и падение митотического индекса. Начиная
с концентрации 10 мкг/мл, апоптотический индекс
превышает митотический, что приводит к замедле-
нию роста культуры. Увеличение апоптотического
идекса может быть опосредовано выходом погло-
щенных клеткой наночастиц из везикул эндосомно-
го компартмента в цитозоль. Электронно-микроско-
пические данные подтверждает наличие наночастиц в
цитозоле. Выход из эндосомного компартмента по
данным из литературы может быть связан со способ-
ностью наночастиц TiO2 окислять липиды и нарушать
целостность мембран (Sydor et al., 2020). По другим
данным наночастицы TiO2 увеличивают рН внутри ли-

Рис. 8. Распределение белка р53 в ядрах клеток MCF-7 в контроле (К) и в присутствии 10 мкг/мл наночастиц TiO2 (А25 и
АР75). а – Распределение клеток по интенсивности флуоресценции (ИФ, усл. ед.) антител против белка р53; показаны три
группы клеток с ИФ 0–30, 30–60 и 60–90; указаны среднее значение и стандартное отклонение выборки; (*) – различие с К
достоверно при р ≤ 0.05 (t-критерий Стьюдента). б, в, г – Иммуноцитохимическое выявление белка р53 (зеленый цвет) в клет-
ках MCF-7, ядра клеток докрашены DAPI (синий сигнал).
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Таблица 2. Наличие белка р53 в ядрах энтозных (Э) и
внедрившихся (В) клеток в присутствии наночастиц TiO2

Примечание. n – Число проанализированных клеток; р53+ и
р53– – соответственно р53, содержащийся и не содержащийся в
ядрах.

Наночастицы TiO2

Э-клетки
(I и II стадии) В-клетки

р53+ р53− р53+ р53−

Нет, контроль
(n = 34)

12 22 16 9

А25, 1 мкг/мл
(n = 5)

4 1 3 1

А25, 10 мкг/мл
(n = 5)

2 3 2 2

АР75, 1 мкг/мл
(n = 9)

1 8 0 4

АР75, 10 мкг/мл
(n = 5)

0 4 3 1
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зосомы, что приводит к разрыву мембраны в результа-
те осмотического набухания лизосом (Frohlich, 2013). В
дальнейшем такие наночастицы могут перемещаться в
ядро, где они оказывают повреждающее воздействие
на ДНК (Sayes et al., 2006).

Мы предполагаем, что свободно лежащие нано-
частицы, выявляемые нами на электронно-микро-
скопических изображениях, могут быть случайно за-
хвачены в состав ядра при формировании ядерной
оболочки в процессе митоза, или пассивно прохо-
дить через ядерные поры. Наночастицы анатаза об-
ладают меньшими размерами (<25 нм) по сравне-
нию с наночастицами анатаз-рутил (<75 нм), облег-
чающими их проникновение через ядерную пору,
что может объяснять больший апоптотический ин-
декс, наблюдаемый в нашем исследовании. Кроме
того, перемещение р53 в ядра клеток также наблюда-
ется именно в присутствии наночастиц анатаза.

В ядре р53 может активировать транскрипцию
проапоптотических генов, вызывая увеличение апо-
птотического индекса, или генов ингибиторов кле-
точного цикла, что приводит к падению митотиче-
ского индекса (Чумаков, 2007). Более крупные нано-
частицы АР75 возможно не способны проникать
через ядерную пору и повреждать ДНК, поэтому мы
не наблюдаем перемещения р53 в ядро. Тем не ме-
нее, в присутствии этих наночастиц также происхо-
дит увеличение апоптотического индекса и падение
митотического индекса. Возможно, механизм акти-
вации апоптоза и замедления клеточного цикла в
данном случае не связаны с работой р53. В целом
первая часть работы показала, что частицы А25 об-
ладают большей повреждающей способностью, чем
АР75. Повышенное (по сравнению с контролем) на-
копление р53 в ядрах клеток при воздействии ана-
тазных наночастиц может являться механизмом ак-
тивации клеточной гибели.

Воздействие наночастиц TiO2, как А25, так и
АР75, приводит к значительному уменьшению числа
энтозов в клетках MCF-7. Наиболее вероятной при-
чиной является нарушение начальных этапов внед-
рения клеток, о чем свидетельствует уменьшение
числа энтозов, находящихся на I стадии. В литерату-
ре имеются данные, что наночастицы TiO2 связыва-
ются с внеклеточными доменами кадгеринов, вслед-
ствие чего кадгерины удаляются с мембраны путем
эндоцитоза (Setyawati et al., 2013), и адгезивные кон-
такты разрушаются. Таким образом, внедряющаяся
клетка оказывается неспособной взаимодействовать
с энтозной клеткой. Однако если рассматривать дей-
ствие наночастиц TiO2 на опухолевую ткань в целом,
то повреждение адгезивных контактов может приво-
дить к нарушению контактов между клетками, уси-
лению их подвижности и росту метастазирования.

Уменьшение числа энтозов может быть также
связано с падением митотического индекса. Показа-
но, что клетки, закончившие митоз, обладают повы-
шенной способностью к внедрению (Кисурина-Ев-

геньева и др., 2018; Durgan et al., 2018). Так как TiO2
снижает митотическую активность клеток, число та-
ких событий уменьшается.

Увеличение содержания в популяции энтозов на
III стадии может указывать на замедление деграда-
ции внедрившейся клетки в присутствии наноча-
стиц TiO2. Длительное сохранение энтозной вакуоли
увеличивает вероятность вступления наружной
клетки в митоз, проходящий с нарушением цитоки-
неза и заканчивающийся образованием полиплоид-
ной клетки (Krajcovic et al., 2011). Снижение митоти-
ческой активности в присутствии TiO2 может ниве-
лировать этот эффект. При этом важную роль может
играть р53, регулирующий прохождение клеток по
клеточному циклу. Ранее нами было показано, что в
культуре клеток MCF-7 фактор р53 обнаруживается
чаще в ядрах энтозных и внедрившихся клеток, чем
в культуре в целом. При этом позитивно окрашены
были ядра у 26% энтозных клеток и у 22% внедрив-
шихся клеток (Кисурина и др., 2018). В настоящей
работе в контроле р53 чаще выявлялся в ядрах внед-
рившихся клеток, чем в ядрах энтозных клеток. По-
вышенная частота встречаемости р53-положитель-
ных ядер среди внедрившихся клеток может быть
связана с тем, что (по последним данным из литера-
туры) клетки с повреждениями ДНК чаще внедряют-
ся, инициируя процесс энтоза (Liang et al., 2021). В
присутствии А25, по сравнению с АР75, чаще встреча-
ются р53-положительные ядра как среди энтозных, так
и среди внедрившихся клеток, что может указывать на
повреждающий эффект этих наночастиц.

Таким образом, можно заключить, что воздей-
ствие наночастиц TiO2 на культуру опухолевых кле-
ток молочной железы приводит к подавлению энтоза.
Так как наличие энтозов может приводить к полипло-
идизации клеток (Krajcovic et al., 2011), наночастицы
TiO2 оказывают положительное влияние на генетиче-
скую стабильность в популяции. Кроме того, в при-
сутствии наночастиц TiO2, замедляется пролифера-
ция опухолевых клеток. В целом, полученные ре-
зультаты демонстрируют, что наночастиц TiO2 могут
быть использованы в адресной доставке химиотера-
певтических препаратов.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Работа выполнена за счет бюджетных средств Москов-
ского государственного университета им. М.В. Ломоно-
сова по плановой теме “Механизмы выживания и гибели
клеток” (121032300098-5).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Работа не включала экспериментов с участием живот-
ных или людей.



ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 3  2023

НАНОЧАСТИЦЫ ДИОКСИДА ТИТАНА ПОДАВЛЯЮТ ЭНТОЗ В КУЛЬТУРЕ 293

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
Кисурина-Евгеньева О.П., Хашба Л.А., Савицкая М.А., Они-

щенко Г.Е. 2018. Энтоз и клеточный цикл в культуре
опухолевых клеток. Цитология. Т. 60. № 9. С. 693.
(Kisurina-Evgenieva O.P., Khashba L.A., Mamichev I.A.,
Savitskaya M.A., Onishchenko G.E. 2019. Entosis and cell
cycle in tumor cell culture. Cell. Tissue Biol. V. 13. P. 8.). 
https://doi.org/10.1134/S1990519X19010073

Чумаков П.М. 2007. Белок р53 и его универсальные функ-
ции в многоклеточном организме. Успехи биол. хи-
мии. Т. 47. С. 3. (Chumakov P. M. 2007. Versatile functions
of p53 protein in multicellular organisms. Biochemistry
(Mosc). V. 72. № 13. P.1399.) 
https://doi.org/10.1134/s0006297907130019

Biola-Clier M., Gaillard J.-C., Rabilloud T., Armengaud J., Car-
riere M. 2020. Titanium dioxide nanoparticles alter the cel-
lular phosphoproteome in A549 cells. Nanomaterials.
V. 10. P. 185. 
https://doi.org/10.3390/nano10020185

Ding L., Li J., Huang R., Liu Z., Li C., Yao S., Wang J., Qi D.,
Li N., Pi J. 2016. Salvianolic acid B protects against myo-
cardial damage caused by nanocarrier TiO2; and synergis-
tic anti-breast carcinoma effect with curcumin via codeliv-
ery system of folic acid-targeted and polyethylene glycol-
modified TiO2 nanoparticles. Int. J. Nanomedicine. V. 11.
P. 5709. 
https://doi.org/10.2147/IJN.S107767

Durgan J., Tseng Y.Y., Hamann J.C., Domart M.C., Collinson L.,
Hall A., Overholtzer M., Florey O. 2017. Mitosis can drive
cell cannibalism through entosis. Elife. V. 6. P. e27134. 
https://doi.org/10.7554/eLife.27134

Fage S.W., Muris J., Jakobsen S. S., Thyssen J.P. 2016. Titani-
um: a review on exposure, release, penetration, allergy, ep-
idemiology, and clinical reactivity. Contact Dermatitis.
V. 74. P. 323. 
https://doi.org/10.1111/cod.12565

Frohlich E. 2013. Cellular targets and mechanisms in the cyto-
toxic action of non-biodegradable engineered nanoparti-
cles. Curr. Drug Metab. V. 14. P. 976. 
https://doi.org/10.2174/1389200211314090004

Garanina A.S., Kisurina-Evgenieva O.P., Erokhina M.V.,
Smirnova E.A., Factor V.M., Onishchenko G.E. 2017. Con-
secutive entosis stages in human substrate-dependent cul-
tured cells. Sci. Rep. V. 7. P. 12555. 
https://doi.org/10.1038/s41598-017-12867-6

Hanot-Roy M., Tubeuf E., Guilbert A., Bado-Nilles A., Vigneron P.,
Trouiller B., Braun A., Lacroix G. 2016. Oxidative stress
pathways involved in cytotoxicity and genotoxicity of titanium
dioxide (TiO2) nanoparticles on cells constitutive of alveolo-
capillary barrier in vitro. Toxicol. In Vitro. V. 33. P. 125. 
https://doi.org/10.1016/j.tiv.2016.01.013

Hurum D.C., Gray K.A., Rajh T., Thurnauer M.C. 2005. Re-
combination pathways in the degussa P25 formulation of
TiO2: surface versus lattice mechanisms. J. Phys. Chem.
V. 109. P. 977. 
https://doi.org/10.1021/jp045395d

Krajcovic M., Johnson N.B., Sun Q., Normand G., Hoover N.,
Yao E., Richardson A.L., King R.W., Cibas E.S., Schnitt S.J.,

Brugge J.S., Overholtzer M. 2011. A non-genetic route to
aneuploidy in human cancers. Nat. Cell Biol. V. 13. P. 324. 
https://doi.org/10.1038/ncb2174

Krishna S., Overholtzer M. 2016. Mechanisms and consequenc-
es of entosis. Cell Mol. Life Sci. V. 73. P. 2379. 
https://doi.org/10.1007/s00018-016-2207-0

Lagopati N., Tsilibary E.-P., Falaras P., Papazafiri P., Pavlatou E.A.,
Kotsopoulou E., Kitsiou1 P. 2014. Effect of nanostructured
TiO2 crystal phase on photoinduced apoptosis of breast
cancer epithelial cells. Int. J. Nanomedicine. V. 9. P. 3219. 
https://doi.org/10.2147/IJN.S62972

Liang J., Niu Z., Zhang B., Yu X., Zheng Y., Wang C., Ren H.,
Wang M., Ruan B., Qin H., Zhang X., Gu S., Sai X., Tai Y.,
Gao L., et al. 2021. p53-dependent elimination of aneu-
ploid mitotic offspring by entosis. Cell Death. Differ. V. 28.
P. 799. 
https://doi.org/10.1038/s41418-020-00645-3

Overholtzer M., Brugge J.S. 2008. The cell biology of cell-in-cell
structures. Nature Rev. Mol. Cell Biol. V. 9. P. 796. 
https://doi.org/10.1038/nrm2504

Overholtzer M., Mailleux A.A., Mouneimne G., Normand G.,
Schnitt S.J., King R.W., Cibas E.S., Brugge J.S. 2007. A
nonapoptotic cell death process, entosis, that occurs by
cell-in-cell invasion. Cell. V. 131. P. 966. 
https://doi.org/10.1016/j.cell.2007.10.040

Rossi E.M., Pylkkänen L., Koivisto A.J., Vippola M., Jensen K.A.,
Miettinen M., Sirola K., Nykäsenoja H., Karisola P., Stjern-
vall T., Vanhala E., Kiilunen M., Pasanen P., Mäkinen M.,
Hämeri K., et al. 2010. Airway exposure to silica-coated
TiO2 nanoparticles induces pulmonary neutrophilia in
mice. Toxicol. Sci. V. 113. P. 422. 
https://doi.org/10.1093/toxsci/kfp254

Sayes C.M., Wahi R., Kurian P.A., Liu Y., West J.L., Ausman K.D.,
Warheit D.B., Colvin V.L. 2006. Correlating nanoscale tita-
nia structure with toxicity: a cytotoxicity and inflammatory
response study with human dermal fibroblasts and human
lung epithelial cells. Toxicol. Sci. V. 92. P. 174. 
https://doi.org/10.1093/TOXSCI/KFJ197

Sayes C.M., Wahi R., Kurian P.A., Liu Y., West J.L., Ausman K.D.,
Warheit D.B., Colvin V.L. 2006. Correlating nanoscale tita-
nia structure with toxicity: a cytotoxicity and inflammatory
response study with human dermal fibroblasts and human
lung epithelial cells. Toxicol. Sci. V. 92. P. 174. 
https://doi.org/10.1093/toxsci/kfj197

Setyawati M.I., Tay C.Y., Chia S.L., Goh S.L., Fang W., Neo M.J.,
Chong H.C., Tan S. M., Loo S. C.J., Ng K.W., Xie J.P.,
Ong C.N., Tan N.S., Leong D.T. 2013. Titanium dioxide
nanomaterials cause endothelial cell leakiness by disrupt-
ing the homophilic interaction of VE–cadherin. Nat.
Commun. V. 4. P. 1673. 
https://doi.org/10.1038/ncomms2655

Sun Q., Cibas E.S., Huang H., Hodgson L., Overholtzer M. 2014.
Induction of entosis by epithelial cadherin expression. Cell
Res. V. 24. P. 1288. 
https://doi.org/10.1038/cr.2014.137

Sund J., Palomäki J., Ahonen N., Savolainen K., Alenius H.,
Puustinen A. 2014. Phagocytosis of nano-sized titanium di-
oxide triggers changes in protein acetylation. J. Proteomics.
V. 108. P. 469. 
https://doi.org/10.1016/j.jprot.2014.06.011

Sydor M.J., Anderson D.S., Steele H.B.B., Ross J.B.A., Holian A.
2020. Effects of titanium dioxide and zinc oxide nano-ma-



294

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 3  2023

КИСУРИНА-ЕВГЕНЬЕВА и др.

terials on lipid order in model membranes. Biochim. Bio-
phys. Acta Biomembr. V. 1862. P. 183313. 
https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2020.183313

Trang N.T.K., Dong V.P., Hoon Y. 2021. Cellular effects of ultra-
violet-radiated reduced-titanium dioxide nanoparticles on
human hypopharyngeal adenocarcinoma cells. J. Nanosci.
Nanotechnol. V. 21. P. 3656. 
https://doi.org/10.1166/jnn.2021.19172

Wang J., Zhou G., Chen C., Yu H., Wang T., Ma Y., Jia C., Gao Y.,
Li B., Sun J., Li Y., Fang Jiao, Zhao Y., Chai Z. 2007. Acute
toxicity and biodistribution of different sized titanium di-
oxide particles in mice after oral administration. Toxicol.
Lett. V. 168. P. 176. 
https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2006.12.001

Wang Y., Cui H., Zhou J., Li F., Wang J., Chen M., Liu Q. 2015.
Cytotoxicity, DNA damage, and apoptosis induced by titani-
um dioxide nanoparticles in human non-small cell lung can-
cer A549 cells. Environ. Sci. Pollut. Res. Int. V. 22. P. 5519. 
https://doi.org/10.1007/s11356-014-3717-7

Warheit D.B., Webb T.R., Sayes C.M., Colvin V.L., Reed K.L.
2006. Pulmonary instillation studies with nanoscale TiO2
rods and dots in rats: toxicity is not dependent upon parti-
cle size and surface area. Toxicol. Sci. V. 91. P. 227. 
https://doi.org/10.1093/toxsci/kfj140

Zeng L., Pan Y., Tian Y., Wang X., Ren W., Wang S., Lu G., Wu A.
2015. Doxorubicin-loaded NaYF 4: Yb/Tm–TiO2 inor-
ganic photosensitizers for NIR-triggered photodynamic
therapy and enhanced chemotherapy in drug-resistant
breast cancers. Biomaterials. V. 57. P. 93. 
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2015.04.006

Titanium Dioxide Nanoparticles Inhibits Entosis in the Human Breast
Adenocarcinoma Cell Line
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TiO2 is widely used in industry and cosmetics and medicines production. In recent years, to achieve tumor-specific
delivery of anticancer agents, TiO2 nanoparticles have been used in chemo/photodynamic therapy, which may cause
local increase of the TiO2 concentration in tumors. The TiO2 nanoparticles can affect various processes in tumors.
One of such process is entosis. During entosis one tumor cell invades another tumor cell. The aim of this work was
to study the effect of TiO2 nanoparticles (anatase <25 nm and rutil/anatase <75 nm; 1, 10 and 100 μg/mL, 72 hours)
on the entosis in the human breast adenocarcinoma cell line (MCF7). Cultivation of cells in the presence of
nanoparticles lead to a slowdown in proliferation and reduced in the entosis number. These effects were dose-de-
pendent. Elemental analysis (analytical electron microscopy) showed presence TiO2 nanoparticles in the cell vacu-
oles, in the cytosol and in the extracellular space. TiO2 nanoparticles (10 μg/mL) significantly disrupted adhesive
junctions in entotic cells and in cell culture in general (immunocytochemistry staining). The anatase nanoparticles
induced p53 translocation into the nucleus. Thus, the obtained data showed that the TiO2 nanoparticles inhibited
entosis in MCF-7 cells by means of disrupting the adhesive junction formation and preventing cell invasion. How-
ever, failure of adhesive contacts can facilitate tumor metastasis.

Keywords: adherens junctions, nanoparticles, titanium dioxide, р53, entosis
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В современной молекулярной и клеточной биологии CRISPR/Cas9 технология получила широкое приме-
нение для адресной модификации геномов человека и животных. В настоящей работе с помощью методов
молекулярной цитогенетики был проведен анализ кариотипа в 18 линиях фибробластов мыши (ФМ), в ге-
номе которых ген Cntn6 был редактирован с помощью CRISPR/Cas9. Модификации гена Cntn6 представ-
ляли собой дупликации размером 2374 т.п.о., делеции 1137 т.п.о. и инверсии сходного размера. Кроме того,
был проведен цитогенетический анализ для контрольных 5 линий эмбриональных фибробластов мыши
(ЭФМ), несущих интактный аллель гена Cntn6. Проведенное исследование показало наличие высокого
уровня полиплоидии для гетерозиготных по инверсии гена Cntn6 и гомозиготных и гетерозиготных по ду-
пликации гена Cntn6 линий ФМ (20–46%), а также наличие моносомии (1–9%) и трисомии по хромосоме
6 (1–8%). Важно отметить, что в 4 линиях ЭФМ, несущих делецию и дупликацию гена Cntn6 в компаунде,
трисомии обнаружено не было, а доля полиплоидных клеток была минимальна (1.5–5.7%). Таким обра-
зом, полученные данные указывают на дестабилизацию кариотипа клеточных линий, претерпевших ре-
дактирование генома с помощью CRISPR/Cas9.

Ключевые слова: CRISPR/Cas9, дупликация, делеция, анеуплоидия, трисомия, Cntn6
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CRISPR/Cas9 (the clustered regularly interspaced re-
peat associated protein 9) технология является одной
из самых эффективных систем для адресной моди-
фикации геномов соматических клеток и зигот разных
видов. Технология позволяет создавать двунитевой
разрыв ДНК в заданном участке генома для замены,
включения или вырезания последовательности ДНК.
Высокая эффективность CRISPR/Cas9 обусловлена
слаженной работой двух компонентов системы: так
называемой направляющей РНК, которая с боль-
шой точностью узнает целевой участок ДНК, и бел-
ка Cas9, который создает разрыв в этом участке
(Cong et al., 2013; Hsu et al., 2013; Hussain et al., 2019).
Несомненным преимуществом CRISPR/Cas9 техно-

логии является ценовая доступность и простота в ис-
полнении, поэтому она широко используется во
многих исследованиях, связанных с изучением
функции генов, а также при создании моделей раз-
личных заболеваний с использованием эксперимен-
тальных животных (Hsu et al., 2014; Cai et al., 2016). В
клинической медицине с помощью CRISPR/Cas9
активно осваиваются новые подходы в лечении мно-
гих тяжелых моногенных заболеваний, таких как ге-
мофилия, дефициты ферментов, комбинированные
иммунодефициты (Cox et al., 2015; Cai et al., 2016;
Pankowicz et al., 2016), а также некоторых видов рака
(Mollanoori et al., 2018) и вирусных заболеваний (Lin
et al., 2014; Zhen et al., 2014; Sakuma et al., 2016).

Несмотря на высокую эффективность редактиро-
вания CRISPR/Cas9 заданного участка ДНК, появ-
ляется все больше данных о возникающих спонтан-
ных мутациях генов не только вдали от участка ре-
дактирования генома, но и вблизи него. Так, в
исследованиях с использованием парных направля-
ющих РНК для индуцирования целевых делеций со-
общалось о возникновении инверсий, эндогенных и

Принятые сокращения: BSA (bovine serum albumin) – бычий
сывороточный альбумин; CRISPR/Cas9 (clustered regularly inter-
spaced short palindromic repeats/CRISPR associated protein 9) – ко-
роткие палиндромные кластерные повторы/ассоциированный с
CRISPR белок 9; FISH (fluorescent in situ hybridization) – флуо-
ресцентная in situ гибридизация; ПЦР – полимеразная цепная
реакция; ЭФМ – эмбриональные фибробласты мыши; ФМ –
фибробласты мыши.
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экзогенных вставок ДНК и более крупных, чем ожи-
далось, делеций (Zhang et al., 2015; Boroviak et al.,
2016; Hara et al., 2016; Korablev et al., 2017; Kosicki et al.,
2018). В настоящий момент имеются лишь ограни-
ченные данные о непредсказуемых изменениях
ДНК и дальнейшей судьбе удаленных фрагментов
ДНК (Fujii et al., 2013; Kraft et al., 2015; Zhang et al.,
2015; Canver et al., 2017). Проблемой применения
CRISPR/Cas9 в зиготах может стать мозаичность
распределения хромосомных модификаций в сома-
тических клетках животного-основателя, поскольку
CRISPR/Cas9 может “сработать” на более поздних
стадиях развития, когда уже произошло одно или бо-
лее деление зиготы (Mehravar et al., 2018).

Ранее, с применением технологии CRISPR/Cas9
на зиготах в качестве экспериментальной модели
для изучения вариаций числа копий (CNV) гена
CNTN6 нами были получены мыши, несущие дупли-
кации около 2374 т.п.о., делеции размером 1137 т.п.о.
и инверсии сходного размера, затрагивающие един-
ственный ген Cntn6 (кодирует контактин-6) в хромо-
соме 6 (Korablev et al., 2017). При изучении эффектов
адресных модификаций гена после CRISPR/Cas9 с
помощью FISH была замечена трисомия по хромо-
соме 6 в 3.5–4.3% фибробластов, полученных от двух
взрослых мышей-основателей (№ 1 и № 20). Интри-
гующим явился тот факт, что трисомия затрагивала
именно ту хромосому, в которой производилась моди-
фикация ДНК. Фаундеры № 1 и № 20 являлись мозаи-
ками по перестройке, наряду с делецией у них была об-
наружена дупликация гена Cntn6 (Pristyazhnyuk et al.,
2019). При FISH анализе невозможно было различить
дикий тип и дублированные аллели, поэтому проис-
хождение каждого гомолога в этих трисомных клетках
не определялось. Среди немногочисленных данных о
дальнейшей судьбе удаленных фрагментов ДНК или
изменениях ДНК, сопровождающих перестройки при
использовании технологии CRISPR/Cas9 (Fujii et al.,
2013; Canver et al., 2017; Kraft et al., 2015; Zhang et al.,
2015) ни разу не упоминалось о возникновении три-
сомии. Учитывая, что это первое описание феноме-
на трисомии в соматических клетках животных с
CRISPR/Cas9 индуцированными хромосомными
перестройками, мы предположили, что возможным
фактором, провоцирующим возникновение трисо-
мии, явилась гетерозиготная масштабная дупликация
гена Cntn6 в геноме. Было показано, что неправильная
репарация разрывов в ДНК и неправильная реплика-
ция могут приводить к анеуплоидии (Janssen et al.,
2011; Thompson, Compton, 2011; Crasta et al., 2012).
Возможно, разница в “размере” генного материала
на гомологах хромосомы 6 мышей, несущих дупли-
кацию гена Cntn6 в гетерозиготном состоянии, мог-
ла способствовать асинхронности или/и неправиль-
ной репликации гомологов в районе встройки и, как
следствие, возникновению трисомии. С другой сто-
роны, было показано, что асинхронность реплика-
ции имеет место у носителей трисомий. Например, в
гибридах эмбриональных стволовых и соматических

клеток мышей при увеличении копий индивидуаль-
ных хромосом (1, 3 и 6) происходила асинхронность
их репликации в 46–57% клеток (Podryadchikova et al.,
2008).

Целью данного исследования было изучить, как
наследуется трисомия у потомков основателей № 1 и
№ 20, несущих дупликацию гена Cntn6, сравнить
стабильность кариотипов в гомозиготных и гетеро-
зиготных по дупликации гена Cntn6 линиях ЭФМ.
Кроме того, мы включили в исследование две линии
фибробластов (№ 21 и № 2), полученные из кожи
взрослых мышей-основателей, несущих гетерози-
готную инверсию Cntn6, полученную при геномном
редактировании в зиготе технологией CRISPR/Cas9.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Получение клеточных линий. Все процедуры были
проведены в соответствии с постановлением совета
ЕС (24 ноября 1966, 86/609/EEC) и одобрены комис-
сией по биоэтике Института цитологии и генетики
(разрешение № 24 от 24.10.2014).

Линии ЭФМ были получены из индивидуальных
13–15 дневных эмбрионов. Эмбрионов освобождали
от окружающих тканей, промывали PBS и затем из-
мельчали тела в отдельных чашках Петри в 0.25%-
ном растворе трипсина. После инкубирования сус-
пензий 30 мин при 37°С действие трипсина инакти-
вировали добавлением 3 мл культуральной среды
DMEM с 10% телячьей сывороткой и 50 мг/мл пени-
циллина/стрептомицина. Далее образцы центрифу-
гировали 5 мин при 1000 об./мин, аккуратно сливали
супернатант, а осадок переносили в культуральные
матрасы со средой. Генотипирование каждой линии
проводили с помощью ПЦР-анализа ДНК, выде-
ленной из головы каждого эмбриона (Korablev et al.,
2017). Для линии № 1 было выбрано 4 гетерозигот-
ных, 3 гомозиготных по дупликации Cntn6 линии и
3 линии с интактным аллелем Cntn6 для дальнейше-
го культивирования и получения клеточных суспен-
зий. Для линии № 20 для анализа было выбрано 4 ге-
терозиготных, 2 гомозиготных по дупликации Cntn6
линий и 2 линии с интактным аллелем Cntn6. Кроме
того, для исследования было отобрано четыре линии
ЭФМ, полученных от компаундных эмбрионов, не-
сущих дупликацию и делецию Cntn6 в одном геноме
и две линии фибробластов: № 2 и № 21, несущих ин-
версию гена Cntn6, полученные из кожи взрослых
мышей-основателей. Клетки культивировали в сре-
де DMEM с добавлением 10% телячьей сыворотки и
50 мг/мл пенициллина/стрептомицина в СО2 инкуба-
торе при рН 7.4 и 37°С. По достижении монослоя клет-
ки снимали с поверхности культурального матраса
смесью 0.25%-ного трипсина и 0.1 М ЭДТА (10 : 1) и
переносили в нужном разведении в новый культу-
ральный сосуд, содержащий ростовую среду.

Получение суспензий фиксированных метафазных
клеток. Суспензии фиксированных клеток получали
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на 2–4 пассаже по протоколу, описанному ранее
(Minina et al., 2010), с некоторыми модификациями.
Кратко: к клеточным культурам добавляли колце-
мид в концентрации 0.5 мкг/мл и выдерживали 2.5 ч
в CO2-инкубаторе при рН 7.4 и 37°С. Затем клетки
снимали трипсином (0.25% в 0.1 М ЭДТА) в пробир-
ки с последующим центрифугированием 5 мин при
1300 об./мин. Гипотоническую обработку проводи-
ли раствором 0.075 М KCl в течение 20 мин при 37°С,
затем добавляли раствор Карнуа (3 части метанола,
1 часть ледяной уксусной кислоты) для предфикса-
ции, аккуратно перемешивали и центрифугировали
5 мин при 1300 об./мин. Осадок растворяли в охла-
жденном растворе Карнуа. Для получения препара-
тов с метафазными клетками 70–80 мкл клеточной
суспензии раскапывали на охлажденное влажное
предметное стекло с высоты 15–20 см.

Флуоресцентная in situ гибридизация. FISH проводи-
ли по протоколу, описанному ранее (Pristyazhnyuk et al.,
2019) с небольшими модификациями. Кратко: пре-
параты инкубировали 50 мин в растворе РНКзы А
(100 мкг/мл) при 37°С, промывали в буфере 2×SSC и
выдерживали в растворе пепсина (0.02% в 10 мM
HCl) в течение 5 мин при 37°С. Затем препараты
фиксировали в 1%-ном формальдегиде в PBS 10 мин
и денатурировали в 70%-ном формамиде в 2×SSC
2 мин при 75°C. Зонд, специфичный для хромосомы 6
мыши, был любезно предоставлен Сердюковой Н.А.
Зонд был получен путем сортинга и амплификации
хромосомы 6 с помощью DOP-PCR (Degenerate Oli-
gonucleotide-Primed PCR) (Telenius et al., 1992;
Yang et al., 2000). Затем библиотека хромосомы 6 мы-
ши была реамплифицирована с помощью ПЦР.
Хромосомоспецифичный зонд денатурировали при
95°C в течение 5 мин с последующей предгибридиза-
цией в присутствии Cot1 ДНК в течение 50 мин при
37°C. Гибридизация длилась 24 ч во влажной камере
при 37°C. После этого препараты отмывали трижды
по 5 мин в растворе 50%-ного формамида (в 2×SSC),
затем трижды в 2×SSC при 37°C и один раз в
0.1×SSC при 65°C. Меченый дигоксигенином хро-
мосомоспецифичный зонд выявляли с помощью
мышиных антител против дигоксигенина, конъюги-
рованных с Cy3 (красный флуорохром) (1 : 100), и
усиливали сигнал специфичными к мышиным анти-
телам антителами овцы, конъюгированными с Cy3
(1 : 100). Хромосомы окрашивали раствором DAPI
(4,6-диамино-2-фенилиндол).

Анализ данных. Анализ и съемку результатов ги-
бридизации проводили на микроскопе Axioplan 2
(Zeiss, Germany), оснащенном камерой CV-M300
CCD (JAI Corporation, Япония) в Центре коллектив-
ного пользования микроскопического анализа био-
логических объектов Института цитологии и генети-
ки СО РАН. Обработку результатов проводили с по-
мощью программы для обработки изображения
“ISIS 5” (MetaSystemsGroup, Inc., США). Для каж-
дой линии было проанализировано как минимум по
100 метафазных пластинок. Для оценки различий

между независимыми выборками использовали тест
Манна–Уитни и программное обеспечение STATIS-
TICA 10.

Использованные реактивы: 4,6-диамино-2-фени-
линдол (DAPI), антифейд (Vector, США); PBS (Меди-
ген, Россия), колцемид, пепсин, пенициллин/стреп-
томицин и полиоксиэтиленсорбитан монолаурат
(Tween 20), РНКаза А, формальдегид и деионизован-
ный формамид, NaCl, цитрат натрия C6H5Na3O7,
этилендиаминтетрауксусная кислота (ЭДТА) (Sig-
ma, США); конъюгированные с Cy3 антитела мыши
к дигоксигенину и конъюгированные с Cy3 антитела
овцы к мыши (Jackson ImmunoResearch, Англия);
культуральная среда DMEM (Gibco, Termo Fisher
Scientific Inc, США); метанол 100% (Химмед, Рос-
сия); уксусная кислота (Реахим, Россия); трипсин
(Termo Fisher Scientific Inc, США); хлорид калия KCl
(Biochem, Франция); хлорид магния MgCl2 (Amresco,
США); эмбриональная сыворотка (Hyclone, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

FISH-анализ гетерозиготных по дупликации гена
Cntn6 линий ЭФМ. С помощью FISH было проана-
лизировано 8 линий ЭФМ, гетерозиготных по ду-
пликации гена Cntn6: 4 линии ЭФ, несущих дупли-
кацию гена Cntn6 основателя № 1 и 4 линии с дупли-
кацией гена Cntn6 от основателя № 20. Поскольку
мы использовали ДНК зонд, окрашивающий всю
хромосому 6 мыши, то могли легко идентифицировать
эти хромосомы на метафазных пластинках (рис. 1а).
Трисомия хромосомы 6 в этих линиях была выявле-
на с разной частотой, от 1 до 8% (табл. 1). В одной
линии (Л20№ 2) трисомии хромосомы 6 выявлено не
было. Наряду с оценкой уровня трисомии мы иссле-
довали уровень моносомии по этой хромосоме и долю
полиплоидных клеток. Моносомия в гетерозиготных
по дупликации Cntn6 линиях выявлена в 1–9% клеток,
а полиплоидные клетки составляли 21–44% (табл. 1).

FISH-анализ гомозиготных по дупликации гена
Cntn6 линий ЭФМ. Для оценки уровня трисомии
хромосомы 6 в гомозиготных по дупликации Cntn6
клетках было проанализировано 5 линий ЭФМ:
3 линии, несущих дупликацию гена Cntn6 основате-
ля № 1, и 2 линии с дупликацией гена Cntn6 основа-
теля № 20. Трисомия хромосомы 6 в этих линиях
ЭФМ встречалась в 2–6% клеток (табл. 2, рис. 1б). При
этом моносомия по хромосоме 6 выявлена в 1–3% кле-
ток. Доля полиплоидных клеток составляла 36–46%.

FISH-анализ линий ЭФМ с интактным аллелем
Cntn6. В качестве контроля были проанализированы
4 линии ЭФМ, несущие интактный (дикий) аллель
гена Cntn6 и полученные из эмбрионов одного поме-
та с исследуемыми гетерозиготными и гомозиготны-
ми по дупликации гена Cntn6 эмбрионами. В кон-
трольных линиях трисомия, как и моносомия хромо-
сомы 6 была выявлена в 1–2% клеток (табл. 3, рис. 1в).
Доля полиплоидных клеток в контрольных линиях
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ЭФМ была значительно меньше, чем в гетеро- и го-
мозиготных по дупликации Cntn6 линиях, и состав-
ляла 18–26%.

FISH-анализ линий ЭФМ, несущих дупликацию и
делециию гена Cntn6 в одном геноме. FISH-анализ в
четырех линиях ЭФМ, гетерозиготных по дуплика-
ции и делеции Cntn6 в одном геноме (Л44№ 1, Л44№ 5,
Л44№ 8 и Л44№ 10), не выявил трисомии по хромо-
соме 6. Все четыре линии ЭФ демонстрировали
устойчивый кариотип, с незначительной долей ане-
уплоидных (3.8–6.1%) и полиплоидных (1.5–5.4%)
клеток (табл. 4). Причем, анеуплоидия клеток пред-
ставляла собой в основном потерю одной половой
хромосомы.

FISH-анализ гетерозиготных по инверсии гена
Cntn6 линий ФМ. Был проведен цитогенетический
анализ двух линий фибробластов, кожи взрослых
мышей-основателей, № 1и № 2, гетерозиготных по
инверсии гена Cntn6, полученной при геномном ре-

дактировании в зиготе технологией CRISPR/Cas9
(Korablev et al., 2017). В обеих линиях была выявлена
трисомия хромосомы 6 в 2% клеток, что сопостави-
мо с уровнем трисомии по этой хромосоме в кон-
трольных линиях ЭФМ с интактным аллелем Cntn6.
Доля полиплоидных клеток составляла 20 и 26%, а
анеуплоидных 40 и 43% в исследованных линиях
№ 21 и № 2 соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ

Несмотря на то, что уровень трисомии по хромо-
соме 6 в гетерозиготных и гомозиготных по дуплика-
ции гена Cntn6 линиях ЭФМ оказался в среднем
одинаковым (1–8 и 2–6% соответственно, статисти-
чески достоверных различий найдено не было), уро-
вень трисомии среди линий ЭФМ внутри каждой
выборки варьировал значительно. По всей видимо-
сти, это обусловлено внутренними свойствами каж-

Рис. 1. Метафазные хромосомы после FISH с хромосомоспецифичной пробой, окрашивающей всю хромосому 6 мыши, в го-
мозиготных по дупликации Cntn6 ЭФМ (а), гетерозиготных по дупликации Cntn6 ЭФМ (б) и в ЭФМ с интактным геном Cntn6
(в). Стрелки указывают на хромосомы 6. Увел. об.: 100×.

а б

в

Л1№ 7 dup/dup Л20№ 1 dup/wild

Л20№ 7 wild/wild
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дой отдельной линии. Ранее была показана зависи-

мость скорости полиплоидизации, возникновения

моносомий, трисомий по отдельным хромосомам и

других хромосомных перестроек от индивидуальных

свойств линий и условий культивирования (Liu et al.,

1997). С другой стороны, для клеток со сложными

анеуплоидными кариотипами характерно раннее

старение, при котором они вырабатывают провоспа-

лительные сигналы, приводящие к их элиминации

естественными клетками-киллерами in vitro (San-

taguida et al., 2017). Надо отметить, что в нашем ис-

следовании некоторые линии ЭФМ, гетерозиготные

и гомозиготные по дупликации гена Cntn6, останав-

ливали свое деление уже после 2–4 пассажа. По-

скольку условия культивирования в нашем исследо-

вании у всех линий ЭФМ были идентичны, и анализ

проводили в клетках на ранних пассажах, то высо-

кий уровень полиплоидии и анеуплоидии отражает,
вероятно, проблемы в работе митотического аппара-
та клеток. В другом исследовании было отмечено
появление тетраплоидных клеток (от 24 до 43%) в
предшественниках нейронов, полученных из инду-
цированных плюрипотентных стволовых клеток па-
циентов с LRRK2-ассоциированной формой паркин-
сонизма после процедуры редактирования генома с
помощью CRISPR/Cas9. Кроме того, в некоторых
клетках были обнаружены разрывы хромосом и транс-
локации (Vetchinova et al., 2018).

Трисомия хромосомы 6 в линиях ФМ, гетерози-
готных по инверсии гена Cntn6, как и в контрольных
линиях ЭФМ, несущих интактный аллель гена
Cntn6, по всей видимости, возникла спонтанно в
единичных культивируемых клетках. В исследова-
нии Мензорова с соавторами (Menzorov et al., 2016)

Таблица 1. Результаты FISH-анализа ЭФМ, гетерозиготных по дупликации гена Cntn6

Линия ЭФМ, 

гетерозиготная 

по дупликации гена Cntn6

Доля клеток 

с трисомией 

по хромосоме 6, в %

Доля клеток 

с моносомией 

по хромосоме 6, в %

Количество 

полиплоидных клеток, 

в %

Число 

проанализированных 

метафаз

Л1№ 4 8 4 44 100

Л1№ 8 3 0 40 100

Л1№ 7-2м 4 0 20 100

Л1№ 3-2м 1 1 28 100

Л20№ 1 4 9 34 100

Л20№ 2 0 0 21 100

Л20№ 5 3 1 34 100

Л20№ 6 3 2 25 100

Таблица 2. Результаты FISH-анализа ЭФМ, гомозиготных по дупликации гена Cntn6

Линия ЭФМ, 

гомозиготная 

по дупликации гена Cntn6

Доля клеток 

с трисомией

по хромосоме 6, в %

Доля клеток

с моносомией 

по хромосоме 6, в %

Количество 

полиплоидных 

клеток, в %

Число 

проанализированных 

метафаз

Л1№ 5 4 2 40 100

Л1№ 7 6 1 40 100

Л1№ 9 2 1 36 100

Л20№ 3 6 1 37 100

Л20№ 4 2 3 46 100

Таблица 3. Результаты FISH-анализа контрольных линий ЭФМ с интактным аллелем Cntn6

Линия ЭФМ

с интактным аллелем 

гена Cntn6

Доля клеток 

с трисомией 

по хромосоме 6, в %

Доля клеток

с моносомией 

по хромосоме 6, в %

Количество 

полиплоидных клеток, 

в %

Число 

проанализированных 

метафаз

Л1№ 1 0 2 26 100

Л1№ 1-2м 2 0 22 100

Л20№ 7 2 1 29 100

Л20№ 8 1 1 18 100
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при изучении стабильности кариотипов на ранних
пассажах в 32 эмбриональных стволовых (ЭС) лини-
ях мыши, полученных из внутренней клеточной
массы бластоцист, было обнаружено спонтанное
возникновение трисомии по хромосомам 1, 6, 9, 11,
13, 14, 18 и 19 в некоторых клетках многих ЭС линий,
а также моносомия по различным хромосомам в не-
большой доле клеток разных ЭС линий.

Возможным объяснением отсутствия трисомии в
ЭФМ, несущих дупликацию и делецию гена Cntn6 в
компаунде, является то, что доза гена Cntn6 в геноме
оказалась близкой к норме, в отличие от линий, в
которых дупликация Cntn6 была в гетеро- или гомо-
зиготе. Таким образом, дупликация Cntn6 и делеция
Cntn6 на разных гомологах в одном геноме оказались
более стабильными для генома модификациями,
чем когда доза гена Cntn6 в геноме была выше в 1.5
или 2 раза.

Не исключено, что в клетках исследованных ли-
ний ФМ, несущих редактированный ген Cntn6, три-
сомия по хромосоме 6 возникает на более высоком
уровне, но сопровождается быстрой элиминацией
анеуплоидных клеток в раннем развитии эмбриона.
Было показано, что, начиная с предимплантацион-
ного периода, анеуплоидные клетки элиминируют-
ся по мере развития эмбриона путем апоптоза. Эуп-
лоидно-анеуплоидные мозаики, содержащие доста-
точное количество нормальных диплоидных клеток,
имеют полный потенциал развития (Bolton et al.,
2016). Недавнее исследование (Singla et al., 2020)
подтверждает, что анеуплоидные клетки элимини-
руются на ранних этапах развития эмбриона путем
апоптоза, а нормальные диплоидные клетки увеличи-
вают скорость пролиферации, чтобы компенсировать
недостаток в размере эмбриона из-за элиминировав-
ших клеток. Также возможно, что дупликация Cntn6 в
гетерозиготе может повышать вероятность трисомии,
но не гарантировать ее появление. Так, среди факторов,
влияющих на возникновение анеуплоидии, помимо
изменений в центромерных районах и динамики мито-
тического веретена выделяют дупликации и изменения
хромосомной конденсации и когезии (Goepfert et al.,
2000; Cleveland et al., 2003; Kalitsis et al., 2005).

Проведенное исследование показало, что полу-
ченные в ходе редактирования генома в зиготе мы-
шей с помощью CRISPR/Cas9 делеция, инверсия и

дупликация гена Cntn6 приводят к дестабилизации
кариотипа. Это выражается в повышенном уровне
полиплоидии и анеуплоидии, в частности в появле-
нии трисомии хромосомы 6 в некоторых исследо-
ванных линиях ЭФМ.
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CRISPR/Cas9 Induced Duplications, Deletions and Inversions in Mouse Zygotes
Lead to Karyotype Instability
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CRISPR/Cas9 technology has been widely used for targeted modification of the mammalian genomes. We have an-
alyzed the karyotype of 18 mouse fibroblast cell lines with Cntn6 gene rearrangements introduced by CRISPR/Cas9.
We have produced cell lines with 2374 kb Cntn6 gene duplications, 1137 kb deletions and inversions of similar size.
In addition, we have performed cytogenetic analysis for five control mouse embryonic fibroblasts with the intact
Cntn6 gene alleles. The cell lines heterozygous for Cntn6 gene inversion and homozygous and heterozygous for Cntn6
gene duplication had a high level of polyploidy (20–46%), as well as chromosome 6 monosomy (1–9%) and trisomy
(1–8%). No trisomy was detected in the four cell lines with the deletion and duplication of the Cntn6 gene in the
compound, and the proportion of polyploid cells was minimal (1.5–5.7%). Thus, we have shown the karyotype de-
stabilization in the cell lines that have undergone genome editing using CRISPR/Cas9 system.

Keywords: CRISPR/Cas9, duplication, deletion, aneuploidy, trisomy, Cntn6
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Экспансионная микроскопия (Expansion microscopy, ExM) – метод пробоподготовки, позволяющий до-
биться улучшенной визуализации структур за счет физического расширения образца. Этот метод исполь-
зуется в сочетании с традиционной световой микроскопией и позволяет без применения сложных техни-
ческих устройств, характерных для методов сверхразрешающей микроскопии (super-resolution microsco-
py), добиться визуализации биологических структур с более высоким разрешением. В отличие от методов
сверхразрешающей микроскопии, экспансионная микроскопия не позволяет преодолеть дифракцион-
ный предел, однако наблюдаемый эффект можно считать эквивалентным увеличению пространственного
разрешения. Относительная простота метода и нетребовательность к используемому микроскопу сделали
экспансионную микроскопию довольно популярным методом для визуализации различных биологиче-
ских структур. В настоящей работе описано использование экспансионной микроскопии для визуализа-
ции в клетках Escherichia coli, находящихся в состоянии SOS-ответа, ДНК и структур, формируемых бел-
ком FtsZ. Результаты работы подтверждают полученные ранее данные о том, что белок FtsZ в клетках, на-
ходящихся в состоянии SOS-ответа, распределен неравномерно. Использованный в работе протокол
визуализации клеток E. coli, предварительно закрепленных на поверхности стекла, с помощью метода экс-
пансионной микроскопии может быть использован в будущем для изучения внутренних структур других
клеток – как бактериальных, так и эукариотических.

Ключевые слова: экспансионная микроскопия, белок FtsZ, SOS-ответ, бактериальное деление
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Хорошо известно, что световая микроскопия и, в
особенности, ее разновидность – флуоресцентная
микроскопия – обладает множеством достоинств,
которые определяют ее широкое применение при
изучении биологических объектов (Sanderson et al.,
2014). Наряду с достоинствами, световая микроско-
пия имеет и недостатки, среди которых одним из
наиболее существенных является сравнительно низ-
кое пространственное разрешение, которое ограни-
чено дифракционным пределом на уровне примерно
половины длины волны используемого светового
излучения (Renz, 2013). Дифракционный предел –
фундаментальное явление и следствие волновой
природы света; фактически, это минимальное рас-
стояние, на котором могут находиться 2 точечных
объекта и при этом быть отличимыми друг от друга
(разрешимыми). Кроме длины волны, дифракцион-
ный предел зависит от числовой апертуры, что дела-
ет предпочтительным использование объективов с
высокой числовой апертурой (например, с масляной
иммерсией). Для световых микроскопов предел раз-

решения обычно оценивают на уровне 200–300 нм (в
фокальной плоскости).

В настоящее время описано несколько подходов,
позволяющих преодолеть дифракционный предел и
добиться улучшения разрешения вплоть до единиц
нанометров. Принципы таких методов, собиратель-
но называемых методами сверхразрешающей мик-
роскопии (или микроскопии сверхвысокого разре-
шения), существенно отличаются, однако общая
идея может быть сформулирована следующим обра-
зом: выигрыш в пространственном разрешении до-
стигается за счет ухудшения временного разрешения
и (или) применения достаточно сложных техниче-
ских дополнений к световому микроскопу. Такие
технические дополнения являются дорогостоящими
и могут включать лазерное освещение с высокой
плотностью мощности, сложные схемы сканирова-
ния образца, создание структурированной засветки
образца, использование двух оппозитных объекти-
вов и др. Кроме сложных технических решений, эти
методы обычно требуют продвинутого и трудного в
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обращении программного обеспечения, что допол-
нительно увеличивает стоимость и снижает их до-
ступность для исследователей (Клементьева и др.,
2016; Feng et al., 2018).

В 2015 г. был предложен новый метод пробопод-
готовки, который предполагает заключение образца
в гель и его последующее расширение в несколько
раз. Метод получил название экспансионной мик-
роскопии (Chen et al., 2015). Общий принцип экс-
пансионной микроскопии на примере работы с бак-
териальной клеткой представлен на рис. 1. Ключе-
вая идея метода – заключить образец в гель таким
образом, чтобы внутриклеточные структуры оказа-
лись сшиты с матрицей геля, а затем осуществить
расширение геля, в ходе которого связанная с гелем
клетка также расширяется (Wassie et al., 2019).

Протоколы экспансионной микроскопии в опуб-
ликованных работах различаются; тем не менее их
основные этапы схожи между собой. Вначале обра-
зец подвергают фиксации и пермеабилизации, по-
сле чего в рамках некоторых протоколов (например,
см.: Tillberg et al., 2016) осуществляют иммунофлуо-
ресцентное окрашивание. К сожалению, непосред-
ственное окрашивание объекта интереса антителами,
конъюгированными с флуоресцентными красителя-
ми, на данном этапе пробоподготовки затруднено, так
как в ходе дальнейшей пробоподготовки осуществля-
ется расщепление белков, что зачастую приводит к
разрушению антител и, соответственно, удалению
флуоресцентной метки.

Для флуоресцентного мечения вначале был пред-
ложен подход, использующий олигонуклеотиды, ко-
торые связывают флуорофор с матрицей геля. Вторич-
ные антитела, используемые для окрашивания, сшиты
с олигонуклетидом, который затем гибридизуется с
модифицированным олигонуклеотидом (добавлены
флуоресцентный краситель и группа, реагирующая с
матрицей геля). Использование олигонуклеотидов
позволяет сохранить положение флуоресцентных
меток в геле в ходе дальнейшего протеолиза. Вместо
использования антител на этом этапе пробоподго-
товки возможно также использование флуоресцент-
ных белков (основано на их устойчивости ко многим
протеазам) (Chozinski et al., 2016). Кроме того, в не-
которых протоколах данный этап мечения пропус-
кают, а флуоресцентное окрашивание (обычно ан-
тителами) осуществляют после протеолиза (Chozins-
ki et al., 2016).

Далее образец подвергают дополнительной моди-
фикации (функционализации), что обеспечивает до-
бавление к определенным молекулам образца (напри-
мер, аминогруппам) реакционно-способных групп,
которые в дальнейшем позволяют сшить образец с
матрицей геля. Пример функционализации образца –
использование реагента Acryloyl-X (Tillberg et al.,
2016). Затем функционализированный образец за-
ключают в полиакриламидный гель, при этом поли-
меризацию осуществляют в растворе с высокой ион-
ной силой, что приводит к экранированию заряжен-
ных мономеров матрицы геля и обеспечивает
формирование слабо упорядоченных полимеров. В
дальнейшем, после основных этапов пробоподго-
товки, расширение геля происходит в результате
электростатического отталкивания молекул, состав-
ляющих матрицу геля, при помещении геля в рас-
твор с низкой ионной силой (например, в деионизо-
ванную воду). При этом неупорядоченные полиме-
ры матрицы геля распрямляются – именно этим
ограничена степень расширения геля (обычно при-
мерно в 4 раза в каждом направлении, хотя некото-
рые протоколы позволяют добиться большей степе-
ни расширения (Li et al., 2022)).

Однако расширение образца непосредственно
после его заключения в гель затруднено, так как био-
логические молекулы (в основном белки и их ком-
плексы) обладают высокой прочностью и препят-
ствуют расширению. Поэтому после заключения в
гель осуществляют расщепление белковых структур
образца (в основном, путем протеолиза, например,
протеиназой К), а в ряде случаев – нуклеиновых
кислот и клеточной стенки (у бактерий). Для рас-
щепления белков можно использовать также нагрев.
Следует отметить, что расщепление белковых струк-
тур часто приводит к уничтожению эпитопов, что
делает невозможным иммунофлуоресцентное мече-
ние образца после его обработки. Для такого мече-
ния используют ограниченный протеолиз, одновре-
менно сохраняющий эпитопы и делающий возмож-
ным расширение образца.

Рис. 1. Общий принцип экспансионной микроскопии на
примере бактериальной клетки, заключенной в поли-
электролитный гель. Клетка обозначена желтым, крас-
ным отмечено Z-кольцо, серые линии – полимеры мат-
рицы геля. Слева – гель с заключенной в него клеткой до
расширения (в солевом буфере), справа – после расши-
рения (в воде). Полимеризация геля осуществляется в со-
левом буфере, в котором заряженные молекулы, форми-
рующие гель, экранированы и практически не взаимо-
действуют друг с другом, в результате чего формируются
слабо упорядоченные полимеры, составляющие матрицу
геля. В бессолевой среде взаимное отталкивание одно-
именно заряженных мономеров полиэлектролитного ге-
ля вызывает его значительное изотропное расширение.
При этом полимеры геля распрямляются, а образец, за-
ключенный в гель, увеличивается.

Бактериальная клетка

Полиэлектролитный гель

Буфер или вода
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После расщепления иногда проводят иммуно-
флуоресцентное окрашивание образца (зависит от
протокола подготовки), а также окрашивание ДНК
и (или) других структур соответствующими красите-
лями. После этого гель с заключенным в него образ-
цом переносят в раствор с низкой ионной силой (на-
пример, деионизованную воду), где происходит его
изотропное расширение в несколько раз (см. рис. 2).
Затем образец визуализируют.

Основное преимущество метода экспансионной
микроскопии – возможность визуализации образца
с четырехкратным выигрышем в разрешении струк-
тур с использованием стандартного флуоресцентно-
го микроскопа, что эквивалентно использованию
методов сверхразрешающей микроскопии. Более
того, в результате применения некоторых протоко-
лов удается получить и более высокую степень рас-
ширения, например, за счет последовательного пе-
резаключения образца в гель (Chang et al., 2017). Дру-
гое важное преимущество метода экспансионной
микроскопии заключается в том, что в ходе расши-
рения образца увеличивается доступность структур
для окрашивания, в том числе белковых эпитопов,
поэтому экспансионная микроскопия может суще-
ственно помочь в изучении локализации компонен-
тов в сложных белковых комплексах.

Наряду с достоинствами, метод экспансионной
микроскопии обладает и недостатками. В частности,
в случае недорасщепления структур расширение об-
разца может оказаться недостаточным или неодно-
родным (последнее приводит к искажению исследу-
емых структур). Напротив, чрезмерное расщепле-
ние, как уже отмечено выше, уничтожает эпитопы
белков, что препятствует иммунофлуоресцентному
мечению структур после расщепления образца и да-
же может полностью разрушить структуру образца,
что делает невозможным его визуализацию. Поэто-
му оптимизация протокола расщепления образца
является одним из важнейших условий успешной
реализации всего метода. Другой недостаток связан
с тем, что в процессе полимеризации геля может
происходить обесцвечивание флуоресцентных мо-

лекул (Tillberg et al., 2016). Это ограничивает флуо-
ресцентное мечение структур до заключения образ-
ца в гель. Для преодоления такового недостатка не-
обходимо использовать только совместимые с
методом флуоресцентные красители. Кроме того,
можно метить структуры уже после расщепления об-
разца.

В русскоязычной литературе нам удалось найти
несколько работ, посвященных использованию экс-
пансионной микроскопии для исследования тканей.
Например, в одной из статей авторы продемонстри-
ровали использование метода экспансионной мик-
роскопии для изучения тканей головного мозга (Де-
ревцова и др., 2021). Работы, использующие этот ме-
тод для изучения одиночных клеток, нам не удалось
найти.

В настоящей работе метод экспансионной мик-
роскопии был использован для визуализации оди-
ночных клеток Escherichia coli, предварительно за-
крепленных на поверхности стекла. Использование
метода позволило показать, что в состоянии SOS-от-
вета белок FtsZ неравномерно распределен по клет-
ке, что свидетельствует о неполной разборке поли-
меров, формируемых данным белком. Кроме того,
было охарактеризовано распределение ДНК в бакте-
риальной клетке в состоянии SOS-ответа. Протокол
пробоподготовки, используемый в настоящей рабо-
те, может быть использован в будущем для визуали-
зации иных объектов, например, адгезивных куль-
тур клеток эукариот, а также бактерий.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Бактерии. Использовали бактерии Escherichia coli

штамма BW27783 с геном белка слияния FtsZ:mNeon-
Green (Moore et al., 2013). Культуру выращивали в
жидкой среде LB при 37°C в термошейкере до величи-
ны оптической плотности среды (OD600) 0.2, затем ак-
тивировали (при необходимости) SOS-ответ облучени-
ем ультрафиолетовым светом в течение 1 мин в тран-
силлюминаторе (Vilber Lourmat Infinity-1500/36M).
Через 30 мин или 1 ч после активации SOS-ответа

Рис. 2. Расширение полиэлектролитного геля. Исходно фрагмент геля находится в солевом растворе (а), а затем переносится
в деионизованную воду, где происходит его расширение в несколько раз (б).

а б
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отбирали образцы для дальнейшей пробоподготов-
ки. В качестве контроля брали культуру, не подвер-
гавшуюся облучению ультрафиолетом.

Пробоподготовка. Клетки подготавливали соглас-
но протоколу (Basic protocol 1; Asano et al., 2018) с не-
большими изменениями. Фиксацию осуществляли
добавлением в среду формальдегида до конечной
концентрации 2.6%, глутаральдегида – 0.04% и на-
трий-фосфатного буфера (pH 7.5) – 32 мМ. Затем
клетки инкубировали 10 мин на льду и 50 мин при
комнатной температуре. Клетки трижды промывали
фосфатно-солевым буферным раствором (PBS),
каждый раз центрифугируя образцы при 6000 g в те-
чение 2 мин. После этого клетки помещали в промыва-
емую камеру, полученную из предметного и покровно-
го стекла, которые разделены скотчем (рис. 3). По-

кровные стекла для камеры подвергали плазменной
очистке. Камеру предварительно обрабатывали по-
ли-L-лизином в течение 10 мин для лучшего закреп-
ления бактерий на поверхности стекла.

Далее камеру переворачивали и оставляли на
30 мин для закрепления бактерий на покровном
стекле. Дальнейшие операции выполняли путем
смены растворов в полученной промываемой каме-
ре. Для разрушения клеточной стенки клетки инку-
бировали при 37°C в течение ночи в растворе лизо-
цима в PBS в концентрации 2 мг/мл. На следующий
день клетки трижды промывали PBS. Далее действо-
вали согласно протоколу (Asano et al., 2018). В част-
ности, раствор Acryloyl-X SE (10 мг/мл в DMSO) раз-
водили в PBS до конечной концентрации 0.1 мг/мл.
Далее клетки инкубировали в полученном растворе
в течение 2–3 ч при комнатной температуре. Затем
клетки дважды промывали PBS.

Заключение бактериальных клеток в гель осу-
ществляли с использованием специальной камеры
для заливки геля (рис. 4). Алгоритм заливки схема-
тично изображен на рис. 5. Вначале удаляли силико-
новый герметик, соединяющий покровное стекло с
другими частями промываемой камеры. Затем по-
кровное стекло с закрепленными на нем клетками от-
деляли и накрывали им камеру для заливки геля с на-
литым в нее раствором для полимеризации геля. Для
заливки геля использовали раствор Stock X (86 г/л ак-
рилата натрия, 25 г/л акриламида, 1.5 г/л N,N-мети-
ленбисакриламида, 117 г/л NaCl; в качестве основы
использовали PBS), воду, 10%-ный TEMED (объ-
ем/объем) и 10%-ный PSA (вес/объем), которые
смешивали в соотношении 47 : 1 : 1 : 1. Затем камеру
оставляли при 37°C на 1 ч для полимеризации геля.

После этого покровное стекло отделяли и пере-
носили гель в 6-луночный планшет, где осуществля-
ли расщепление протеиназой К, окрашивание ДНК
и расширение геля. Протеолиз проводили в буфере
(0.5%-ный Triton X-100, 1 мМ EDTA, 50 мМ Tris-HCl
pH 8.0, 46.7 г/л NaCl) с добавлением протеиназы K
до концентрации 8 ед./мл. Гель инкубировали в рас-

Рис. 3. Слайд, используемый для закрепления бактериальных клеток на поверхности покровного стекла. Слайд состоит из
предметного и покровного стекол, разделенных слоем одностороннего скотча (скотч обращен липкой стороной к предмет-
ному стеклу). Силиконовый герметик обеспечивает быстрое и надежное крепление стекол и при этом позволяет легко разби-
рать слайд в ходе дальнейшей работы. Бактерии закрепляются на внутренней поверхности покровного стекла, для улучшения
закрепления стекло покрыто поли-L-лизином.

Предметное стекло

Покровное стекло Силиконовый герметик

Односторонний скотч

Рис. 4. Слайд, используемый для заливки геля. Данный
слайд состоит из предметного стекла и двух слоев пленки
Parafilm: нижний слой сплошной, играет роль нижней
границы камеры; верхний слой имеет прямоугольный
вырез посередине с размерами примерно 7 × 7 мм и игра-
ет роль боковых границ камеры.

Предметное стекло Верхний слой Нижний слой
Parafilm Parafilm
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творе в течение ночи в темноте при комнатной тем-
пературе. После раствор с протеиназой удаляли, гель
промывали PBS. Для расширения гель инкубирова-
ли в дистиллированной воде в течение 1 ч, каждые
20 мин заменяя воду на свежую. Окрашивание ДНК
проводили в течение 5 мин красителем DAPI в кон-
центрации 100 нМ после расширения.

Микроскопия. Для наблюдения под микроскопом
использовали фрагмент полученного расширенного
геля, помещая его между покровным и предметным
стеклом с использованием разделителя между стек-
лами, соответствующего толщине геля. Для предот-
вращения высыхания геля полученный слайд герме-
тизировали валапом (смесь вазелина, ланолина и па-
рафина).

Для съемки использовали инвертированный
микроскоп Nikon Ti-E (Япония) с иммерсионным
объективом Nikon CFI Plan Apochromat VC 100х H
(N.A.1.40, W.D.0.13 mm), с камерой sCMOS Andor
Zyla 4.2 и с набором фильтров Semrock YFP-2427B.
Обработку изображений (настройка яркости и кон-
траста, конвертирование формата и т.д.) проводили
в программе ImageJ.

Реактивы. В работе использовали среду LB, фос-
фатно-солевой буфер (PBS), акриламид и N,N-ме-
тиленбисакриламид (Amresco, США); формальдегид,
глутаральдегид, поли-L-лизин, DMSO и акрилат на-
трия (Sigma Aldrich, США); лизоцим, тетраметилэти-
лендиамин (TEMED), персульфат аммония (PSA) и
Triton X-100 (Хеликон, Россия); Acryloyl-X SE и DAPI
(Thermo Fisher Scientific, США); протеиназу К (Евро-
ген, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

В состоянии SOS-ответа в клетках E. coli Z-кольца
отсутствуют, при этом распределение белка FtsZ явля-
ется неравномерным. Полученные при использова-
нии экспансионной микроскопии результаты де-
монстрируют, что в контрольном образце (клетки
E. coli без обработки ультрафиолетом) видны Z-
кольца, то есть бактерии находятся в процессе деле-
ния. У клеток в SOS-ответе (после обработки ультра-
фиолетом) деление остановлено и Z-колец не наблю-
дается (рис. 6). Однако на рисунке видно, что даже при
заблокированном делении при отсутствии Z-колец бе-
лок FtsZ не распределяется по цитоплазме клетки
равномерно. Видны некоторые скопления белка и не-
однородности, вероятно, связанные с тем, что полиме-
ры FtsZ разбираются не до конца и продолжают фор-
мировать некие структуры, отличные от Z-колец.

Аналогичные результаты были получены ранее
при использовании метода локализационной мик-
роскопии (Vedyaykin et al., 2014, 2020): в SOS-ответе
при этом также наблюдали неравномерное распре-
деление белка FtsZ по клетке E. coli.

ДНК, как в контрольных E. coli, так и в состоянии
SOS-ответа, распределена по клетке неравномерно.
Визуализация ДНК в клетках E. coli с использовани-
ем экспансионной микроскопии позволила пока-
зать, что как в состоянии нормального деления, так и в
состояния SOS-ответа ДНК распределена неравно-
мерно (рис. 7), что согласуется с данными, полученны-
ми при помощи традиционной флуоресцентной мик-
роскопии. Однако все же в состоянии SOS-ответа
такое распределение представляется несколько бо-
лее однородным.

Рис. 5. Алгоритм заключения бактериальных клеток в полиэлектролитный гель. 1 –Вначале собирают слайд, описанный на
рисунке 3а; бактериальные клетки помещают в слайд для их закрепления на поверхности покровного стекла; далее с ними
осуществляют подготовительные операции, такие как химическая фиксация, пермеабилизация, функционализация амино-
групп и т.д. 2 – Слайд разбирают, для этого удаляют силиконовый герметик. 3 – Покровное стекло с бактериальными клет-
ками снимают, сохраняя его ориентацию. 4 – В слайд для заливки геля помещают раствор компонентов для геля. 5 – Слайд
для заливки накрывают покровным стеклом (клетками в сторону геля) и инкубируют в течение необходимого времени с це-
лью полимеризации геля. 6 – Полученный брусочек полиэлектролитного геля с заключенными в него бактериальными клет-
ками отделяют от заливочной формы и осуществляют дальнейшие этапы пробоподготовки.

1

2

3
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ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе метод экспансионной микро-
скопии был использован для визуализации структур,
формируемых белком FtsZ и ДНК в состоянии SOS-
ответа с более высоким разрешением. Результаты
сравнили с данными, полученными для клеток, на-
ходящихся в состоянии нормального деления. Это
позволило наглядно показать, что активация SOS-
ответа не приводит к полной разборке структур,
формируемых белком FtsZ. При этом ДНК в состоя-
нии SOS-ответа распределена по клетке более одно-
родно, чем в контрольном образце.

Полученные данные о неравномерном распреде-
лении FtsZ по клетке E. coli в состоянии SOS-ответа
согласуются с оценкой концентрации SulA, доста-
точной для остановки клеточного деления (Vedyay-

kin et al., 2020). Для его блокирования достаточно
присутствия белка SulA в концентрации, в несколь-
ко раз более низкой, чем концентрация FtsZ, при
этом полной разборки полимеров FtsZ не происхо-
дит. Таким образом, новые данные о неполной раз-
борке полимеров FtsZ в клетках E. coli в состоянии
SOS-ответа находятся в согласии с полученными на-
ми ранее данными. В то же время, они также проти-
воречат модели секвестрации мономеров FtsZ в со-
стоянии SOS-ответа (Chen et al., 2012).

Визуализация ДНК показала, что при нормаль-
ном делении нуклеоид представлен в клетке в виде
тяжей, протяженных филаментов и других неодно-
родных структур, а во время SOS-ответа распределе-
ние ДНК по клетке является более однородным, при
этом происходит некоторая компактизация ДНК
ближе к середине клетки. Визуализация ДНК с боль-
шим разрешением может быть востребована в буду-
щем для исследования пространственной организа-
ции ДНК в бактериальной клетке (Verma et al., 2019).

Таким образом, описанный в настоящей работе
протокол экспансионной микроскопии представля-
ется авторам хорошо подходящим для изучения кле-
ток, которые могут быть закреплены на поверхности
покровного стекла или на другой плоской поверхно-
сти, например, адгезивных клеток эукариот в куль-
туре, бактерий, способных к закреплению на по-
верхности, и других одиночных клеток.
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Рис. 6. Распределение FtsZ в клетках во время нормального деления (−UV) и после облучения ультрафиолетом во время SOS-
ответа (+UV). Стрелками на рисунке слева обозначены Z-кольца.
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Рис. 7. Распределение ДНК в клетках во время нормаль-
ного деления (−UV) и SOS-ответа после облучения уль-
трафиолетом (+UV). При нормальном делении ДНК рас-
пределяется по будущим дочерним клеткам, тогда как в
состоянии SOS-ответа хромосомы пространственно не
разделены и локализуются ближе к середине клетки.
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Visualization of Escherichia coli Single Cells in the State of SOS Response 
Using Expansion Microscopy
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Expansion microscopy (ExM) is a sample preparation method that allows to achieve improved visualization of
structures due to the physical expansion of the sample. This method is used in combination with traditional light
microscopy and allows, without the use of complex technical devices typical for super-resolution microscopy, to
achieve visualization of biological structures with higher resolution. Unlike the methods of super-resolution micros-
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copy, expansion microscopy does not make it possible to overcome the diffraction limit; however, the observed effect
can be considered equivalent to an increase in the spatial resolution. The relative simplicity of the method and the
undemanding nature of the microscope used have made expansion microscopy a fairly popular method to visualize
various biological structures last time. This paper describes the use of expansion microscopy to visualize DNA and
structures formed by the FtsZ protein in Escherichia coli cells during the SOS response. The results of the work con-
firm the previously obtained data that the FtsZ protein in cells in the state of the SOS response is unevenly distrib-
uted. The protocol used in this work for visualization of E. coli cells preliminarily fixed on the glass surface using the
expansion microscopy method can be used in the future to study the internal structures of other cells, both bacterial
and eukaryotic.
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