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Цис-регуляторная функция промотора 
гена Pou5f1 в MHC-локусе мыши

Хромосома 6

MHC класс II 	 MHC класс III	 MHC класс I

MHC класс I 	 MHC класс II 	 MHC класс III	 MHC класс I

Хромосома 17
В. В. Ермакова, Е. В. Александрова, А. А. Кузьмин, А. Н. Томилин
Ген Pou5f1 кодирует белок Oct4 – один из ключевых транскрипци-
онных факторов, необходимых для поддержания плюрипотентного 
состояния клеток эпибласта и жизнеспособности половых клеток. 
На основе эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) мыши создана 
генетическая модель, позволяющая оценить влияние промотора 
гена Pou5f1 на транскрипцию окружающих его генов Major His-
tocompatibility Complex (MHC)-локуса. Показано, что делеция этого промотора не оказывает существенного 
влияния на экспрессию ряда генов данного локуса ни в ЭСК, ни в трофобластных производных этих клеток. 
Важное исключение составил ген Tcf19, который активировался при такой делеции и который может 
быть ассоциирован с патологией атеросклероза через свое провоспалительное действие. При дальнейшем 
использовании разработанная генетическая модель позволит оценить вклад цис-регуляторной связи Pou5f1 
с Tcf19 и, возможно, с другими генами в описанный ранее атеросклеротический фенотип мышей, несущих 
делецию промотора гена Pou5f1 в гладкомышечных и эндотелиальных клетках кровеносных сосудов. 

Схема локусов Pou5f1-MHC человека и мыши 

Белок Aef1 дрозофилы, содержащий домены цинковых 
пальцев, колокализуется с энхансерами и участвует 
в регуляции транскрипции многих генов 

Н. Е. Воробьева, Ю. В. Николенко, А. Н. Краснов
Установлено, что сайты связывания белка Aef1 в клетках S2 дрозофилы, 
расположенные вне промоторов генов, являются областями с понижен-
ной плотностью нуклеосом и колокализуются с комплексами SAGA, 
dSWI/SNF и ORC. Сайты связывания Aef1 колокализуются с белком 
CBP и гистоновой меткой H3K27Ac, что считается меткой активных эн-
хансеров. С целью изучения роли белка Aef1 в регуляции транскрипции 
проведен RNA-Seq-эксперимент в нормальных клетках S2 дрозофилы 
и в клетках с РНК-интерференцией Aef1. Показано, что белок Aef1 вли-
яет на транскрипцию 342 генов, причем более половины из них (178) со-
держат Aef1 на своих промоторах или энхансерах. Таким образом, белок 
Aef1 может привлекаться как на промоторы, так и на энхансеры и уча-
ствовать в регуляции транскрипции соответствующих генов как прямо, 
так и опосредованно. 

Потенциальная консенсусная 
последовательность связывания 
белка Aef1, идентифицированная 
на промоторных сайтах (А) и вне 
промоторов (Б)

Гипометилирующий агент 5-азацитидин 
усиливает действие ингибиторов RAS 
и Sp1 в клетках нейробластомы

К. А. Иваненко, А. В. Снежкина, М. А. Золотовская, П. В. Спирин, 
О. Г. Леонова, В. И. Попенко, А. В. Кудрявцева, А. А. Буздин, 
В. С. Прасолов, Т. Д. Лебедев

Нейробластома – злокачественная солидная опухоль, возникающая 
в результате трансформации клеток нервного гребня. Увеличение 
уровня метилирования ДНК, обнаруженное в  клетках 
нейробластомы, указывает на потенциальную возможность использования гипометилирующих агентов 
в комбинированной терапии этого заболевания. Анализ изменения транскриптома клеток под действием 
5-азацитидина (5-Аза) позволил выявить препараты, оказывающие синергический эффект на гибель 
клеток нейробластомы, в частности, синергичность комбинации 5-Аза с митрамицином А и лонафарнибом 
в отношении клеток нейробластомы SH-SY5Y. Дальнейшее исследование эффективности сочетаний пре-
паратов может быть направлено на более детальное изучение механизма совместного действия этих пре-
паратов и тестирования на других моделях нейробластомы. 

Эффективность комбинаций 5-Аза 
с противоопухолевыми препаратами 
для клеток нейробластомы человека 
SH-SY5Y
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РЕФЕРАТ Недавние достижения в области вспомогательных репродуктивных технологий (ВРТ) про-
извели революцию в репродукции человека, предоставив надежду миллионам пар, сталкивающимся 
с проблемами бесплодия. Тем не менее с ростом популярности этих методов возникли опасения от-
носительно их потенциального воздействия на целостность генома потомства, зачатого с помощью 
ВРТ. Особенно важен вопрос о влиянии этих технологий на частоту de novo мутаций – генетических 
изменений, которые возникают спонтанно в зародышевой линии или в раннем эмбриогенезе и могут 
быть связаны с различными заболеваниями человека. Степень, в которой ВРТ может напрямую вли-
ять на частоту de novo мутаций, остается предметом научных споров. В данном обзоре рассмотрены 
последние исследования, посвященные связи между ВРТ и частотой de novo мутаций, подчеркнута 
необходимость дальнейших исследований для выяснения клинической значимости этих мутаций и их 
долгосрочных последствий для здоровья потомства. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА вспомогательные репродуктивные технологии, de novo мутации, старение, возраст 
отца, возраст матери. 

ВВЕДЕНИЕ
С момента рождения первого ребенка, зачатого 
с помощью экстракорпорального оплодотворения 
(ЭКО) более 45 лет назад, эта технология преврати-
лась в рутинную процедуру в медицинских центрах 
вспомогательной репродукции. В последние деся-
тилетия распространенность бесплодия неуклонно 
возрастает, во многом это связано с тем, что все 
больше людей решают отложить рождение ребенка 
на более поздний возраст. Значительное количество 
таких пар в конечном итоге обращается к мето-
дам искусственного оплодотворения. По последним 
оценкам во всем мире благодаря вспомогательным 
репродуктивным технологиям (ВРТ) родилось свы-
ше 10 млн младенцев. Кроме того, по приблизитель-
ным данным ежегодно проводится около 4 млн ци-
клов ВРТ [1, 2].

К ВРТ относят все методы лечения бесплодия, 
предполагающие обработку in vitro ооцитов, спер-
мы или эмбрионов человека с целью достижения 
беременности [3]. При этом во время процедур ВРТ 
гаметы и зиготы подвергаются воздействию ряда 
культурных сред и нефизиологических условий. 

Хотя большинство младенцев, зачатых с помощью 
ВРТ, рождаются здоровыми, сохраняются опасения 
относительно безопасности этих технологий и по-
тенциальных долгосрочных эффектов ВРТ на рост, 
развитие и общее состояние здоровья будущего по-
коления [4]. Спонтанно возникающие в зародышевой 
линии или на раннем этапе эмбрионального разви-
тия de novo мутации могут сказываться на генети-
ческих особенностях потомства, зачатого с помощью 
ВРТ, поэтому всестороннее понимание механизмов, 
лежащих в основе их возникновения и происхож-
дения, имеет решающее значение для решения во-
просов безопасности и эффективности ВРТ. Такие 
знания способствуют разработке стратегий, на-
правленных на снижение рисков и улучшение про-
цедур ВРТ, с целью минимизации потенциальных 
неблагоприятных последствий для генетической 
целостности и здоровья последующих поколений. 
Исследование взаимосвязи между ВРТ и de novo 
мутациями не только расширяет наше понимание 
основных молекулярных механизмов, но и подчер-
кивает важность принятия обоснованных решений 
относительно репродуктивных вмешательств [5, 6].
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Учитывая широкое применение ВРТ и его по-
тенциальное влияние на генетическую целостность, 
в настоящем обзоре рассмотрены актуальные ис-
следования, посвященные взаимосвязи между ВРТ 
и de novo мутациями. Цель работы – предоставить 
информацию, необходимую для совершенствования 
клинической практики и дальнейших исследований 
в области репродуктивной генетики.

ВСПОМОГАТЕЛЬНЫЕ РЕПРОДУКТИВНЫЕ 
ТЕХНОЛОГИИ (ВРТ)
Вспомогательные репродуктивные технологии 
(ВРТ) – это широкий спектр процедур, направлен-
ных на решение проблем бесплодия как у женщин, 
так и у мужчин. За последние годы использование 
этих технологий значительно возросло, что связано 
с увеличением числа пар, сталкивающихся с труд-
ностями зачатия. Этот комплексный подход вклю-
чает ряд сложных этапов, таких как стимуляция 
овуляции, подготовка ооцитов и сперматозоидов, 
манипуляции с гаметами и эмбрионами, криоконсер-
вация, культивирование in vitro и, в конечном итоге, 
перенос эмбриона. Степень вмешательства может 
существенно варьировать – от гормональной тера-
пии пациентов до более сложных процедур in vitro. 
Рассматриваемые вмешательства охватывают широ-
кий спектр методик, начиная с тонких манипуля-
ций с гаметами, таких как оплодотворение in vitro 
(ЭКО), и заканчивая более инвазивными процеду-
рами, включая интрацитоплазматическую инъек-
цию сперматозоида (ИКСИ) и получение сперма-
тозоидов из яичка в сочетании с ИКСИ (testicular 
sperm extraction in conjunction with intracytoplasmic 
sperm injection, TESE-ICSI). Кроме того, эти вмеша-
тельства предполагают прямое воздействие на эм-
брионы, что может включать такие процедуры, 
как биопсия трофэктодермы (trophectoderm biopsy, 
TB) или бластомеров (blastomere biopsy, BB). Эти 
критически важные этапы совпадают с ключевы-
ми фазами развития, характеризующимися зна-
чительной эпигенетической перестройкой генома 
и повышенной уязвимостью к внешним факторам. 
Любое нарушение в этот период способно негатив-
но сказаться на программе развития [7, 8]. Одним 
из основных факторов, повышающих риск, связан-
ный с процедурой ИКСИ, является процесс отбора 
сперматозоидов. В отличие от классического ЭКО, 
при котором сперматозоиды самостоятельно про-
никают сквозь защитные оболочки яйцеклетки, 
ИКСИ обходит эти естественные механизмы отбора 
за счет ручного выбора и введения одного сперма-
тозоида прямо в ооцит. Это может непреднамерен-
но приводить к оплодотворению сперматозоидами 
с аномалиями ДНК. Кроме того, при ИКСИ нередко 

используют сперму, извлеченную непосредственно 
из яичка или придатка яичка (эпидидимиса), ми-
нуя ее естественное созревание, которое обычно 
происходит при прохождении через мужские по-
ловые пути. В результате возрастает вероятность 
генетических нарушений у потомства. Также инва-
зивный характер процедуры ИКСИ может повы-
шать риск повреждения ооцита или веретена де-
ления во время инъекции, что способно нарушать 
процессы репликации и репарации ДНК, потенци-
ально влияя на дальнейшее развитие эмбриона [9, 
10]. Несмотря на то что большинство детей, рож-
денных с помощью ВРТ, здоровы, результаты мно-
гих исследований указывают на возможную связь 
между ВРТ и различными неблагоприятными по-
следствиями [11–16], включая врожденные пороки 
сердца [17] и онкологические заболевания детского 
возраста [18]. Также весьма противоречивы данные 
о повышенных рисках когнитивных нарушений, 
нарушений развития нервной системы [19], о про-
блемах с метаболическим здоровьем и негативным 
влиянием на репродуктивную функцию, связанным 
с ВРТ [20–22]. Несмотря на существование этих ри-
сков для здоровья, по-прежнему неясно, обуслов-
лены ли они конкретными аспектами ВРТ, такими 
как метод получения спермы, стимуляция яичников, 
способ оплодотворения или лабораторные условия, 
либо они связаны с исходными родительскими фак-
торами и усиливаются из-за обхода естественного 
отбора. Более того, взаимодействие эпигенетических 
и генетических факторов в отношении этих по-
следствий для здоровья еще не полностью изучено. 
В то время как исследования эпигенетических из-
менений при ВРТ активно расширяются, изучение 
de novo мутаций все еще находится на ранних эта-
пах и продолжаются исследования, направленные 
на всестороннее выяснение их роли у потомства, за-
чатого с помощью ВРТ [23–26].

МУТАЦИИ DE NOVO
Мутации de novo определяются как появление но-
вых генетических изменений, которые возникают 
в зародышевой линии в пределах одного поколения. 
Зародышевые de novo мутации (germline de novo 
mutations, gDNM) формируются в гаметах одного 
из родителей и передаются потомству в момент за-
чатия. В отличие от них постзиготические de novo 
мутации появляются на ранних стадиях эмбри-
онального развития и могут затрагивать значи-
тельную часть клеток организма потомка. Влияние 
новых генетических мутаций может варьировать 
от нейтральных или даже полезных изменений, спо-
собствующих эволюции, до серьезных нарушений 
ключевых генетических последовательностей, кото-
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рые способны приводить к тяжелым заболеваниям. 
Мутации de novo считаются наиболее опасным ти-
пом редких генетических вариаций, поскольку они 
в меньшей степени подвергаются эволюционному 
отбору и зачастую оказываются более вредонос-
ными, чем наследуемые изменения, поскольку они 
в меньшей степени проходят через эволюционный 
отбор [5, 27]. Установлена связь мутаций de novo 
с целым рядом заболеваний [28], включая наруше-
ния развития нервной системы [29–31], патологии 
сердца [32] и раннюю тяжелую миопию [33], а так-
же с редкими спорадическими синдромами пороков 
развития, такими как синдромы Шинцеля–Гидеона, 
Кабуки и Боринга–Опица [34]. Более того, недавние 
исследования также указывают на их ключевую 
роль в мужском и женском бесплодии [35, 36].

Мутации de novo могут возникать на различных 
этапах развития, в том числе до оплодотворения – 
в половых клетках, а также в период дробления 
эмбриона и на стадии бластоцисты. К спектру му-
таций de novo относятся разнообразные типы мута-
ций: точечные (однонуклеотидные) варианты (single 
nucleotide variants, SNV), вставки и делеции (indel) 
разного размера, а также более крупные вариации 
числа копий (copy number variations, CNV) и струк-
турные перестройки. Обычно мутации de novo вы-
являют путем анализа образцов ДНК, полученных 
от трио «отец–мать–ребенок». Предполагается, 
что в геноме человека в среднем содержится от 44 
до 82 de novo однонуклеотидных вариантов, из ко-
торых 1–2 располагаются в кодирующих областях 
[37–39]. При этом распределение мутаций de novo 
по геному не является случайным: такие геномные 
характеристики, как содержание гуанина и ци-
тозина, наличие нуклеосом, повторяющиеся по-
следовательности, частота рекомбинации, уровень 
транскрипционной активности, время репликации 
и состояние хроматина, существенно влияют на уяз-
вимость отдельных регионов для мутаций. У одно-
го и того же индивида множество de novo мутаций 
могут располагаться в непосредственной близости, 
образуя так называемые мутационные кластеры. 
Напротив, если одинаковые de novo мутации воз-
никают у разных людей, они формируют так назы-
ваемые «горячие точки». Показано, что частота ге-
нетических мутаций в зародышевой линии человека 
по всему геному определяется конкретным классом 
генетических вариантов [40]. Распространенность 
зародышевых de novo мутаций в человеческой по-
пуляции заметно варьирует как внутри одной се-
мьи, так и между разными семьями, причем на эти 
колебания влияет пол родителей. Считается, 
что уровень зародышевых de novo мутаций мо-
жет изменяться под воздействием как внутренних, 

так и внешних факторов. Одним из важнейших от-
крытий стало обнаружение того, что количество 
зародышевых de novo мутаций возрастает по мере 
увеличения возраста обоих родителей в момент за-
чатия, причем у отцов этот эффект особенно вы-
ражен. Приблизительно отмечается прирост от 1.35 
до 1.5 новых мутаций на каждый дополнительный 
год возраста отца, тогда как у матерей эта величина 
намного ниже и составляет около 0.24–0.42 мутаций 
[41–47]. Примерно 2–3% всех de novo мутаций у по-
томства располагаются на расстоянии менее 20 т.п.н. 
друг от друга, формируя кластерные de novo мута-
ции (clustered de novo mutations, cDNM). При этом 
материнские кластерные de novo мутации встре-
чаются чаще, чем отцовские, что связывают с не-
эффективной репарацией разрывов обеих цепей 
ДНК по механизму гомологичной рекомбинации 
в стареющих ооцитах. Подобные нарушения способ-
ствуют появлению нерегулируемых горячих точек 
рекомбинации, в результате чего мутации возника-
ют ближе друг к другу, чем ожидалось бы в норме. 
Стоит отметить, что 58.4% материнских зародыше-
вых de novo мутаций локализуются в определенных 
районах хромосом 8, 9 и 16, где также регистри-
руется более высокая частота и одиночных (некла-
стерных) de novo мутаций. У мужчин же частота 
кластерных de novo мутаций коррелирует с длиной 
хромосомы. Эта разница связана с различиями ме-
ханизмов, лежащих в основе возникновения de novo 
мутаций у представителей разных полов [5, 45]. 

Основная гипотеза, объясняющая зависимость 
возникновения мутаций от возраста отца, заклю-
чается в том, что мутации накапливаются в ре-
зультате случайных ошибок при репликации 
генома в мужской зародышевой линии, обеспечива-
ющей непрерывное формирование сперматозоидов. 
Сперматогонии, являющиеся стволовыми клетками 
сперматогенеза, многократно делятся, одновремен-
но самообновляясь и образуя сперматоциты, кото-
рые впоследствии превращаются в сперматозоиды. 
С возрастом мужчины общее число делений в спер-
матогониях увеличивается, что повышает вероят-
ность появления новых мутаций вследствие ошибок 
репликации. Соответственно, мутации накапливают-
ся в сперматогониях с течением времени, объясняя 
так называемый «эффект возраста отца». Хотя мо-
дель «эгоистичного сперматогониального отбора» по-
зволяет понять происхождение таких доминантных 
нарушений развития, как ахондроплазия и синдром 
Аперта, она не охватывает большинство de novo му-
таций, не дающих очевидного селективного преиму-
щества. В качестве альтернативы недавние исследо-
вания выдвинули гипотезу, ставящую под сомнение 
традиционную точку зрения о том, что репликатив-
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ные ошибки являются первоисточником мутаций 
в мужской зародышевой линии. Согласно этой новой 
модели, стабильное, но невысокое число спонтанных 
мутаций, обусловленных репликацией у пожилых 
отцов, может возрастать за счет нарушений систем 
репарации ДНК [5, 37, 48, 49]. 

Механизмы, объясняющие возрастной эффект 
у матерей, не могут основываться на репликации 
генома, поскольку образование ооцитов прекращает-
ся еще в пренатальном периоде, и дальнейшая ре-
пликация ДНК в них не происходит. Следовательно, 
механизмы, лежащие в основе возрастных de novo 
мутаций у матерей, принципиально отличают-
ся от отцовских. Имеются данные о том, что воз-
раст матери на момент зачатия влияет на частоту 
мутаций, чему может способствовать накопление 
повреждений в ооцитах, а также мутации, возни-
кающие на постзиготических этапах развития эм-
бриона. После оплодотворения у ооцита существует 
лишь ограниченное время для коррекции повреж-
дений ДНК, внесенных сперматозоидом, прежде 
чем наступит S-фаза первого митотического де-
ления. Неточная или неполная репарация в этот 
период способна приводить к мутациям, которые 
будут определять здоровье потомства – этот меха-
низм получил название «гипотеза о влиянии пост-
мейотического ооцита» (в оригинале на английском 
«post-meiotic oocyte collusion hypothesis») [50–52]. 
Подобное объяснение согласуется с данными, со-
гласно которым использование вспомогательных 
репродуктивных технологий может увеличивать 
мутационную нагрузку у детей, зачатых с их по-
мощью [52].

Мутации de novo, ассоциированные с ВРТ
Существует множество исследований, посвященных 
изучению естественного зачатия и распространен-
ности de novo мутаций [53–55], однако количество 
исследований, рассматривающих взаимосвязь меж-
ду оплодотворением с помощью ВРТ и возникнове-
нием de novo мутаций, весьма ограничено (табл. 1). 
Хотя многие исследования в целом подтверждают 
безопасность ВРТ [56–59], недавние данные указы-
вают на возможное увеличение мутационной на-
грузки у детей, зачатых с использованием этих ме-
тодов [6, 20, 35, 60, 61].

В рамках исследования, проведенного Wang и со-
авт., изучена возможная связь между ВРТ и часто-
той врожденных пороков сердца (congenital heart 
defects, CHD) у потомства, с особенным вниманием 
к de novo мутациям как возможному фактору ри-
ска. Проведено полногеномное секвенирование 1137 
человек из 160 семей, у которых оплодотворение 
произошло спонтанно, и 205 трио семей, восполь-

зовавшихся услугами ВРТ. Оказалось, что у детей, 
зачатых с помощью ВРТ, частота зародышевых му-
таций de novo была существенно выше, чем у де-
тей, зачатых естественным путем, в том числе после 
коррекции на различные дополнительные факторы, 
включая возраст родителей, курение, употребление 
алкоголя и уровень физической активности. В част-
ности, потомство, зачатое с применением ВРТ, про-
демонстрировало увеличение частоты зародышевых 
мутаций de novo в 4.59 раза, из которых 3.32 мута-
ции имели отцовское происхождение, а 1.26 – ма-
теринское [6]. Данный результат согласуется с ис-
следованием Wong и соавт., в котором сообщается, 
что в геноме ребенка, зачатого при использовании 
ВРТ, наблюдается в среднем 4.25 дополнительных 
de novo мутаций по сравнению с естественным за-
чатием [56]. Примечательно, что отцовские мутации 
de novo у потомства, зачатого с помощью ВРТ, ха-
рактеризовались специфическими заменами C>T 
в CpG-сайтах, ассоциированными с повышенным 
риском ишемической болезни сердца. Кроме того, 
установлено, что большинство этих мутаций (87.9%) 
передается от отца. Стоит отметить, что использо-
вание рекомбинантного фолликулостимулирующего 
гормона, а также инъекция высокой дозы хорио-
нического гонадотропина человека связаны с уве-
личением числа материнских de novo мутаций [6]. 
В другом исследовании, результаты которого про-
тиворечат перечисленным, не выявлено существен-
ных различий при прямом сравнении вариантов 
митохондриальной ДНК (мтДНК, mtDNA) в ооци-
тах, полученных естественным путем, и в ооцитах, 
извлеченных после циклов стимуляции яичников. 
Тем не менее в этом же исследовании обнаружена 
взаимосвязь между присутствием несинонимичных 
гетероплазматических вариантов мтДНК в белокко-
дирующих участках и локусах рРНК и снижени-
ем массы тела при рождении. Эти варианты чаще 
встречались у детей, рожденных от более возраст-
ных матерей, прошедших курсы лечения с примене-
нием ВРТ. Предполагается, что эти варианты могут 
приводить к легким, но существенным митохондри-
альным дисфункциям, способствующим снижению 
массы тела при рождении. Этот факт служит пред-
варительным свидетельством того, что митохон-
дриальные генетические факторы могут объяснять 
различия между детьми, зачатыми с помощью ВРТ 
и естественным способом [61]. 

Как отмечалось ранее, процедура ИКСИ вы-
зывает больше опасений по сравнению с други-
ми методами ВРТ из-за ее инвазивного характе-
ра и потенциальных рисков, связанных с отбором 
и манипуляциями со сперматозоидами. Однако дан-
ные по этому вопросу противоречивы [23, 63, 64]. 
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Влияние ИКСИ на мутации de novo исследовали 
несколько научных групп, и в одном из них, прове-
денном Woldringh и соавт., выявлено относительное 
увеличение «однонаправленных изменений числа 
копий» (same direction copy number changes) в ус-
ловиях ИКСИ в 5 раз по сравнению с контроль-

ной группой. Однако из-за ограниченного размера 
выборки необходимы дальнейшие исследования 
на большей выборке, чтобы подтвердить эти резуль-
таты [20]. При рождении детей посредством ИКСИ 
также зафиксирован значительно более высокий 
уровень de novo хромосомных аномалий, включая 

Таблица 1. Исследования, посвященные ВРТ и мутациям de novo

Исследуемая группа 
(n)*

Контрольная 
группа (n) Основные результаты исследования

Иссле-
дова-
ние

12 ИКСИ 30 СБ

У 6 из 12 детей, зачатых с помощью ИКСИ, выявлено 10 de 
novo «изменений числа копий генома в одном направлении». 

Они характеризовались одновременным увеличением 
или уменьшением числа копий относительно обоих родителей, 

причем чаще встречались именно потери копий.

 [20]

25 трио ВРТб 693 трио СБ

Применение ВРТ продемонстрировало статистически значи-
мое (P=3.86 × 10−3) увеличение количества de novo мутаций 

в среднем на 4.25 мутации по сравнению с естественным 
зачатием с учетом прочих факторов.

[56]

49 квартетов2 ЭКО 62 квартета2 СБ
Частота возникновения de novo хромосомных аберраций 

или крупных структурных ДНК-нарушений оказалась сопо-
ставимой при ЭКО и при естественном зачатии.

[57]

2505 ИКСИ: 1114 
пренатальных тестов 
плода, 1391 постна-
тальный тест плода

-

Частота de novo хромосомных аномалий (как на пренатальной, 
так и на постнатальной стадии) у детей, зачатых с помощью 
ИКСИ, оказалась выше, чем в общей популяции. Рост этого 

показателя ассоциирован с параметрами спермы.

[60]

116 трио, 86 квартетов 
(близнецы) ВРТб 205 трио СБ

У детей, зачатых с помощью ВРТ, в среднем выявлено на 4.59 
больше зародышевых de novo мутаций по сравнению с деть-
ми, зачатыми естественным путем. При этом 3.32 мутации 
приходились на отцовский геном и 1.26 – на материнский, 
в том числе после учета факторов, таких как возраст роди-
телей на момент зачатия, курение, употребление алкоголя 

и особенности физической активности.

[6]

49 трио и 2 квартета 
ВРТб (17 ЭКО, 18 

ИКСИ+ИКСИ-TESE)
18 трио ВРТб

Не выявлено статистически значимых различий в количестве 
de novo мутаций у ребенка при разных методах зачатия, неза-

висимо от возраста родителей на момент зачатия.
[58]

1496 ВРТб (ЭКО/
ИКСИ) 1396 СБ

В группе ЭКО/ИКСИ наблюдалось незначительное повышение 
общей частоты de novo хромосомных аномалий по сравнению 

с группой, где зачатие произошло естественным путем. 
Однако данная разница не достигла уровня статистической 

значимости.

[62]

535 ВРТб с подозре-
нием на генетические 

заболевания

1316 СБ с подо-
зрением на генети-
ческие заболевания

Доля мутаций de novo у детей из группы ВРТ оказалась 
сопоставимой с аналогичной долей у детей, зачатых без при-

менения ВРТ.
[59]

270 ВРТб, 67 ВРТб пар 
«мать–ребенок», 113 
ооцитов, полученных 
в естественных мен-
струальных циклах

181 СБ, 90 СБ пар 
«мать–ребенок», 

113 ооцитов, полу-
ченных после сти-
муляции яичников

У детей, зачатых с помощью ВРТ, чаще встречаются de novo 
несинонимичные варианты мтДНК по сравнению с детьми, 

зачатыми естественным путем.
[61]

Трио – мать, отец и ребенок.
Квартет1 – мать, отец и двое братьев/сестер.
Квартет2 – отец, мать, плацента и пуповинная кровь новорожденного.
ВРТб – беременности благодаря вспомогательным репродуктивным технологиям (ЭКО + ИКСИ).
СБ – спонтанные беременности.
ЭКО – экстракорпоральное оплодотворение.
ИКСИ – интрацитоплазматическая инъекция сперматозоида.
ИКСИ-TESE – экстракция сперматозоидов из яичка с последующей ИКСИ (testicular sperm extraction in conjunction, TESE).
*Участники не имели диагностированных генетических заболеваний, если не указано иное.
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анеуплоидии по половым хромосомам и структур-
ные хромосомные перестройки, особенно реципрок-
ные транслокации [65]. Частота de novo аномалий 
кариотипа у плодов составила 3.2%, в основном это 
были новые аутосомные аномалии, а не аномалии 
половых хромосом. Кроме того, установлено, что ча-
стота de novo хромосомных нарушений среди де-
тей, зачатых с помощью ИКСИ, составляет 1.9%, 
что значительно превышает аналогичные показате-
ли в общей популяции. Эти нарушения выявлялись 
как до, так и после рождения и зависели от кон-
центрации сперматозоидов у отцов. В частности, 
установлено, что более высокий уровень de novo 
хромосомных аномалий наблюдается у плодов и де-
тей от пар, где у мужчин показатели концентра-
ции спермы и общее количество сперматозоидов 
были ниже референсных значений. Важно отме-
тить, что частота de novo аномальных результатов 
при пренатальных тестах не показала статистиче-
ски значимых различий при сравнении использова-
ния эякулята и спермы, полученной путем пункции 
(не-эякулированной), а также при сравнении свежей 
и размороженной спермы. Однако отсутствие кон-
трольной группы в исследовании могло повлиять 
на более высокую выявляемость аномалий кариоти-
па. Помимо этого, широко известно, что при насту-
плении беременности, полученной с помощью ВРТ, 
проводится более тщательная пренатальная диа-
гностика по сравнению с беременностями, возник-
шими естественным путем. Следовательно, чтобы 
проверить, действительно ли более высокий уровень 
аномалий кариотипа после ИКСИ связан с повы-
шенным уровнем наблюдения, авторы указывают 
на то, что оптимальная контрольная группа долж-
на состоять из спонтанно зачатых беременностей, 
в которых применялись те же протоколы скрининга, 
что позволит провести более точный сравнительный 
анализ [60]. 

С другой стороны, ряд исследований не подтвер-
дил наличие связи между количеством de novo 
мутаций и применением ВРТ. Huang и соавт. из-
учали молекулярные дефекты у новорожденных, 
зачатых с помощью ВРТ и поступивших в отделе-
ние интенсивной терапии с подозрением на генети-
ческие патологии. Полученные данные сравнивали 
с генетическими профилями новорожденных, зача-
тых без использования ВРТ. Согласно результатам 
анализа, не выявлено статистически значимых раз-
личий в генетических характеристиках двух групп, 
в том числе на уровне диагностированных аномалий 
и доле de novo вариантов (de novo variants, DNV), 
а также в процентном соотношении однонуклео-
тидных вариантов (SNV) и вариаций числа копий 
(CNV). При этом, как отмечают авторы, исследо-

вание имело ряд ограничений: включало только 
живорожденных детей, исключая мертворожден-
ных плодов и прерванные беременности. Это мо-
жет ограничивать оценку возможных летальных 
для плода однонуклеотидных замен или вариаций 
числа копий. Кроме того, в работе не были учте-
ны такие известные факторы риска, как пожилой 
возраст отцов, нездоровый образ жизни родителей 
и наличие бесплодия [59]. Тем не менее указан-
ные результаты согласуются с данными, получен-
ными Smits и соавт., которые также не обнаружи-
ли существенных различий в количестве de novo 
вариантов между 53 детьми и их родителями [58]. 
Однако Smits и соавт. не рассматривали влияние 
ВРТ на распространенность соматических de novo 
мутаций у потомства, а также не изучали вариации 
числа копий. Esteki и соавт. проанализировали рас-
пространенность и масштаб крупных de novo вари-
аций числа копий размером более 100 т.п.н. у ново-
рожденных, зачатых с помощью ЭКО, по сравнению 
с зачатиями естественным путем. Авторы исследо-
вали геномный профиль плода и плаценты после 
родов, чтобы оценить частоту и сохранность круп-
ных геномных аномалий, которые могут быть свя-
заны с хромосомной нестабильностью (chromosomal 
instability, CIN), возникающей при использовании 
ЭКО. Показано, что примерно в 10.8% случаев бе-
ременности наблюдались спорадические геномные 
аберрации de novo, распределенные по всему гено-
му, что указывает на то, что эти события являют-
ся случайными и редкими проявлениями эмбрио-
нальной хромосомной нестабильности без заметных 
функциональных последствий для биологии плацен-
ты или здоровья плода [57]. Важно также подчер-
кнуть, что ВРТ нередко применяются для снижения 
риска патогенных de novo мутаций, которые могут 
встречаться чаще из-за повышенного мозаицизма 
у родителей. Это состояние повышает вероятность 
повторного появления мутации, увеличивая риск 
того, что у следующего ребенка будет такая же de 
novo мутация, как и у предыдущего [66].

Несмотря на то что основной акцент в приведен-
ном обзоре сделан на процедурах ВРТ у человека, 
следует отметить неоднозначность результатов, по-
лученных в исследованиях на животных моделях. 
Например, в экспериментах с трансгенными мыша-
ми не выявлено существенных различий ни в часто-
те, ни в спектре de novo мутаций между плодами, 
зачатыми естественным путем, и теми, что были по-
лучены с использованием различных методов ВРТ 
[67]. Тем не менее следует учитывать дополнитель-
ные данные, в частности, о крупном рогатом скоте, 
у которого родословные отслеживаются на протя-
жении многих поколений, а случаи многочисленно-
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го одно- и разноотцовского потомства встречают-
ся довольно часто. Такое всеобъемлющее ведение 
записей предоставляет уникальные возможности 
для создания больших родословных, которые осо-
бенно хорошо подходят для идентификации de novo 
мутаций. Более того, в разведении крупного рогато-
го скота широко используют ВРТ, в том числе ис-
кусственное осеменение (применение замороженной 
спермы), ЭКО и ИКСИ, что предоставляет уникаль-
ную возможность оценить влияние методов ВРТ 
на появление de novo мутаций. В исследованиях 
на крупном рогатом скоте, представляющем особый 
интерес для анализа данной проблемы, прослежива-
ется заметная связь между возникновением de novo 
мутаций и применением ВРТ. В частности, показа-
но, что ЭКО увеличивает частоту возникновения 
de novo структурных вариантов (de novo structural 
variation, dnSV) примерно в 5 раз. Эти мутации по-
являются на самых ранних стадиях развития эм-
бриона, а именно, на стадии одной или двух клеток 
[68]. При этом вклад ВРТ в формирование de novo 
мутаций, по имеющимся данным, оказывается ме-
нее существенным, чем влияние возраста родите-
лей и других факторов внешней среды (обобщение 
представлено на рис. 1). Таким образом, несмотря 
на существующие ограничения в исследованиях 
данной области, наблюдения на крупном рогатом 
скоте указывают на необходимость дальнейших, бо-
лее масштабных исследований для детального вы-
яснения роли ВРТ в формировании de novo мута-
ций.

ВОЗРАСТ КАК ОГРАНИЧИВАЮЩИЙ ФАКТОР ВРТ
Одним из наиболее спорных вопросов является 
возможность ограничения доступа к ВРТ на осно-
ве возраста родителей. Например, в публикации 
Bewley и соавт. подчеркнута важность предостав-
ления женщинам всеобъемлющей информации о ре-
продуктивности и фертильности, а также об ограни-
чениях ВРТ как средства достижения беременности 
в пожилом возрасте. Несмотря на то, что их рассуж-
дения сосредоточены в первую очередь на влиянии 
биологических факторов на фертильность и пер-
спективах здоровой беременности, в конечном итоге 
они передают идею о том, что существует опреде-
ленный хронологический период времени, в течение 
которого деторождение наиболее целесообразно. 
Действительно, в их подзаголовке утверждается, 
что наиболее безопасным возрастом для деторожде-
ния остается 20–35 лет, в отличие от потенциальных 
рисков, связанных с ВРТ, для женщин, превышаю-
щих этот возрастной диапазон [69].

Возрастные ограничения для применения ВРТ 
различаются в разных странах. Например, в США 

нет строгих законов, ограничивающих возраст, 
но существуют рекомендации от Этического ко-
митета Американского общества репродуктивной 
медицины. Этот комитет настоятельно советует 
не предоставлять донорские ооциты или эмбрио-
ны женщинам старше 55 лет даже при отсутствии 
каких-либо сопутствующих заболеваний. Авторы 
обосновывают установление возрастного предела 
в 55 лет, ссылаясь на ограниченные данные о без-
опасности для матери и плода, а также на опасения, 
связанные с долголетием и необходимостью доста-
точной психосоциальной поддержки для воспитания 
ребенка до взрослого возраста.

Законодательство, регулирующее ВРТ по всей 
Европе, свидетельствует, что в большинстве стран 
установлен хронологический возрастной предел 
для потенциальных матерей, обычно в диапазоне 
от 45 до 50 лет. Например, в Чешской Республике 
женщины, желающие получить доступ к ВРТ, 

Рис. 1. Факторы, способствующие возникновению 
мутаций de novo. Проиллюстрированы две категории 
факторов, которые влияют на накопление de novo 
мутаций: факторы окружающей среды (левая панель) 
и вспомогательные репродуктивные технологии (ВРТ) 
(правая панель)
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должны быть моложе 49 лет [70]. В Бельгии бу-
дущие матери должны быть моложе 45 лет, чтобы 
запросить доступ к ВРТ, а имплантация эмбриона 
или инсеминация не разрешены после достижения 
ими возраста 48 лет [71]. Отчет Шведского нацио-
нального совета по медицинской этике указывает 
на то, что в Швеции нет законодательно установ-
ленных верхних возрастных пределов для ЭКО. 
Однако отмечается, что советы графств обычно 
устанавливают верхние возрастные ограничения 
в диапазоне от 37 до 41 года. В отчете утвержда-
ется, что по крайней мере один из родителей дол-
жен быть достаточно молодым, чтобы взять на себя 

ответственность за ребенка до достижения им со-
вершеннолетия [72]. Это утверждение согласуется 
с позицией Швейцарии, которая предусматривает, 
что оба будущих родителя должны быть в возрасте, 
который позволяет им адекватно заботиться о своем 
ребенке до достижения ребенком совершеннолетия 
[71]. Эстония, Греция и Нидерланды устанавлива-
ют предельный возраст матери на уровне 50 лет 
[70]. Примечательно, что социальное исследование, 
изучающее общественное восприятие материнско-
го возраста, показало, что 43% участников считают, 
что женщины должны прекратить деторождение 
до достижения 50 лет [73]. 

Рис. 2. Влияние родительского возраста и ВРТ на относительный риск возникновения de novo мутаций. По оси 
абсцисс – возраст родителей, по оси ординат – индекс относительного риска для de novo мутаций, нормализо-
ванный по минимальному уровню риска, наблюдаемому в возрасте 20 лет. Увеличение индекса указывает на по-
вышенную вероятность мутаций de novo. Затененные области вокруг линий иллюстрируют диапазон потенциаль-
ных рисков, зависящих от изменчивости коэффициентов, применяемых в расчетах. Пунктирный сегмент линии 
материнских de novo мутаций для женщин старше 35 лет указывает на заметное повышение риска, однако это 
увеличение остается неподтвержденным [56, 68].  
Расчет индекса включает следующие формулы:
Δ

отцовский
: Вклад возраста отца в риск возникновения de novo мутаций: 

Δ
отцовский

 = (Возраст – 20) × k
отцовский

, где k
отцовский

 = 1.35–1.5 [41–47].
Δ

материнский
: Вклад возраста матери в риск возникновения de novo мутаций:

Для возраста до 35 лет: 
Δ

материнский
 = (Возраст – 20) × k

низкий_материнский
, где k

низкий_материнский
 = 0.24–0.42 [41–47].

Для возраста старше 35 лет: 
Δ

материнский
 = Δ

материнский
 (35) + (Возраст – 35) × k

высокий_материнский
, где Δ

материнский
 (35) – это значение риска в возрасте 

35 лет, рассчитанное с использованием первой формулы, а k
высокий_материнский

 = 0.61 [42].
Риск, связанный с ВРТ, рассчитывали как фиксированный дополнительный вклад, который добавляется к общему 
родительскому риску независимо от возраста и составляет приблизительно 4.25 [56].
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Примечательно также, что, несмотря на повы-
шенные риски проблем со здоровьем у потомства, 
тесно связанные с пожилым возрастом родителей, 
отцы, как правило, сталкиваются с меньшим коли-
чеством ограничений в отношении применения ВРТ. 
В Швеции потенциальным отцам не разрешается 
быть старше 56 лет, в то время как в Финляндии 
и Португалии возрастной предел установлен 
на уровне 60 лет [71]. Недавнее социальное иссле-
дование, проведенное в Соединенных Штатах, по-
казало, что предпочтительный верхний возрастной 
предел для мужчин – 64 года [74].

На основе анализа научных исследований и за-
конодательных подходов в разных странах можно 
сделать вывод, что родительский возраст являет-
ся существенным фактором, влияющим на доступ 
к ВРТ, особенно женщин. Многочисленные иссле-
дования и правительственные постановления под-
черкивают риски, связанные с пожилым возрастом 
матери, которые могут привести к потенциальным 
осложнениям как для матери, так и для ребенка. 
Несмотря на растущие ограничения, крайне важно 
информировать потенциальных родителей о том, 
что успешное зачатие в пожилом возрасте все еще 
может иметь потенциальные последствия для здо-
ровья ребенка, такие как повышенная вероятность 
de novo мутаций. Следовательно, фокус должен вы-
ходить за рамки простого регулирования доступа 
к ВРТ; он также должен охватывать предоставле-
ние всеобъемлющей информации о потенциальных 
рисках и их последствиях для семьи.

ВЫВОДЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ
Влияние ВРТ на de novo мутации у людей по-
прежнему остается спорным вопросом, тем не ме-
нее, старение, особенно отцовское, оказывает наи-
большее влияние на количество de novo мутаций, 
наряду с репродуктивными нарушениями, свя-
занными также с факторами окружающей среды 

(рис. 2). Однако ограничения, связанные с малым 
размером выборки, и преимущественное примене-
ние ВРТ у пар, испытывающих проблемы с фер-
тильностью, могут скрыть его прямое влияние на de 
novo мутации. Более того, многие исследования 
не учитывают мертворождения и прерывания бе-
ременности, что усложняет оценку летальных de 
novo мутаций. Ценную информацию для устранения 
этих ограничений могут предоставить исследования 
на модельных организмах, таких как крупный ро-
гатый скот, а также исследования мутаций у детей, 
зачатых с помощью ВРТ, с использованием раз-
личных питательных сред и протоколов. В данном 
обзоре основное внимание уделяется связи между 
de novo мутациями и ВРТ, однако потенциальные 
последствия ВРТ в виде эпигенетических измене-
ний также имеют место и требуют более детального 
изучения. Таким образом, мы стремимся получить 
представление о последствиях для будущих поко-
лений и подчеркнуть постоянную необходимость из-
учения долгосрочных последствий ВРТ. 

Авторы заявляют об отсутствии  
конфликта интересов.

Результаты получены при финансовой 
поддержке исследования, реализуемого в рамках 

государственной программы федеральной 
территории «Сириус» «Научно-технологическое 

развитие федеральной территории «Сириус» 
(Соглашение № 18-03 от 10.09.2024, Е. Василевская).

Рисунки были сделаны с использованием 
BioRender.com. Кроме того, некоторые элементы 
рисунков созданы с поддержкой инструментов 

искусственного интеллекта,  
включая DALL·E и MidJourney. Мы признаем вклад 

этих платформ в визуальное представление 
данной работы.
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РЕФЕРАТ Опухоль-инфильтрирующие Т-лимфоциты (ОИЛ) – это популяция Т-лимфоцитов, присутствую-
щая в ткани опухоли и обогащенная клонами, специфичными к опухолевым антигенам. ОИЛ участвуют 
в адаптивном противоопухолевом иммунном ответе, что делает их перспективными для иммунотерапии 
рака. Концепция данного вида терапии предполагает извлечение Т-лимфоцитов из опухоли пациента, их 
экспансию ex vivo и последующее введение в организм того же пациента в большом количестве. Такой 
подход позволяет усилить противоопухолевый иммунный ответ и воздействовать на опухолевые клетки, 
устойчивые к другим видам лечения. В 2024 году был одобрен первый препарат на основе ОИЛ, предна-
значенный для лечения меланомы. Изучается возможность использования ОИЛ при других солидных 
опухолях, разрабатываются новые методики, направленные на увеличение эффективности получения 
культур ОИЛ из опухолевых тканей ex vivo. Тем не менее, несмотря на значительный прогресс в данной 
области, существуют нерешенные вопросы и проблемы, в том числе отсутствие стандартизированных 
протоколов получения, экспансии и криоконсервации ОИЛ, сложность и длительность процесса их вы-
деления, недостаточная эффективность. В представленном обзоре мы обсудим концепцию иммунотерапии 
с использованием ОИЛ, основные этапы производства клеточного продукта на основе ОИЛ, сопутству-
ющие проблемы, а также дальнейшие шаги в производстве культур ОИЛ, направленные на улучшение 
эффективности их получения и более широкое применение данной терапии.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА опухоль-инфильтрирующие Т-лимфоциты, иммунотерапия, ОИЛ-терапия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ОИЛ – опухоль-инфильтрирующие Т-лимфоциты (Т-клетки); CTLA-4 – глико-
протеин цитотоксических T-лимфоцитов 4; PD-1 – мембранный белок запрограммированной клеточной 
гибели; PD-L1 – лиганд белка запрограммированной клеточной гибели; CAR – химерный антигенный 
рецептор; CAR-T – Т-лимфоциты, экспрессирующие химерный антигенный рецептор (англ. – himeric 
antigen receptor T-cell); CAR-NK – NK-клетки, экспрессирующие химерный антигенный рецептор; 
ТКР – Т-клеточный рецептор; FDA – управление по санитарному надзору за качеством пищевых про-
дуктов и медикаментов; pre-REP – процедура получения культур ОИЛ из опухолевой ткани (англ. 
pre-rapid expansion protocol); REP – вторичная экспансия ОИЛ (англ. rapid expansion protocol); ПГЕ2 – 
простагландин E2; IL-2 – интeрлейкин-2; IL-2Ra/β – альфа- и бета-цепи рецептора интерлейкина-2; 
ortho-hIL-2 – ортогональный генно-инженерный интерлейкин-2 человека; ortho-hIL-2Rβ – ортого-
нальный генно-инженерный рецептор интерлейкина-2 человека; IL-7 – интерлейкин-7; IL-12 – ин-
терлейкин-12; IL-12Rb1 – рецептор интерлейкина 12, субъединица бета 1; IL-15 – интерлейкин-15; 
mbIL15 – мембраносвязанный IL-15; IL-21 – интерлейкин-21; 4-1BB (CD137 или TNFRSF9) – мембран-
ный белок, член надсемейства рецепторов фактора некроза опухоли; IFN-γ – интерферон-гамма; ПМК – 
мононуклеарные клетки периферической крови; ДМСО – диметилсульфоксид; Тreg – регуляторные 
Т-лимфоциты; NK-клетки – естественные киллерные клетки (тип лимфоцитов); МНС – главный ком-
плекс гистосовместимости (англ. major histocompatibility complex); pMHC – пептид-МНС.
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ВВЕДЕНИЕ
Иммунотерапия опухолей является одним из наи-
более инновационных и перспективных направле-
ний современной онкологии. По мере появления но-
вых данных о взаимодействии иммунной системы 
с опухолью иммунотерапия в разных формах (те-
рапия с помощью ингибиторов контрольных точек 
иммунной системы, в том числе антител к молеку-
лам CTLA-4, PD-1, PD-L1 и др.; CAR-T, CAR-NK-
терапия, терапия дендритными клетками, in vitro 
культивирование и последующее введение обратно 
пациенту аутологичных опухоль-инфильтрирующих 
Т-лимфоцитов (ОИЛ), вакцинация неоантигенными 
пептидами, полученными путем химического син-
теза) стала оцениваться как перспективный новый 
метод лечения различных видов злокачественных 
опухолей, поскольку позволила персонализировать 
и улучшить эффективность лечения опухолей, даже 
неконтролируемых и метастатических.

В настоящее время иммунотерапия опухолей 
представляет собой активно развивающееся поле 
для исследований и создания новых лекарственных 
препаратов.

Опухоль-инфильтрирующие Т-лимфоциты пред-
ставляют собой популяцию Т-лимфоцитов, при-
сутствующих в ткани опухоли и обогащенных 
опухоль-специфичными клонами. Однако наличие 
иммуносупрессивных факторов в микроокружении 
опухоли, активно подавляющих противоопухоле-
вый иммунный ответ, снижает способность ОИЛ 
уничтожать опухолевые клетки. Концепция ОИЛ-
терапии заключается в том, что противоопухолевый 
иммунный ответ можно восстановить путем выде-
ления ОИЛ из фрагмента опухоли, культивирова-
ния ex vivo для увеличения их общего количества 
(минимум до 109 клеток) и последующего введения 
пациенту. В отличие от других методов клеточной 
иммунотерапии, ОИЛ получают от самого пациента 
без генетической модификации [1].

Исследования 1950-х годов, направленные на воз-
можность использования Т-лимфоцитов для пода-
вления роста опухолевых клеток, были вдохновлены 
работами, показавшими, что отторжение солидного 
трансплантата опосредовано клеточным иммуни-
тетом [2]. Работы на животных моделях показали, 
что Т-лимфоциты иммунизированных доноров, пе-
ренесенные сингенным реципиентам, способны опос-
редовать регрессию опухоли, а IL-2 может исполь-
зоваться для увеличения их количества [3]. Позднее 
на мышиной модели установили, что одновременное 
введение IL-2 и Т-лимфоцитов in vivo усиливает 
противоопухолевую эффективность Т-лимфоцитов. 
Однако потребность в иммунизированном сингенном 
доноре в качестве источника опухоль-специфичных 

Т-лимфоцитов оставалась препятствием для реали-
зации этого подхода у людей, у которых нет такого 
источника ОИЛ.

В 1986 году этот барьер был преодолен, когда 
Розенберг и его коллеги из хирургического отде-
ления Национального института онкологии (США) 
впервые продемонстрировали на мышиной модели, 
что комбинация аутологичных ОИЛ и циклофос-
фамида может вызывать регрессию метастазов [4]. 
За этим последовала знаменательная публикация 
1988 года – первого исследования, показавшего, 
что введение ОИЛ пациентам с метастатической 
меланомой может приводить к регрессии опухоли 
[5]. На октябрь 2024 года на ресурсе Clinicaltrials.gov 
зарегистрировано 266 клинических исследований 
по тематике ОИЛ-терапии. Из них 26 имеют статус 
«активно», 103 – «в процессе набора пациентов», а 82 
завершены [6]. Ежегодно в течение последних 5 лет 
регистрируются 15–30 новых клинических исследо-
ваний ОИЛ-терапии солидных опухолей разных но-
зологий с превалированием меланомы (40% от всех 
клинических исследований) [7].

Выборочный перечень клинических исследова-
ний, находящихся в настоящий момент на стадии I/
II, охватывающих практически все виды солидных 
опухолей, приведен в табл. 1.

16 февраля 2024 года FDA одобрило полученный 
в итоге 30-летней работы лифилеуцел (Амтагви) 
как препарат для первого вида терапии, в котором 
используются ОИЛ. Препарат одобрен для взрос-
лых пациентов с неоперабельной или метастатиче-
ской меланомой кожи, ранее получавших стандарт-
ное лечение. Лифилеуцел производится путем ex 
vivo культивирования опухоль-инфильтрирующих 
Т-лимфоцитов, выделенных из хирургически уда-
ленных аутологичных фрагментов опухоли [8].

 Стоит отметить, что метастатическая мелано-
ма кожи считается высокоиммуногенной злокаче-
ственной опухолью. Частота объективного ответа 
на ОИЛ-терапию составляет 36–56%, выживаемость 
без прогрессирования – 3.7–7.5 месяцев, а общая вы-
живаемость – 15.9–21.8 месяцев [9]. Более низкоим-
муногенные («холодные») опухоли хуже реагируют 
на ОИЛ-терапию, что, с одной стороны, является 
препятствием, с другой, открывает простор для по-
иска решений по оптимизации ОИЛ-терапии.

ПОЛУЧЕНИЕ И ЭКСПАНСИЯ ОПУХОЛЬ-
ИНФИЛЬТРИРУЮЩИХ Т-ЛИМФОЦИТОВ EX VIVO
Э к с п а н с и ю  о п у хо л ь - и н ф и л ьт р и ру ю щ и х 
Т-лимфоцитов ex vivo можно разделить на два 
этапа: получение культур ОИЛ из опухолевой 
ткани (этап pre-REP) и масштабная экспансия 
Т-лимфоцитов (этап REP) (рис. 1).
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Таблица 1. Избранные клинические исследования ОИЛ-терапии, зарегистрированные в Clinicaltrials.gov по состо-
янию на октябрь 2024 г.

Нозология
Номер 

клинического 
испытания

Стадия 
испыта-

ния

Коли-
чество 
паци-
ентов

Доза введения

Меланома, IIIb, IIIc или IV стадии NCT03374839 I/II 11 Когорта 1: 5 × 108 ОИЛ (три пациента)/
Когорта 2: 1–20 × 109 ОИЛ на 14 и 18 неделях

Меланома, IV стадия NCT03475134 I 10 Не указано
Измеримая метастатическая меланома NCT03166397 II 30 Не указано
Неоперабельная меланома III/IV стадии 

или рак яичников, резистентный к платине NCT03158935 Ib 24 1 × 1010–1.6 × 10¹¹ ОИЛ

Неоперабельная меланома кожи или слизи-
стых оболочек III/IV стадии NCT02652455 Пилот 12

Не уточнено, рост клеток через 4–8 недель 
при использовании антитела, активирующего 

CD137
Измеримая метастатическая меланома NCT02621021 II 170 Не указано, молодой ОИЛ

Неоперабельная метастатическая меланома NCT02360579 II 60 Не указано
Метастатическая меланома или транзитор-
ное, подкожное или регионарное узловое 

заболевание III стадии
NCT01740557 Пилот 15 До 1.5 × 10¹¹ ОИЛ

Неоперабельная меланома, III/IV стадии NCT02354690 I/II 12 1 × 109–2 × 10¹¹ ОИЛ
Неоперабельная меланома, III/IV стадии NCT02278887 III 168 Не указано

Метастатическая меланома или транзитор-
ное, подкожное или регионарное узловое 

заболевание III стадии
NCT01955460 Пилот 15 До 1.5 × 10¹¹ ОИЛ

Метастатическая меланома NCT01993719 II 64 Не указано
Неоперабельная меланома, III или IV 

стадии NCT01946373 I 10 До 5 × 1010 ОИЛ

Неоперабельная меланома, III/IV стадии NCT01883323 II 12 1 × 1010 –1.6 × 1011 ОИЛ
Метастатическая меланома, увеальная 
меланома или транзиторная стадия III 

или поражение регионарных узлов
NCT00338377 II 189

Когорта 1–3: до 1.5 × 10¹¹ ОИЛ.
Когорта 4: 5.0 × 109 ОИЛ на 1-й день,  

10 × 1010 ОИЛ на 15-й день
Метастатическая увеальная меланома NCT03467516 II 59 1 × 109–2 × 10¹¹ ОИЛ

Метастатическая меланома NCT01995344 II 90 Не указано
Неоперабельная меланома, III/IV стадии NCT02379195 I/II 12 Не указано 

Меланома, III/IV стадии NCT01807182 II 13 Не указано
Неоперабельная меланома, III/IV стадии NCT01701674 Пилот 13 Не указано

Неоперабельная метастатическая меланома 
IV стадии или интранзитное или регионар-

ное узловое заболевание III стадии
NCT01659151 II 17 Не указано

Метастатическая меланома NCT01319565 II 102 Когорта 1 + 2: 1 × 109 –2 × 10¹¹ молодых ОИЛ
Неоперабельная меланома, III/IV стадии NCT01005745 I/II 19 Не указано

Местно-распространенным, рецидивирую-
щим или метастазирующим заболеванием. 

Рак желчевыводящих путей
NCT03801083 II 59 2 × 10¹¹ ОИЛ (минимум 1 × 109 клеток)

Метастатическая увеальная меланома NCT03467516 II 47 2 × 10¹¹ ОИЛ (минимум 1 × 109 клеток)
Рак молочной железы NCT05142475 I 50 1 × 109–5 × 1010 ОИЛ

Злокачественные солидные опухоли NCT05649618 I 42 2.5 × 109–5 × 1010 ОИЛ 
Прогрессирующие солидные опухоли NCT03935893 II 240 2 × 10¹¹ ОИЛ (минимум 1 × 109 клеток)
Злокачественные солидные опухоли NCT05902520 I 18 Не указано

Уротелиально-клеточная карцинома (UCC) 
и немышечно-инвазивный рак мочевого 

пузыря (NMIBC)
NCT05768347 I 12 Не указано

Поздняя стадия меланомы NCT05098184 I 50 1 × 109–5 × 1010 ОИЛ

Меланома III и IV стадии с метастазами NCT01883323 II 12 1.0 × 106 клеток/мл и размножали максимум 
в течение 28 дней перед криоконсервацией

Меланома NCT02360579 II 66 26.1 × 109 (диапазон 3.3–72) ОИЛ
Немелкоклеточный рак легкого NCT04614103 II 170 1 × 109–150 × 109 ОИЛ

Карцинома шейки матки NCT03108495 II 27 28 × 109 ОИЛ
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Свежеиссеченную опухолевую ткань, получен-
ную после хирургического вмешательства, быстро 
(в течение нескольких часов после операции) до-
ставляют в лабораторию в стерильном сосуде в сре-
де для транспортировки, состоящей из среды куль-
тивирования клеток с антибиотиком. Полученный 
биоматериал сразу же разрезают на небольшие 
фрагменты примерно 1.5 × 1.5 мм² и помещают 
в среду для культивирования с добавлением IL-2 
(500–6000 МЕ/мл). Другим способом получения куль-
тур ОИЛ является предварительное переваривание 
фрагментов опухоли в коктейле ферментов с добав-
лением коллагеназы и ДНКазы в течение 30–60 мин 
при температуре 37°C. Полученную клеточную 
суспензию также помещают в среду для культи-
вирования с добавлением IL-2 (500–6000 МЕ/мл) 
[10–13]. Для дополнительной активации ОИЛ вносят 
не только IL-2, но иногда добавляют также антитела 
к CD3/CD28 [14–18]. Стоит отметить, что поскольку 
в клинических исследованиях изучают возможность 
получения ОИЛ из опухолей разных локализаций, 

в том числе кожи и кишечника, необходимо учи-
тывать возможность бактериального обсеменения 
опухолевых фрагментов и предусмотреть допол-
нительную отмывку опухолевых фрагментов и/или 
проводить культивирование ex vivo с антибиоти-
ком и антимикотиком. Некоторые методики пред-
усматривают также предварительную инкубацию 
опухолевого фрагмента в среде с 10% антибиоти-
ком при комнатной температуре в течение 30 мин 
перед дальнейшими манипуляциями, например, 
при работе с колоректальным раком или меланомой 
[19]. Когда количество клеток в первичной культу-
ре ОИЛ достигает примерно 1 млн/мл суспензии, 
первый этап считается завершенным. ОИЛ далее 
могут подвергаться криоконсервации или исполь-
зоваться на втором этапе: масштабной экспансии 
(REP) для получения клинически значимого коли-
чества клеток. Согласно клиническим исследова-
ниям, а также инструкции по применению зареги-
стрированного препарата лифилеуцел, необходимое 
количество ОИЛ для введения составляет от 1 × 109 

Рис. 1. Процесс подготовки и инфузии ОИЛ, полученных из свежей опухолевой ткани. Показаны два самых 
распространенных варианта получения ОИЛ из фрагментов опухоли и путем ферментативного расщепления. 
Вне зависимости от типа pre-REP-этапа получения ОИЛ, на втором этапе (REP) для масштабной экспансии перед 
инфузией клеточного продукта пациенту необходимо добавление фидерных клеток 

t 37 °C
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до 2 × 10¹¹ клеток, а общий объем инфузии может 
составлять 100–400 мл [12, 20]. Для масштабной экс-
пансии ОИЛ на втором этапе используют фидерные 
клетки (мононуклеарные клетки периферической 
крови здоровых доноров (аллогенные) или паци-
ента (сингенные), облученные предварительно до-
зой 40 Гр), которые культивируют вместе с ОИЛ 
до достижения последними клинически значимых 
количеств в среде с IL-2 (500–6000 МЕ/мл) [19]. 
Поскольку успех экспансии ОИЛ в условиях ex vivo 
во многом зависит от количества фидерных клеток, 
в основных протоколах рекомендуется использо-
вать соотношение фидерных клеток : ОИЛ = 100 : 1 
или даже 200 : 1 [21]. Принято считать, что исполь-
зование меньшего количества фидерных клеток 
может привести к значительному снижению вы-
хода ОИЛ, что подчеркивает их важность для эф-
фективной экспансии ОИЛ [15]. Стоить отметить, 
что в связи с необходимостью использования боль-
шого количества фидерных клеток часто прибегают 
к использованию фидерных клеток донора и пули-
рованию биоматериала от нескольких доноров [12]. 
Этот метод является уникальным для ОИЛ-терапии 
в сравнении с более распространенным методом по-
лучения CAR-T, в котором для масштабной экспан-
сии Т-лимфоцитов фидерные клетки не используют, 
а добавляют в культуральную среду не только вы-
сокие дозы IL-2, но и антитела к CD3/CD28, активи-
рующие Т-лимфоциты [22, 23].

ЭФФЕКТИВНОСТЬ ПОЛУЧЕНИЯ ОПУХОЛЬ-
ИНФИЛЬТРИРУЮЩИХ Т-ЛИМФОЦИТОВ
Как уже упомянуто, краеугольным камнем в успе-
хе ОИЛ-терапии является получение культур ОИЛ 
из фрагментов опухолей. Изучение работ разных 
авторов (см. табл. 2) показало, что вероятность 
получения жизнеспособных культур ОИЛ из фраг-
ментов опухоли пациента слабо зависит от типа со-
лидной опухоли и варьирует в зависимости от ис-
следовательского центра, где проводились такие 
работы. Культуры ОИЛ удавалось получать от 18–
100% пациентов, взятых в конкретное исследова-
ние. Анализируя данные, представленные в табл. 2, 
можно заключить, что отчасти подобные вариации 
могут быть объяснены отсутствием стандартиза-
ции процедуры получения культур ОИЛ, отчасти 
тем, что для некоторых нозологий (колоректально-
го рака, меланомы) большую угрозу представляет 
микробиологическая контаминация. Кроме того, 
не последнюю роль играют количество стартового 
биоматериала опухоли и степень его инфильтрации 
иммунными клетками (как в увеальной меланоме 
и глиобластоме). К сожалению, небольшой размер 
выборок в большинстве работ негативным образом 

влияет на надежность и обоснованность приведен-
ных данных и может искажать оценку эффектив-
ности получения культур ОИЛ как в большую, 
так и в меньшую сторону. Нам удалось найти только 
одну работу, где была проанализирована эффектив-
ность получения культур ОИЛ для большого коли-
чества пациентов (более 1000). Из результатов этой 
работы следует, что эффективность получения ОИЛ 
из опухолей пациентов варьировала от года к году 
и, в среднем, за 11 лет культуры ОИЛ удалось по-
лучить у менее чем 70% пациентов [33].

НОВЫЕ ПОДХОДЫ К ПОЛУЧЕНИЮ ОПУХОЛЬ-
ИНФИЛЬТРИРУЮЩИХ Т-ЛИМФОЦИТОВ
Эффективность получения культур ОИЛ, несмотря 
на значительный прогресс, далека от 100%. Кроме 
того, для получения оптимального противоопухоле-
вого ответа in vivo желательно обогащение куль-
тур ОИЛ цитотоксическими CD8+ Т-лимфоцитами. 
В то же время, если обратиться к табл. 2, то мож-
но заметить, что доля CD8+ Т-лимфоцитов силь-
но варьирует и, вероятно, зависит как от исходного 
соотношения Т-лимфоцитов в опухолевой ткани, 
так и от условий культивирования.

На данный момент ведутся исследования, на-
правленные на оптимизацию протоколов получения 
культур ОИЛ путем добавления в среду культи-
вирования различных коктейлей интерлейкинов; 
на использование генной инженерии на разных эта-
пах получения Т-лимфоцитов; а также на работу 
с иммуносупрессивным микроокружением опухоли, 
способным нивелировать весь потенциал противо-
опухолевой клеточной терапии.

Как один из способов повышения эффективности 
получения культур ОИЛ из опухолевой ткани ex 
vivo рассматривают добавление в среду культиви-
рования модуляторов контрольных точек иммунной 
системы. В работах нескольких исследовательских 
групп было показано, что добавление агонисти-
ческого антитела анти-4-1BB к культивируемым 
фрагментам меланомы способствовало сокращению 
времени экспансии и повышало процентное со-
отношение СD8+ Т-лимфоцитов в культуре ОИЛ 
по сравнению с классической средой культивирова-
ния, содержащей только IL-2 [35, 36]. Аналогичные 
эффекты данного антитела показаны на 16 образцах 
немелкоклеточного рака легкого. Добавление IL-2 
в сочетании с агонистическими антителами к мо-
лекулам CD3 и 4-1BB (Урелумаб) в среду культи-
вирования ОИЛ приводило к уменьшению времени 
до получения культур ОИЛ и увеличивало долю 
CD8+ Т-клеток как в ходе pre-REP, так и в ходе 
REP-этапов культивирования ОИЛ [37]. Таким спо-
собом удалось достичь 100% эффективности полу-
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чения культур ОИЛ для 12 образцов увеальной 
меланомы [33]. Поскольку увеальная меланома ха-
рактеризуется слабой инфильтрацией иммунны-
ми клетками, получение культур ОИЛ из опухоли 
этого типа представляет собой сложную задачу. 
Количество ОИЛ, полученное в этой работе всего 
из пяти фрагментов размером менее 3 мм³, было эк-
вивалентным или превышало количество, получен-
ное из 20 фрагментов стандартным методом (только 
с IL-2) [33].

Другой подход к взаимодействию с микроокру-
жением опухоли представила группа ученых, 
показавшая эффективность ингибирования сиг-
нального пути простагландина E2 (ПГЕ2) для сти-
муляции противоопухолевого ответа in vivo [38]. 
Опираясь на результаты этой работы, Morotti и со-
авт. обнаружили, что повысить эффективность 
получения культур ОИЛ из образцов меланомы 
(NCT03475134) можно путем ингибирования сиг-
нального пути ПГЕ2. Ингибирование этого сиг-
нального пути повышало восприимчивость ОИЛ 
к действию IL-2, снижая воздействие окислитель-
ного стресса на Т-лимфоциты и их гибель путем 
ферроптоза [39].

Добавление в среду культивирования различных 
коктейлей интерлейкинов является еще одним пер-
спективным способом увеличения эффективности 
получения культур ОИЛ, в том числе с заданны-
ми свойствами, например, культур ОИЛ с преоб-
ладающей долей CD8+ T-лимфоцитов или ОИЛ, 
в которых преобладают клетки памяти, а не эф-
фекторные Т-клетки. Применение коктейлей ин-
терлейкинов подразумевает отход от классического 
использования исключительно IL-2 для активации 
Т-лимфоцитов и позволяет изучить влияние раз-
личных цитокинов (IL-4, IL-7, IL-15 и IL-21) и их 
комбинаций на конечный клеточный продукт. Стоит 
отметить, что применение коктейлей интерлейки-
нов изначально широко применялось при получе-
нии другого клеточного продукта – CAR-T [40–42]. 
В дальнейшем показали, что CAR-T-клетки, куль-
тивируемые в среде с добавлением IL-7 и IL-15, 
имеют более высокую скорость пролиферации 
и повышенную противоопухолевую активность 
по сравнению с клетками, культивируемыми в сре-
де, содержащей только IL-2 [43]. Кроме того, уста-
новили, что при добавлении комбинации IL-2, IL-
15, IL-21 увеличивается соотношение CD8+/CD4+ 
T-лимфоцитов [44], что имеет важное значение 
для CAR-T-терапии.

Благодаря успешному использованию различ-
ных комбинаций интерлейкинов в CAR-Т-терапии 
подобные подходы стали применять и для полу-
чения Т-клеточных продуктов с использованием 

ОИЛ. На PD-1+СD8+ Т-лимфоцитах, выделенных 
из крови здоровых доноров и пациентов с под-
твержденным онкологическим диагнозом, был по-
казан эффект добавления в среду культивирования 
коктейля из двух цитокинов IL-7 и IL-15 и антител 
к CD3/CD28. Использование такого коктейля способ-
ствовало увеличению пролиферации Т-лимфоцитов 
в суспензии [45]. Комбинированное воздействие ан-
титела к анти-CD3, панобиностата, IL-2 и IL-21 спо-
собствовало увеличению доли CD62L+CD28+CD8+ 
Т-лимфоцитов в культуре ОИЛ по сравнению 
с ОИЛ, которые были культивированы без данного 
коктейля [46].

На этом работы в области применения интер-
лейкинов для улучшения экспансии Т-лимфоцитов 
не останавливаются, активно разрабатываются 
модифицированные формы интерлейкинов. Так, 
на стадии разработки находится генно-модифици-
рованный IL-2 (STK-012), первый в своем классе 
частичный агонист альфа- и бета-цепей рецептора 
IL-2 (IL-2Ra/β), необходимый для селективной ак-
тивации CD25+ антиген-активированных Т-клеток 
в отсутствие неспецифической активации NK-
клеток и наивных Т-лимфоцитов. Доклинические 
испытания in vivo на мышах с использованием 
mSTK-012 (мышиный сурогат STK-012) проде-
монстрировали значительное снижение ОИЛ с ис-
тощенным фенотипом и увеличение системной 
и внутриопухолевой экспансии CD25+PD-1+CD8+ 
популяции Т-лимфоцитов, специфичных к опухо-
левому антигену. При этом наблюдалось сниже-
ние количества внутриопухолевых регуляторных 
Т-лимфоцитов (Тreg), то есть противоопухолевые 
свойства mSTK-012 были лучше, чем у IL-2 [47, 48].

При изучении модификаций интерлейкинов были 
разработаны ортогональные пары цитокин-рецеп-
тор IL-2 человека, обеспечивающие взаимодействие 
только между собой. Важно отметить, что эти пары 
не взаимодействуют со своими природными анало-
гами – цитокином IL-2 и рецептором IL-2. Введение 
orthoIL-2Rβ в суспензию Т-лимфоцитов позволи-
ло осуществить селективное воздействие orthoIL-2 
на генетически модифицированные CD4+ и CD8+ 
Т-клетки как in vitro, так и in vivo. Этот подход 
может обеспечить снижение побочных эффектов 
и минимизировать токсичность по сравнению с ка-
ноничной формой IL-2 [49]. 

Следующим потенциальным кандидатом, мо-
дифицирующим противоопухолевую активность 
Т-лимфоцитов, является IL-12, провоспалительный 
цитокин, играющий важную роль в активации CD4+ 
и CD8+ Т-лимфоцитов и NK-клеток. Клиническое 
применение IL-12 сдерживается его высокой ток-
сичностью. Согласно результатам доклинических 
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испытаний, токсичность IL-12 связана с активацией 
NK-клеток. Преодолеть эту проблему попытались 
с помощью частичного агониста IL-12 (STK-026), об-
ладающего более низкой способностью к связыва-
нию с β1-субъединицей рецептора интерлейкина-12 
(IL-12Rb1). STK-026 воздействовал на активиро-
ванные Т-лимфоциты, характеризующиеся повы-
шенной экспрессией рецептора IL-12Rb1, в то вре-
мя как NK-клетки или покоящиеся Т-лимфоциты 
с умеренными уровнями IL-12Rb1 не подвергались 
значимому влиянию STK-026 [50]. В настоящее вре-
мя компания «Синтекин» проводит доклинические 
испытания STK-026, в которых, как полагают, будет 
продемонстрирована способность STK-026 активи-
ровать опухоль-инфильтрирующие CD8+ Т-клетки 
и миелоидные клетки, его противоопухолевая ак-
тивность и фармакодинамика.

Одним из возможных решений проблемы эффек-
тивного получения культур ОИЛ и повышения их 
функциональности, как уже сказано, является ген-
ная модификация Т-лимфоцитов.

Недавно показали перспективность создания 
Т-лимфоцитов, несущих индуцируемый мембра-
носвязанный IL-12. Такие Т-лимфоциты обладали 
превосходной цитотоксической активностью in vitro 
с выраженной продукцией IFN-γ [51].

Компанией Obsidian Therapeutics в настоящий 
момент ведется многоцентровое клиническое ис-
следование, в котором изучается возможность ис-
пользования генно-модифицированных ОИЛ OBX-
115, экспрессирующих мембраносвязанный IL-15 
(mbIL15). Это позволяет избежать введения высо-
ких доз IL-2 in vivo, снизить токсичность и рас-
ширить возможность применения ОИЛ у большего 
числа пациентов [52].

«Омоложение» опухоль-инфильтрирующих 
Т-лимфоцитов представляет собой еще одну ин-
тересную стратегию усиления их противоопухоле-
вой активности с использованием методов генной 
инженерии. Этот подход позволяет «омолодить» 
ОИЛ, восстанавливая их первоначальную функци-
ональность и потенциал, путем частичного репро-
граммирования с использованием транзиентной 
экспрессии набора транскрипционных факторов. 
«Омоложенные» ОИЛ сохраняют разнообразие 
своих Т-клеточных рецепторов (ТКР), что обеспе-
чивает широкий спектр антигенной специфично-
сти. Ключевые преимущества «омоложения» ОИЛ 
состоят в снижении эпигенетического возраста 
Т-лимфоцитов, повышении скорости экспансии, 
приобретении фенотипа, сходного с фенотипом 
стволовых клеток, и повышении секреции цитоки-
нов при активации целевыми антигенами. Важно 
отметить, что положительные результаты получе-

ны не только с «омоложенными» ОИЛ, но и с «омо-
ложенными» периферическими мононуклеарными 
клетками крови (ПМК), ТКР и CAR-T-клетками, 
что указывает на широкую применимость техноло-
гии «омоложения» в иммунотерапии опухолей [51].

Последним из рассмотренных здесь направле-
ний генной инженерии, направленных на оптимиза-
цию ОИЛ-терапии, является разработка векторов 
для доставки генов для модификации опухоль-
специфичных Т-лимфоцитов in vivo. Современные 
исследования в области создания вирусных век-
торов для in vivo доставки генов фокусируются 
на ограничении тропизма вируса к определенным 
маркерам Т-лимфоцитов, в частности к CD3, CD8, 
CD4, CD62L и CD5 [53–55]. Так, в опубликован-
ной недавно в виде нерецензированного преприн-
та работе изучали эффективность ретровирусов, 
нацеленных на комплекс пептид-МНС (pMHC), 
для доставки генов (в том числе интерлейкина-12) 
в антигенспецифичные Т-лимфоциты и их in vivo 
экспансии. Предварительные результаты, получен-
ные в опытах на мышах, показывают эффектив-
ность вирусов, нацеленных на pMHC, как векторов 
для перепрограммирования и экспансии популяций 
опухоль-инфильтрирующих Т-лимфоцитов in vivo. 

Таким образом, как можно судить по рассмотрен-
ным исследованиям, ведутся разнонаправленные 
работы по оптимизации производства Т-клеточных 
продуктов, что позволит расширить возможности их 
применения [56].

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ КРИОКОНСЕРВАЦИИ В ПРОЦЕССЕ 
ПРОИЗВОДСТВА ОПУХОЛЬ-ИНФИЛЬТРИРУЮЩИХ 
Т-ЛИМФОЦИТОВ
Упомянутая ранее криоконсервация ОИЛ является 
крайне желательной, а в некоторых случаях и не-
обходимой процедурой как в производственном про-
цессе, так и в случае возникновения потребности 
в повторной инфузии ОИЛ пациенту через неко-
торый промежуток времени. Под криоконсервацией 
понимают медленную заморозку (со скоростью 1°C/
мин) клеточных продуктов в культуральной среде, 
содержащей криопротекторы, наиболее популярным 
из которых является ДМСО, и хранение таких кри-
оконсервированных клеточных продуктов в жидком 
азоте до востребования. Однако криоконсервация 
негативно влияет на все клеточные продукты, в том 
числе и на ОИЛ, внося изменения в продукцию ими 
цитокинов, цитотоксическую активность, пролифе-
рацию и выживаемость [17].

В то же время терапевтическая эффективность 
клеточных продуктов напрямую зависит от способ-
ности клеток восстанавливать жизнеспособность 
и функциональность после разморозки.
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Несмотря на то, что принятые FDA на дан-
ный момент протоколы как ОИЛ-терапии [57], 
так и CAR-T-терапии [58] включают возможность 
использования не только свежих клеточных про-
дуктов, но и вышедших из криоконсервации, про-
должается изучение активности Т-клеточных про-
дуктов, поскольку выживаемость и активность 
Т-лимфоцитов после разморозки далеки от 100%. 
Следует отметить, что, в отличие от CAR-T, ко-
личество антигенспецифичных Т-лимфоцитов 
в Т-клеточном продукте невелико и составляет 
от 0.1 до 9% [59], поэтому любое уменьшение ко-
личества живых клеток после цикла заморозки-
разморозки может критично сказаться на каче-
стве Т-клеточного продукта. В связи с новизной 
ОИЛ-терапии данных по влиянию криоконсерва-
ции на качество клеточных продуктов ОИЛ чрез-
вычайно мало. Существуют три одобренных 
патента, предметом которых является оптими-
зация процесса криоконсервации ОИЛ [60–62]. 
Криоконсервированные после этапа pre-REP ОИЛ 
использовали также для получения клеточного 
продукта в клиническом исследовании 1-й фазы 
NCT03215810 ОИЛ-терапии рака легкого [63]. 
Кроме того, как уже сказано, одобренный препарат 
лифилеуцел поставляется, согласно рекомендациям 
производителя, в криоконсервированном виде.

Если обратиться к данным по влиянию крио-
консервации на CAR-T-терапию, применяющу-
юся в течение достаточно длительного времени, 
то результаты выглядят несколько разнородными. 
Так, по данным, представленным одними из про-
изводителей CAR-T-клеток, жизнеспособность 
после размораживания составила 47.2–68.9% [64]. 
В то же время согласно результатам другой на-
учной группы средняя жизнеспособность ранее 
размороженной фракции CAR-T составила 97 ± 
17.4%. Проанализировано 79 готовых инфузион-
ных продуктов CAR-T-клеток, в которых CAR-T-
клетки были экспансированы в среднем до 1 × 106 
клеток на 1 кг массы тела (диапазон от 1 × 105 
до 1 × 107 клеток/кг). Медианная продолжитель-
ность криоконсервации составила 9 дней (диапазон 
1–408). Несмотря на высокую выживаемость, обна-
ружили, что в размороженных CAR-T увеличена 
экспрессия ранних маркеров апоптоза [65]. Еще 
одно исследование показало, что криоконсервация 
во время фазы экспансии не препятствует проли-
ферации клеток после разморозки. В 86% случаев 
CAR-T-клетки продолжали делиться [66]. Также 
в исследовании, изучающем стабильность крио-
консервированных контролей CAR/TCR T-клеток, 
показано, что криоконсервированные клетки ста-
бильны в течение не менее 1 года, после размо-

раживания. Через 12 месяцев жизнеспособность 
размороженных клеток составляла около 80% 
и оставалась стабильной как минимум в течение 
6 ч после [67]. 

Изучение устойчивости лимфоцитов перифери-
ческой крови к криоконсервации после масштабной 
экспансии в присутствии высоких доз IL-2 пока-
зало, что такие Т-лимфоциты теряют сразу после 
размораживания способность реагировать на не-
специфическую стимуляцию фитогемагглютинином, 
однако их реактивность восстанавливается в тече-
ние 48 ч. Жизнеспособность клеток при этом остает-
ся высокой (> 80%), хотя при каждом новом раунде 
криоконсервации образцов наблюдается потеря око-
ло 10–15% клеток [68].

Сравнение с другими типами иммунных клеток 
показывает, что криоконсервацию плохо переносят 
также Тreg- и NK-клетки. Спустя сутки после вы-
хода из заморозки доля жизнеспособных NK-клеток 
уменьшается с 64–91% до 34% [69]. Такая же тен-
денция наблюдается для Тreg: при выходе из замо-
розки доля живых клеток составляет 58–75%, а че-
рез 24 ч снижается до 20–48% [70].

В качестве возможного решения проблемы вы-
живаемости Т-лимфоцитов после криоконсерва-
ции было предложено криоконсервировать не-
посредственно сами фрагменты опухоли [71–75]. 
В недавней работе по выделению опухоль-ин-
фильтрирующих Т-лимфоцитов из заморожен-
ных фрагментов колоректального рака было по-
казано, что эффективность получения культур 
ОИЛ из отдельных аликвот криоконсервирован-
ных частей одной и той же опухоли была схожа 
при разморозке и анализе, производимом в разные 
моменты времени, что указывает на достоверность 
полученных данных. Также отмечено сходное со-
отношение CD4+ и СD8+ Т-лимфоцитов в куль-
турах ОИЛ, полученных как из замороженных, 
так и из свежих фрагментов [76]. Сравнение полу-
чения ОИЛ из образцов «свежей» и замороженной 
опухоли показало, что, несмотря на первоначально 
более быструю экспансию ОИЛ из свежей ткани, 
общее количество жизнеспособных клеток вырав-
нивалось примерно через неделю культивирования 
[77]. В австралийском исследовании, в ходе кото-
рого свежие и криоконсервированные фрагменты 
меланомы, полученные от одних и тех же пациен-
тов, транспортировали в течение 4 дней в лабора-
торию для дальнейшей экспансии ОИЛ, показано, 
что только из замороженных фрагментов можно по-
лучить культуры ОИЛ в 100% случаев [78]. Наряду 
с этим, в одном из патентов сообщается об отсут-
ствии различий в фенотипе свежих ОИЛ и заморо-
женными [59]. Таким образом, использование крио-
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консервированных фрагментов опухолей является 
жизнеспособной стратегией, которая позволяет со-
хранять источник ОИЛ для последующей их экс-
пансии, решает логистические задачи по передаче 
биоматериала из больницы, где была иссечена опу-
холь, в производственный центр, в том числе и уда-
ленный. В то же время требуется стандартизация 
как криоконсервации уже прошедших экспансию 
ОИЛ, так и фрагментов опухолей, а также, возмож-
но, новых криосред, которые будут способствовать 
улучшению выживаемости ОИЛ и более эффек-
тивному получению клеточного продукта на основе 
ОИЛ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Иммунотерапия с использованием опухоль-инфиль-
трирующих Т-лимфоцитов демонстрирует значи-
тельный потенциал в борьбе с различными видами 
рака. ОИЛ, обладающие уникальной специфично-
стью к опухолевым антигенам, могут эффективно 
уничтожать опухолевые клетки, особенно в случае 
меланомы, где данная терапия уже зарекомендова-
ла себя.

Несмотря на многообещающие результаты, ОИЛ-
терапия в настоящее время находится на ранних 
стадиях клинического развития. Существуют нере-
шенные вопросы, касающиеся эффективности этой 
терапии для различных типов опухолей, а также 
отсутствует единый стандарт протоколов получе-
ния, экспансии и криоконсервации ОИЛ. Для по-
вышения эффективности терапии необходимо про-
должать исследования, направленные на разработку 
унифицированных протоколов и оптимизацию про-
цессов, касающихся всех нерешенных на данный 
момент вопросов. 

Важен также поиск новых стратегий усиления 
противоопухолевого иммунного ответа, направлен-
ных на преодоление иммуносупрессивной среды 
микроокружения опухоли. Достижение этих целей 
обеспечит более широкое применение ОИЛ-терапии 
и улучшит прогноз для пациентов с различными ви-
дами рака. 

Данная работа выполнена в рамках 
государственного задания «Т-клетки», номер 

государственного учета НИОКТР 123032900030-7.
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ВВЕДЕНИЕ 
Внеклеточные везикулы (ВВ) представляют со-
бой сферические частицы, окруженные билипид-
ным слоем, которые секретируются всеми типами 
клеток. Чаще всего ВВ подразделяют на экзосо-
мы и микровезикулы (или эктосомы) в зависимо-
сти от их происхождения. Однако разнообразие ВВ 
выходит за рамки этой классификации. Недавние 
исследования выявили множество других подти-
пов ВВ, таких как малые эктосомы, апоптотические 
тельца, миграсомы, крупные онкосомы и экзоферы 
(англ. exophers) [1]. Кроме того, клетки могут вы-
делять внеклеточные наночастицы, не относящиеся 
к везикулам, такие как супермеры (англ. supermer-
es), экзомеры (англ. exomeres), и супрамолекуляр-
ные атакующие частицы (англ. supramolecular attack 

particles) [2]. Для создания единой стандартизиро-
ванной классификации Международное общество 
по изучению внеклеточных везикул (ISEV) регу-
лярно публикует и обновляет свои рекомендации 
(MISEV). Эти рекомендации являются важным ре-
сурсом для исследователей, обеспечивая согласован-
ность и точность при характеристике ВВ.

Экзосомы – наиболее широко изученный тип ВВ, 
имеют диаметр от 30 до 150 нм. Они формируют-
ся в процессе выделения внутрипросветных вези-
кул (ILV) при слиянии мультивезикулярных телец 
(MVB) с плазматической мембраной, что приводит 
к секреции этих частиц во внеклеточное простран-
ство [3, 4]. В то время как экзосомы нормальных 
клеток способствуют межклеточной коммуникации, 
транспортируя различные молекулы (например, 
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тодах выделения и характеризации ВВ, молекулярные механизмы их биогенеза и роль в прогрессии 
рака. Кроме того, обсуждаются новые стратегии изучения молекулярного состава и профилирования 
ВВ для использования в диагностике методом жидкостной биопсии. Возможность использования ВВ 
для диагностики рака и мониторинга эффективности терапии подчеркивает их растущую значимость 
как универсальных диагностических инструментов.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА внеклеточные везикулы, ВВ, онкология, экзосомы, жидкостная биопсия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ВВ – внеклеточные везикулы; ВВ-ДНК – ДНК, ассоциированная с внеклеточны-
ми везикулами; ВВ-РНК – РНК, ассоциированная с внеклеточными везикулами; вкДНК – внеклеточ-
ная ДНК; ГЦК – гепатоцеллюлярная карцинома; КРР – колоректальный рак; РПЖЖ – рак поджелу-
дочной железы; РЛ – рак легкого; РМЖ – рак молочной железы; РПЖ – рак предстательной железы; 
circRNA – кольцевая РНК; CAF (англ. cancer-associated fibroblasts) – фибробласты, ассоциированные 
с опухолью; CDE (англ. CAF-derived exosomes) – экзосомы, происходящие от фибробластов, ассоции-
рованных с опухолью; EE (англ. Early Endosome) – ранние эндосомы; ESCRT (англ. Endosomal Sorting 
Complex Required for Transport) – эндосомный сортировочный комплекс, необходимый для транспор-
тировки; IDL (англ. Intermediate-Density Lipoproteins) – липопротеины промежуточной плотности; ILV 
(англ. intraluminal vesicles) – внутрипросветные везикулы; MVB (англ. Multivesicular bodies) – мульти-
везикулярные тельца; piRNA – PIWI-взаимодействующие РНК; PSA (англ. Prostate-specific antigen) – 
специфический антиген простаты. 
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белки, ДНК, РНК, липиды), экзосомы, выделяемые 
опухолевыми клетками, участвуют в прогрессии 
опухоли, метастазировании, ангиогенезе, а в некото-
рых случаях способствуют хеморезистентности [5]. 

В этом обзоре проанализированы современные 
данные о ВВ, выделяемых опухолевыми клетками, 
роль ВВ в прогрессии рака и потенциал ВВ как био-
маркеров.

ВЫДЕЛЕНИЕ И ХАРАКТЕРИЗАЦИЯ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ 
ВЕЗИКУЛ 
Эффективное выделение BB является важным эта-
пом их исследования, но часто представляет собой 
нетривиальную задачу. Было разработано множе-
ство методов очистки ВВ, каждый из которых име-
ет свои преимущества и ограничения. При этом 
универсального метода выделения везикул не су-
ществует; выбор подхода зависит от конкретных 
целей исследования. Методы выделения BB мож-
но классифицировать следующим образом: (i) ме-
тоды с высоким выходом, но низкой чистотой (по-
лимерная преципитация, ультрафильтрация); (ii) 
методы с умеренными выходом и чистотой (диф-
ференциальное ультрацентрифугирование и гель-
фильтрационная хроматография); (iii) методы с низ-
ким выходом, но высокой чистотой (градиентное 
ультрацентрифугирование, аффинное выделение, 
проточная цитометрия и микрофлюидные подходы) 
[6]. Часто комбинирование этих методов позволяет 
повысить выход и чистоту BB [7]. При этом посто-
янно разрабатываются новые методы выделения BB 
из биологических жидкостей. Один из таких подхо-
дов – ExoArc, использует высокопроизводительное 
устройство на основе инерционной микрофлюидики, 
которое эффективно изолирует свободную от кле-
ток плазму крови для комплексного анализа РНК 
и BB. В сочетании с гель-фильтрационной хромато-
графией эта техника обеспечивает выход препарата 
ВВ, превышающий выход при использовании мето-
дов ультрацентрифугирования в 10 раз [8].

Для характеристики BB используются различные 
методы. Один из самых распространенных подхо-
дов – прямая визуализация BB с использованием 
микроскопии, включая трансмиссионную электрон-
ную микроскопию (ТЭМ), сканирующую электрон-
ную микроскопию (СЭМ), криоэлектронную микро-
скопию (крио-ЭМ) и атомно-силовую микроскопию 
(АСМ). Использование ТЭМ для визуализации ВВ 
часто приводит к получению изображений, где BB 
обладают чашеобразной формой из-за дегидратации 
образца, тогда как АСМ и крио-ЭМ помогают сохра-
нить исходную сферическую морфологию BB, пред-
ставляя их структуры более точно [4]. Другой метод 
характеристики BB – динамическое светорассеяние 

(ДСР), основан на броуновском движении дисперги-
рованных частиц. ДСР измеряет флуктуации интен-
сивности рассеяния света, вызванные движением 
частиц, что позволяет определить их распределение 
по размерам. Этот метод полезен для изучения ги-
дродинамического диаметра BB, предоставляя дан-
ные об их размерах и однородности в растворе. ДСР 
широко используется для анализа BB в их есте-
ственном окружении [9]. По сравнению с ДСР метод 
анализа траектории наночастиц (NTA) позволяет 
отслеживать отдельные наночастицы, что делает 
его особенно эффективным для анализа размеров 
частиц в сложных образцах. Значительным преиму-
ществом NTA является возможность использования 
флуоресцентных меток, что позволяет различать 
частицы на основе их сигналов флуоресценции. 
Таким образом, NTA позволяет одновременно ана-
лизировать размеры различных индивидуальных 
BB, меченных разными флуоресцентными марке-
рами [10]. Хотя метод ДСР проще в использовании 
и позволяет получить результаты быстрее, NTA 
обеспечивает более высокую точность, особенно 
для гетерогенных образцов. Перечисленные методы 
дают представление о морфологии и размерах BB, 
в то время как исследование поверхностных моле-
кул не менее важно и может указывать на проис-
хождение ВВ. Для анализа поверхностных маркеров 
BB можно использовать проточную цитометрию, од-
нако диаметр BB меньше порога обнаружения стан-
дартных цитометров, и для преодоления этих огра-
ничений применяют специализированные наборы. 
Принцип действия таких наборов основан на пози-
тивной селекции при помощи антител к везикуляр-
ным маркерам (например, CD63, CD81), сорбирован-
ных на поверхности микрочастиц. ВВ, связавшиеся 
с антителами, остаются на микрочастицах и ста-
новятся видимыми для стандартных цитометров. 
Благодаря использованию таких наборов возможно 
более точно характеризовать различные подтипы 
ВВ по уровню экспрессии поверхностных маркеров 
и оценивать их функциональные свойства. 

БИОГЕНЕЗ И МОЛЕКУЛЯРНЫЙ СОСТАВ 
ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ
Биогенез двух основных типов BB – экзосом и эк-
тосом – включает различные клеточные процессы 
(рис. 1). Биогенез экзосом начинается с формиро-
вания ранних эндосом путем инвагинации плазма-
тической мембраны. Эти ранние эндосомы могут 
либо переносить поступающие в клетку (макро)
молекулы и надмолекулярные комплексы во вну-
трипросветные везикулы (ILV), являющиеся пред-
шественниками экзосом, либо транспортировать их 
обратно к плазматической мембране. По мере со-
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зревания ранние эндосомы преобразуются в муль-
тивезикулярные тельца (MVB), которые взаимодей-
ствуют с другими органеллами, такими как аппарат 
Гольджи, эндоплазматический ретикулум, мито-
хондрии и фагосомы. Мультивезикулярные тель-
ца могут сливаться с плазматической мембраной, 
что приводит к секреции экзосом, или сливаться 
с лизосомами и подвергаться деградации [11].

Существуют различные пути формирования вну-
трипросветных везикул внутри мультивезикуляр-
ных телец. Такие пути разделяют на связанные 
с комплексами белков ESCRT и на не зависящие 
от ESCRT. Существует четыре комплекса ESCRT 
(ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II и ESCRT-III), кото-
рые взаимодействуют с ферментами на мембране 

эндосом в процессе биогенеза экзосом. Классический 
путь, зависящий от ESCRT, включает распознава-
ние убиквитинированных белков в мембране эн-
досом субкомплексами ESCRT и опосредованное 
белком VPS4 образование внутрипросветных ве-
зикул. Альтернативный путь – это путь синдекан-
синтенин-ALIX, при котором отпочкование везикул 
и сортировка грузов могут происходить независимо 
от ESCRT, а VPS4 играет ключевую роль на эта-
пе финального отделения. Путь, не зависящий 
от ESCRT, использует церамид, генерируемый 
из сфингомиелина посредством nSMase2, формиру-
ющий домены липидных рафтов и инициирующий 
созревание внутрипросветных везикул внутри муль-
тивезикулярных телец. Таким образом, молекуляр-

Рис. 1. Схематическое изображение биогенеза экзосом и микровезикул. Экзосомы формируются в эндоцитар-
ном пути, который начинается с инвагинации плазматической мембраны и формирования ранних эндосом (англ. 
Early Endosome – EE). Эти эндосомы созревают в мультивезикулярные тельца (англ. Multivesicular bodies – MVB), 
содержащие внутрипросветные везикулы (англ. intraluminal vesicles – ILV). После слияния MVB с плазматической 
мембраной, ILV выделяются в виде экзосом (30–150 нм) во внеклеточное пространство. Микровезикулы об-
разуются путем прямого выпячивания и отпочкования от плазматической мембраны, формируя более крупные 
везикулы (150–1000 нм). IDL (Intermediate-Density Lipoproteins) – липопротеины промежуточной плотности; 
ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) – эндосомный сортировочный комплекс, необходимый 
для транспортировки
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ный состав выделяемых экзосом зависит от путей, 
через которые они проходят в процессе своего фор-
мирования. Однако существует ряд общих белков, 
характерных для большинства изученных экзосом. 
К ним относятся белки, участвующие в транспорте 
и слиянии мембран (семейство GTPаз Rab и аннек-
сины), белки, связанные с биогенезом экзосом (белки 
комплекса ESCRT, ALIX, TSG101), белки теплового 
шока (HSP70 и HSP90), тетраспанины (CD63, CD81 
и CD82), а также белки цитоскелета [12]. Помимо 
белков, в экзосомах могут обнаруживаться харак-
терные липиды. Липидный состав экзосом зависит 
от типа клеток-продуцентов, их стадии развития 
и функций. Например, показано, что фосфолипид 
BMP (бис(моноацилглицерол)фосфат) стимулирует 
формирование внутрипросветных везикул [13], а хо-
лестерин участвует в сборке системы ESCRT [14]. 
В число липидов, наиболее распространенных в мем-
бране экзосом, входят сфингомиелин, фосфолипиды, 
ганглиозид GM3 и холестерин [15]. Некоторые мем-
бранные липиды экзосом могут служить полезными 
диагностическими инструментами: например, экзо-
сомы с фосфатидилсерином на поверхности проис-
ходят из злокачественных клеток [16].

Эктосомы (микровезикулы), в отличие от экзо-
сом, отпочковываются непосредственно от плаз-
матической мембраны клетки-продуцента (рис. 1). 
Молекулярные механизмы биогенеза эктосом менее 
изучены, однако известно, что этот процесс вклю-
чает участие комплекса ESCRT и белков малых 
GTPаз, таких как ARF1, ARF6 и RhoA. Эти бел-
ки играют важную роль в регуляции динамики ци-
тоскелета и ремоделировании мембран [17]. Более 
того, входящий кальциевый ток и перестройка бис-
лоя играют ключевую роль в формировании экто-
сом, влияя на процесс их отпочкования от плаз-
матической мембраны [18]. Эктосомы переносят 
широкий спектр биомолекул, включая белки, ли-
пиды и РНК, которые они передают клеткам-ре-
ципиентам, тем самым участвуя в межклеточной 
коммуникации [19]. Данные ВВ редко имеют специ-
фические маркеры, однако выявлена их ассоциация 
с CD40, селектинами, тетраспанинами и интегрина-
ми [20]. Кроме того, их мембраны могут содержать 
белки и липиды клетки-продуцента [20]. 

ВКЛАД ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ В ПРОГРЕССИЮ 
РАКА
Секретируемые всеми типами клеток BB вовле-
чены во многие патологические процессы в орга-
низме человека, включая прогрессию опухолей. 
Микроокружение опухоли, состоящее из иммунных 
клеток и стромальных клеток, кровеносных сосудов 
и внеклеточного матрикса, играет активную роль 

в прогрессии опухоли [21]. Взаимодействие между 
микроокружением опухоли и раковыми клетками ча-
стично осуществляется через BB [22]. BB и их содер-
жимое способны стимулировать рост и прогрессию 
опухоли, вызывать воспаление и способствовать ухо-
ду опухоли из-под надзора иммунной системы [23]. 

Один из основных источников патогенных опу-
холевых BB – фибробласты, ассоциированные 
с опухолью (от англ. cancer-associated fibroblasts – 
CAF), – являются важными компонентами микро-
окружения опухоли в солидных опухолях. Эти фи-
бробласты секретируют цитокины и факторы роста, 
играющие ключевую роль в росте опухоли, ангиоге-
незе, воспалении и метастазировании [24]. Экзосомы, 
происходящие из фибробластов, ассоциированных 
с опухолью (англ. CAF-derived exosomes (CDE)), 
обогащены биоактивными молекулами, включая 
многочисленные сигнальные факторы, нуклеиновые 
кислоты, функциональные белки и малые метабо-
литы, они играют значительную роль в модуляции 
микроокружения опухоли, стимулируя рост опухо-
ли, метастазирование и устойчивость к терапии [25]. 
Показано, что CDE, выделяемые CAF, ингибируют 
окислительное фосфорилирование в митохондриях, 
изменяют углеродный метаболизм и способствуют 
росту опухоли [26]. Эти ВВ содержат метаболиты, 
включая аминокислоты, липиды и промежуточ-
ные продукты цикла трикарбоновых кислот, кото-
рые могут использоваться опухолевыми клетками 
[26]. Кроме того, такие ВВ усиливают миграцион-
ные и инвазивные способности раковых клеточных 
линий, таких как SKOV-3 и CAOV-3, а также сти-
мулируют эпителиально-мезенхимальный переход, 
что в значительной степени обусловлено повышен-
ным содержанием TGFβ1 [27]. В модели рака мо-
лочной железы (РМЖ) на животных было показано, 
что CDE способствовали повышению подвижности 
и инвазивной активности клеток опухоли [28]. Эти 
экзосомы поглощались клетками опухоли, доставляя 
в них Wnt11, сигнальный белок, связанный с опухо-
левой прогрессией. В случае рака поджелудочной 
железы ВВ, выделяемые фибробластами, ассоци-
ированными с опухолью, повышали уровень фак-
тора, индуцирующего хеморезистентность (Snail), 
в эпителиальных клетках-реципиентах, способствуя 
их пролиферации и лекарственной устойчивости. 
Ингибирование выделения CDE показало снижение 
выживаемости кокультивируемых эпителиальных 
клеток, подчеркивая их значительную роль в под-
держании лекарственной устойчивости [29]. 

Патогенная роль фибробластов, ассоциирован-
ных с опухолью, и выделяемых ими ВВ хорошо 
известна; однако механизмы, посредством которых 
нормальные фибробласты перепрограммируют-



32 | ACTA NATURAE | ТОМ 17 № 2 (65) 2025

ОБЗОРЫ

ся в ассоциированные с опухолью, изучены недо-
статочно. Одним из возможных объяснений может 
быть транспорт патогенных микроРНК с помощью 
BB. Установлен новый возможный путь межкле-
точной коммуникации, в котором клетки меланомы 
индуцируют трансформацию фибробластов через 
микроРНК, транспортируемые BB [30]. Показано, 
что BB, выделенные клетками меланомы, достав-
ляют miR-92b-3p в нормальные фибробласты, и на-
копление этой микроРНК клетками коррелировало 
с их трансформацией в ассоциированные с опухо-
лью фибробласты [29]. 

Асцит, представляющий собой скопление жидко-
сти в брюшной полости, часто развивается при раз-
личных патологических состояниях, включая рак, 
и является еще одним компонентом микроокруже-
ния опухоли, а также важным источником BB [31]. 
Показано, что при серозном раке яичников высо-
кой степени злокачественности асцитная жидкость 
содержит BB, происходящие преимущественно 
из макрофагов и фибробластов, а не из опухо-
левых клеток [32]. Протеомный анализ показал, 
что специфические маркеры BB в асцитной жид-
кости способны более точно предсказать выжива-
емость пациентов по сравнению с традиционными 
клеточными маркерами. ВВ, полученные из асци-
та (EXOAscites) пациентов с раком желудка, стиму-
лировали инвазивность и ангиогенез в трехмерной 
аутологичной микрофлюидной системе опухоле-
вых сфероидов. EXOAscites доставляют онкоген MET 
в опухолевые клетки, стимулируя онкогенные сиг-
налы. Модифицированные ВВ, лишенные MET, сни-
жали прогрессию опухоли, что указывает на потен-
циал для таргетной терапии [33]. 

ВВ играют значительную роль в стимуляции ан-
гиогенеза опухоли. Например, известный индуктор 
ангиогенеза – E-кадгерин – выделяется в форме эк-
зосом [34]. Кроме того, miR-21, которая присутствует 
в ВВ фибробластов, ассоциированных с опухолью, 
доставляется в эндотелиальные клетки при множе-
ственной миеломе, где регулирует ангиогенез [35]. BB 
также способствуют формированию преметастатиче-
ской ниши – микросреды, подготовленной для коло-
низации циркулирующих опухолевых клеток в опре-
деленных органах. ВВ, выделенные из протоковой 
аденокарциномы поджелудочной железы, идентифи-
цированы как переносчики фактора ингибирования 
миграции (MIF), ключевого элемента в формировании 
преметастатической ниши в печени. Блокирование 
MIF в этих ВВ эффективно предотвращало как об-
разование преметастатической ниши, так и после-
дующие метастазы в печени. Эти ВВ активировали 
звездчатые клетки печени и стимулировали ремоде-
лирование внеклеточного матрикса. Данный процесс 

приводил к накоплению фибронектина, который при-
влекает макрофаги, тем самым создавая микросреду, 
поддерживающую метастазы в печени [36]. 

Еще одно свойство BB в прогрессии опухо-
лей – способность модулировать иммунный ответ. 
ВВ, выделенные из клеток пациентов с хрониче-
ским лимфоцитарным лейкозом, индуцировали им-
мунодепрессивный фенотип у моноцитов. Эти ВВ 
стимулировали высвобождение CCL2, CCL4 и ин-
терлейкина-6, а также индуцировали экспрессию 
PD-L1, доставляя некодирующую РНК hY4 [37]. 
PD-L1 обнаружен также на поверхности выделен-
ных из глиобластомы экзосом, которые демонстри-
ровали PD-L1-зависимое ингибирование активации 
Т-клеток [38]. Показано, что ВВ опухоли могут быть 
переносчиками жирных кислот к дендритным клет-
кам, что приводило к накоплению липидов и усиле-
нию окисления жирных кислот, вызывая дисфунк-
цию иммунного ответа дендритных клеток [39].

ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ ВЕЗИКУЛЫ КАК ИНСТРУМЕНТ 
ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ РАКА. ЖИДКОСТНАЯ БИОПСИЯ 
BB могут быть выделены из всех типов биологи-
ческих жидкостей человека, в том числе из кро-
ви, слез, мочи, слюны, спинномозговой жидкости 
(ликвор) и других. Эта универсальность делает 
ВВ перспективным инструментом для диагности-
ки рака, особенно в рамках жидкостной биопсии. 
Жидкостная биопсия представляет собой иннова-
ционный метод анализа циркулирующих клеток 
опухоли, внеклеточных нуклеиновых кислот и BB 
(рис. 2). Этот малоинвазивный метод позволяет 
в реальном времени отслеживать прогрессию опу-
холи [40]. Преимуществами анализа BB методом 
жидкостной биопсии являются: (1) более высо-
кая концентрация ВВ в биологических жидкостях 
по сравнению с циркулирующими опухолевы-
ми клетками; (2) ВВ дают лучшее представление 
о клетках-продуцентах, чем циркулирующая ДНК; 
и  (3) высокая биологическая стабильность ВВ 
в агрессивной опухолевой среде [41]. BB, выделен-
ные из опухолевых клеток, несут широкий спектр 
цитозольных и поверхностных белков, ДНК, РНК, 
а также различные липиды и гликаны, в связи 
с чем имеют потенциал для использования при про-
ведении скрининга ранних стадий рака, в монито-
ринге рака и прогнозировании ответа на терапию. 
Далее мы рассмотрим применение анализа ВВ 
для диагностики самых распространенных типов 
рака в рамках метода жидкостной биопсии. 

Рак предстательной железы 
Один из видов рака, для диагностики которого 
с успехом применяется жидкостная биопсия, – рак 



ОБЗОРЫ

 ТОМ 17 № 2 (65) 2025 | ACTA NATURAE | 33

Рис. 2. Использование ВВ для диагностики рака методом жидкостной цитологии. Ключевые элементы, кото-
рые можно анализировать при помощи жидкостной цитологии, включают циркулирующую внеклеточную ДНК 
(вкДНК), внеклеточные везикулы (ВВ), мРНК, циркулирующие опухолевые клетки и метаболиты опухолевого 
происхождения

предстательной железы (РПЖ). Хотя внедрение 
теста на специфический антиген простаты (PSA) 
привело к существенному улучшению диагности-
ки, остается потребность в биомаркерах, которые 
помогут точнее отслеживать прогрессирование за-
болевания [42]. В исследовании с использованием 
плазмы пациентов с РПЖ геномное профилиро-
вание ДНК, ассоциированной с BB (BB-ДНК), по-
зволило изучить характеристики опухоли и корре-
лировало с прогрессированием заболевания, тогда 
как изучение РНК, ассоциированной с ВВ (BB-РНК), 
позволило получить представление об ответе опухо-
ли на ранних стадиях терапии [43]. Специфические 
микроРНК, присутствующие в BB, также могут рас-
сматриваться как потенциальные биомаркеры РПЖ. 
В частности, miR-375, miR-21 и miR-574 обнаружи-
ли в BB, выделенных из сыворотки крови пациентов 
с РПЖ [44]. Кроме того, miR-21 и miR-375 выяв-
лены также в BB, выделенных из мочи, что свиде-
тельствует о возможности использования данных 
маркеров для неинвазивной диагностики [45]. Еще 
одна микроРНК, ассоциированная с ВВ, miR-141, 
обнаружена также как в сыворотке, так и в моче 
пациентов с РПЖ, что еще больше подчеркивает 
возможность использования таких маркеров для мо-
ниторинга РПЖ [46, 47]. Необходимо заметить, 
что и PSA также найден в BB, выделенных у па-
циентов с РПЖ, что подтверждает возможность ис-
пользования BB в качестве источников клинически 

значимой информации [48]. Наличие этих специ
фических микроРНК и белковых маркеров в BB 
подчеркивает их потенциальную роль как биомар-
керов для раннего выявления, мониторинга прогрес-
сирования и оценки ответа на лечение при РПЖ.

Колоректальный рак 
Колоректальный рак (КРР) занимает третье ме-
сто по распространенности среди злокачествен-
ных опухолей в мире [49]. Традиционные методы 
диагностики КРР являются инвазивными и зача-
стую болезненными. Разработка новых неинвазив-
ных методов диагностики может снизить уровень 
смертности за счет более ранней диагностики [50]. 
Большинство биомаркеров КРР, ассоциированных 
с BB, представляют собой РНК (в частности, ми-
кроРНК). Метаанализ 159 публикаций позволил 
выявить три микроРНК, общих для всех стадий 
заболевания: miR-146a-5p, miR-22-3p и miR-23b-
3p [51]. Кроме того, обнаружены семь микроРНК, 
специфичных для определенных стадий КРР: 
стадия I – miR-301a-3p и miR-548i; стадия IIIA – 
miR-23a-3p; стадия IV – miR-194-3p, miR-33a-3p, 
miR-485-3p и miR-194-5p [51]. Однако содержание 
данных маркеров в биологических жидкостях за-
метно варьирует, что подчеркивает необходимость 
их дальнейшей валидации. Выявлено несколько 
типов ВВ-микроРНК в сыворотке крови, включая 
let-7a-5p, let-7c-5p, let-7f-5p, let-7d-3p, miR-423-5p, 
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miR-584-5p, miR-30a-5p, miR-99-5p, miR-150-5p, 
miR-26-5p и miR-204-5p [52]. С помощью биоин-
форматического анализа показано, что семейство 
микроРНК let-7 нацелено на ключевые гены в сиг-
нальном пути TGF-β, включая TGFβRI и SMAD2, 
которые играют значительную роль в опухолевом 
процессе. Кроме того, выделены еще пять ВВ-
микроРНК (hsa-miR-126, hsa-miR-139, hsa-miR-141, 
hsa-miR-29c и hsa-miR-423), обладающих высоким 
потенциалом в качестве маркеров КРР. При помощи 
базы данных miRDIP выявлены связи между этими 
микроРНК и их мРНК-мишенями, участвующими 
в регуляции ключевых путей, таких как сигналь-
ный путь B-клеточного рецептора и биосинтез гли-
косфинголипидов [53]. Длинные некодирующие РНК 
(lncRNA) также могут вносить вклад в прогрессию 
КРР и служить прогностическими маркерами забо-
левания [54, 55]. Потенциальными маркерами забо-
левания могут быть не только ВВ-РНК, но и неко-
торые белки, присутствующие в BB. Так, прионный 
белок PrPC, обнаруженный в ВВ при КРР, участву-
ет в формировании условий для метастазирования. 
Это происходит за счет увеличения проницаемо-
сти эндотелия и усиления секреции ангиогенных 
факторов. Потенциально новым терапевтическим 
подходом, позволяющим контролировать метаста-
зирование КРР, является сочетание химиотерапии 
с анти-PrPC-терапией [56]. 

Гепатоцеллюлярная карцинома 
Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) – один из са-
мых распространенных видов первичного рака пе-
чени, прогноз при котором, несмотря на достижения 
в лечении, остается в большинстве случаев небла-
гоприятным. Все больше данных свидетельству-
ет о том, что BB могут служить специфическими 
диагностическими и даже прогностическими био-
маркерами ГЦК [57]. Среди наиболее изученных 
экзосомных биомаркеров ГЦК выделяются ми-
кроРНК. Некоторые экзосомные микроРНК могут 
также использоваться для выбора стратегии лече-
ния на поздних стадиях ГЦК [58]. Например, па-
нель микроРНК, выявленных как потенциальные 
биомаркеры, включает микроРНК, гиперэкспрес-
сируемые у пациентов с ГЦК: miR-224, miR-21, 
miR-210-3p, miR-93, miR-92b, miR-155, miR-665 [59]. 
Напротив, уровень экспрессии микроРНК как miR-
718, miR-744, miR-9-3p и miR-125b снижен у паци-
ентов с ГЦК. Объединение нескольких микроРНК 
в диагностические панели может повысить точность 
диагностики. В одном из исследований показано, 
что комбинация miR-26a, miR-29c и miR-199a по-
зволяет эффективно различать пациентов с ГЦК 
и здоровых людей (AUC = 0.994), а также пациентов 

с ГЦК и пациентов с циррозом печени (AUC = 0.965) 
[60]. Прогностический потенциал при ГЦК демон-
стрируют также и такие РНК, переносимые ВВ, 
как кольцевые РНК (circRNA). Например, по уров-
ню hsa_circ_0029325 в ВВ можно предсказывать ис-
ход заболевания [61]. Другим типом РНК из ВВ, ко-
торые могут использоваться для диагностики ГЦК, 
являются PIWI-взаимодействующие РНК (piRNA), 
участвующие в прогрессии рака. Экспрессия piRNA 
ВВ, выделенных из сыворотки, повышена у пациен-
тов с ГЦК, а некоторые из них (например, piR-15254, 
piR-1029, novel-piR-35395, novel-piR-32132 и novel-
piR-43597) потенциально могут использоваться 
для диагностики ГЦК даже у пациентов с низкой 
опухолевой нагрузкой [62]. 

Белки ВВ также могут служить ценными про-
гностическими биомаркерами при ГЦК. Например, 
снижение уровня CD31 в ВВ пациентов с ГЦК кор-
релировало с рецидивом ГЦК через 12 месяцев по-
сле хирургического вмешательства [63]. Протеомное 
профилирование позволило сформировать панель 
дифференциально экспрессируемых белков – VWF, 
LGALS3BP, TGFB1, SERPINC1, HPX, HP, HBA1, 
FGA, FGG и FGB – которые могут составить ос-
нову диагностической панели ГЦК [64]. МикроРНК, 
circRNA, piRNA и белки ВВ представляют со-
бой многообещающие неинвазивные биомаркеры 
для улучшения диагностики, прогноза и монито-
ринга лечения ГЦК, открывая новые возможности 
для персонализированного подхода к лечению па-
циентов.

Рак поджелудочной железы
Рак поджелудочной железы (РПЖЖ) занимает 
третье место среди причин смертности, связанных 
с онкологическими заболеваниями [65]. Протоковая 
аденокарцинома поджелудочной железы – наибо-
лее распространенная форма рака поджелудочной 
железы, составляет более 90% всех случаев этого 
заболевания. РПЖЖ отличается высокой леталь-
ностью с пятилетней выживаемостью менее 10% 
[66]. Решающее значение для улучшения прогно-
за данного заболевания имеет ранняя диагности-
ка. Недавние достижения в области машинного 
обучения способствовали идентификации новых 
потенциальных биомаркеров на основе BB, кото-
рые могут помочь в ранней диагностике РПЖЖ. 
Использование машинного обучения для анализа 
белков ВВ позволило выявить панель из семи по-
тенциальных биомаркеров РПЖЖ (муцин-1, сиа-
лированный х-антиген Льюиса, ферритин, фактор 
роста фибробластов 2, эпидермальный фактор роста 
человека 3, лептин и пролактин, AUC = 0.971) [67]. 
Еще одним перспективным биомаркером РПЖЖ, 
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концентрация которого повышается в ВВ, являет-
ся глипикан-1. Обнаружение глипикана-1 в ВВ про-
демонстрировало 100% чувствительность и специ
фичность для диагностики всех стадий РПЖЖ, 
позволяя эффективно отличить пациентов с ра-
ком поджелудочной железы от здоровых доно-
ров или пациентов с хроническим панкреатитом 
(AUC = 1.0) [68]. Кроме того, miR-21, представлен-
ная в ВВ пациентов с РПЖЖ, также может исполь-
зоваться в качестве биомаркера и прогностического 
фактора общей выживаемости. Показан высокий 
потенциал повышенных уровней miR-21 в сочета-
нии с miR-4525 и miR-451a как биомаркеров, по-
зволяющих идентифицировать пациентов с высоким 
риском рецидива и неблагоприятным прогнозом [69]. 
Также у пациентов с РПЖЖ обнаружен повышен-
ный (по сравнению с контрольной группой) уровень 
miR-191 [70]. Некоторые гликаны и липиды BB так-
же, по-видимому, обладают потенциалом в качестве 
диагностических инструментов РПЖЖ, что под-
черкивает значимость разнообразных молекул BB 
для жидкостной биопсии этого типа рака [71]. 

Рак легкого
Рак легкого (РЛ), поражающий миллионы людей 
ежегодно, остается одним из наиболее часто диагно-
стируемых видов рака и ведущей причиной смерт-
ности, связанной с онкологическими заболеваниями 
[72]. Недавние достижения в области мультиплекс-
ного профилирования BB и машинного обучения от-
крыли новые возможности для изучения BB, выде-
ляемых клетками рака легкого [73]. Так, на основе 
явления Ферстеровского резонансного переноса энер-
гии была разработана система для детекции мем-
бранных белков ВВ. С использованием этой системы 
были обнаружены потенциальные диагностические 
маркеры ранних стадий РЛ (CEA, PD-L1, EpCAM 
и CA125) [74]. Другой метод, основанный на исполь-
зовании диэлектрофоретического чипа, позволил вы-
явить повышенные уровни miR-21, miR-191 и miR-
192 в BB, выделенных из плазмы крови пациентов 
с раком легких [75]. Дополнительные панели, состо-
ящие из микроРНК, обнаруженных в ВВ, показали 
свою эффективность в диагностике различных под-
типов РЛ на ранних стадиях. Например, miR-483-3p 
предложена в качестве биомаркера ранних стадий 
мелкоклеточного рака легкого, а miR-152-3p и miR-
1277-5p – ранних стадий немелкоклеточного рака 
легкого [76]. Кроме того, профилирование гликанов 
BB также может использоваться для диагностики 
рака легкого. При помощи теста EV-GLYPH, осно-
ванного на использовании микрофлюидных подходов, 
идентифицированы уникальные гликанные сигна-
туры BB нетрансформированных и злокачественно 

трансформированных клеток легкого. В клиническом 
исследовании этот тест позволил успешно различать 
пациентов с ранними стадиями злокачественных но-
вообразований в легких от пациентов с доброкаче-
ственными узлами [77]. 

Рак молочной железы 
Рак молочной железы (РМЖ) является наибо-
лее распространенным видом рака у женщин. 
Считается, что в странах с высоким уровнем дохода 
РМЖ будет диагностирован у каждой восьмой жен-
щины до 85 лет [78]. Определение молекулярного 
профиля BB при РМЖ обладает высоким потенци-
алом в качестве ранней неинвазивной диагностики, 
прогноза и мониторинга заболевания [79]. Показано, 
что протеомное профилирование BB, выделенных 
из клеточных линий РМЖ, позволяет дифферен-
цировать различные подтипы РМЖ более эффек-
тивно, чем профилирование самих опухолевых 
клеток [80]. Отмечено также, что белковый состав 
BB, секретируемых клетками РМЖ, в значитель-
ной степени отражает их молекулярный подтип 
(например, HER2-положительный или трижды не-
гативный РМЖ) [80]. В другом исследовании ана-
лиз BB из плазмы пациентов с РМЖ выявил 10 
кандидатных биомаркеров, уровни которых у па-
циентов с РМЖ были выше, чем у здоровых до-
норов (CD3, CD56, CD2, CD25, CD9, CD44, CD326, 
CD133/1, CD142 и CD14). Показано, что липидный 
профиль BB, включая сфинголипиды и фосфоли-
пиды, значительно отличается от профиля выде-
ляющих их опухолевых клеток, которые сильнее 
обогащены триглицеридами и жирными кислотами. 
BB, выделенные из плазмы пациентов с РМЖ, оха-
рактеризованы как источники липидных биомарке-
ров для раннего выявления РМЖ и его подтипов 
(ER/PR+, HER2+ и трижды негативный РМЖ) [81]. 
Кроме того, микроРНК, полученные из BB, также 
могут использоваться для диагностики РМЖ [82]. 

Основные маркеры, упомянутые в данном обзоре, 
перечислены в табл. 1.

ИННОВАЦИОННЫЕ МЕТОДЫ УЛУЧШЕНИЯ ДЕТЕКЦИИ 
BНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ 
Эффективный поиск биомаркеров на основе ВВ 
требует увеличения чувствительности детекции 
таких маркеров по сравнению с существующи-
ми классическими методами, такими как масс-
спектрометрия и вестерн-блотинг. Применение 
искусственного интеллекта и методов машинного 
обучения способно существенно улучшить предел 
детекции биомаркеров на основе ВВ методом жид-
костной биопсии. Один из подходов, улучшающих 
детекцию ВВ, – FluoPADE (англ. Fluorescence po-
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Таблица 1. ВВ-ассоциированные маркеры для диагностики онкологических заболеваний

Тип
биомаркера Название Ассоциированные

патологии Ссылка

РНК

miR-21 ↑

РПЖ [44, 45]
ГЦК [59]

РПЖЖ [69, 70]
РЛ [75]

РМЖ [82]
miR-141 ↑ РПЖ [46, 47]

miR-146a-5p ↑
miR-22-3p ↑
miR-23b-3p ↑
miR-301a-3p ↑

miR-548i ↑
miR-23a-3p ↑
miR-194-3p ↑
miR-33a-3p ↑
miR-485-3p ↑
miR-194-5p ↑

КРР [51]

let-7a-5p ↑
let-7c-5p ↑
let-7f-5p ↑
let-7d-3p ↑

miR-423-5p ↑
miR-584-5p ↑
miR-30a-5p ↑
miR-99-5p ↑
miR-150-5p ↑
miR-26-5p ↑
miR-204-5p ↑

КРР [52]

miR-126 ↑
miR-139 ↑
miR-141 ↑
miR-29c ↑
miR-423 ↑

КРР [53]

miR-224↑
miR-21↑

miR-210-3p ↑
miR-93 ↑
miR-92b ↑
miR-155 ↑
miR-665 ↑

ГЦК [59]

miR-718 ↓
miR-744 ↓
miR-9-3p ↓
miR-125b ↓

ГЦК [59]

miR-26a ↑
miR-29c ↑
miR-199a ↑

ГЦК [60]

hsa_circ_0029325 ↑ ГЦК [61]
piR-15254 ↑
piR-1029 ↑

novel-piR-35395 ↑
novel-piR-32132 ↑
novel-piR-43597 ↑

ГЦК [62]

miR-4525 ↑
miR-451a ↑ РПЖЖ [69]

miR-191 ↑
miR-192 ↑ РЛ [75]

miR-483-3p ↑ 
miR-152-3p ↑
miR-1277-5p ↑

РЛ [76]

miR-375 ↑ РПЖ [44, 45]
miR-574 ↑ РПЖ [44]
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larization using aptamers for the detection of extra-
cellular nanovesicles – поляризация флуоресцен-
ции с использованием аптамеров для обнаружения 
внеклеточных нановезикул) [83]. Этот метод осно-
ван на использовании ДНК-аптамеров и флуорес-
центной поляризации для детекции BB в плазме 
человека и культуральной среде. Специфичность 
анализа достигается фиксацией BB с помощью ан-
тител и последующей детекцией с использованием 
ДНК-аптамера, который нацелен на специфический 
биомаркер BB. Этот метод можно использовать 
для раннего выявления рака, определения микро-
метастазов и мониторинга минимальной остаточной 
болезни. Другой подход включает ДНК-кодирование 
ВВ для изучения их поверхностного белкового со-
става [84]. Преимуществом этой технологии яв-
ляется возможность изучения состава отдельных 

экзосом. Разработан также метод, использующий 
наноструктурированные 3D-сенсоры, для молеку-
лярного и функционального профилирования BB 
стволовых опухолевых клеток. Эти высокочув-
ствительные сенсоры позволили детектировать 
до 10 отдельных BB в 10 мкл, а при подключении 
алгоритмов искусственного интеллекта удалось со 
100% чувствительностью и специфичностью от-
личить опухолевые образцы от нормальных [85]. 
Еще один метод, DCR-IEVN (англ. – DNA cascade 
reaction-triggered individual EV nanoencapsulation – 
индивидуальная наноинкапсуляция ВВ, вызванная 
каскадной реакцией ДНК), позволяет инкапсулиро-
вать субпопуляции BB напрямую из клинических 
образцов сыворотки крови. При интеграции с алго-
ритмами машинного обучения этот подход показал 
высокую диагностическую точность для ГЦК [86]. 

Тип
биомаркера Название Ассоциированные

патологии Ссылка

Белки

Клеточный прионный белок КРР [56]
CD31 ГЦК [63]

Фактор Виллебранда
Белок, связывающий галектин-3

Трансформирующий фактор роста бета 1
Антитромбин III

Гемопексин 
Гаптоглобин

Субъединица гемоглобина альфа 1
Фибриноген, альфа-цепь
Фибриноген, гамма-цепь
Фибриноген, бета-цепь

ГЦК [64]

Муцин-1 
Сиалированный х-антиген Льюиса

Ферритин
Фактор роста фибробластов 2

Эпидермальный фактор роста 3 
Лептин 

Пролактин 

РПЖЖ [67]

Глипикан-1 РПЖЖ [68]
CEA 

PD-L1 
EpCAM 
CA125 

РЛ [74]

 PSA РПЖ [48]

Липиды/
фосфолипиды

Церамиды
Сфингомиелины

Гексозилцерамиды
Лизофосфатидилхолины

Лизофосфатидилэтаноламины
Фосфатидилхолины

Плазмалогены – фосфатидилэтаноламины с простой 
эфирной связью 

РМЖ [81]

Примечание. ВВ – внеклеточные везикулы; КРР – колоректальный рак; РПЖЖ – рак поджелудочной железы; 
РЛ – рак легкого; РМЖ – рак молочной железы; ГЦК – гепатоцеллюлярная карцинома; РПЖ – рак предстатель-
ной железы; CA125 – антиген рака 125. CEA – раковоэмбриональный антиген; EpCAM (молекула адгезии эпите-
лиальных клеток); PD-L1 – лиганд рецептора программируемой клеточной гибели 1; PSA (англ. Prostate-specific 
antigen) – специфический антиген простаты.
Стрелка вверх (↑) указывает на повышение, стрелка вниз (↓) – на снижение содержания РНК во внеклеточных 
везикулах в образцах пациентов с онкологическими заболеваниями относительно образцов здоровых доноров.
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Хошино и соавт. провели масштабный протеомный 
анализ BB из различных тканей, клеток и биологи-
ческих жидкостей [87]. Показано, что классические 
маркеры BB, такие как CD63, TSG101, флотиллины 
и ALIX, недостаточно представлены в ВВ плазмы 
человека. Вместо них были предложены альтерна-
тивные маркеры для выделения BB, такие как MSN, 
FLNA, STOM и RAP1B. Затем, с использованием 
методов машинного обучения была определена па-
нель белков BB, специфичных для определенных 
типов опухолей, которая также может применяться 
для диагностики рака неизвестной первичной ло-
кализации. Детектировать белки и специфические 
РНК в индивидуальных BB можно с использовани-
ем методики SPIRFISH, объединяющей технологию 
сенсоров интерферометрического отражения с флу-
оресцентной гибридизацией in situ, что обеспечи-
вает высокую чувствительность и специфичность 
определения [88]. 

В современных исследованиях BB активно ис-
пользуется искусственный интелект. Так, алгорит-
мы глубокого обучения применили для профили-
рования микроРНК на уровне отдельных BB [89]. 
Этот метод сочетает TIRF-изображение (англ. total 
internal reflection fluorescence microscope – метод 
флуоресцентной микроскопии полного внутренне-
го отражения), которое одновременно обнаружива-
ет несколько микроРНК in situ в индивидуальных 
BB, с алгоритмом для автоматизированного анализа 
изображений. Другой алгоритм глубокого обучения 
использует наноплазмонные спектры для анализа 
мутированных экзосомальных белков, что может 
быть перспективным для мониторинга эффектив-
ности терапии опухолей [90]. 

Ограниченная доступность некоторых биологи-
ческих жидкостей побудила исследователей к раз-
работке инновационных методов выделения BB. 
Предложено использовать нанолисты целлюлозы, 
которые способны эффективно захватывать BB 
из малого объема жидкости, что позволяет про-

водить последующее секвенирование малых РНК 
[91]. Использование жидкостной биопсии BB имеет 
множество преимуществ перед классическими ме-
тодами диагностики. Во-первых, это неинвазивный 
метод, который способен свести к минимуму потреб-
ность в таких процедурах, как пункция или биопсия 
тканей, предоставляя пациентам больше вариантов 
и помогая отслеживать прогрессирование болезни 
и эффективность терапии. Также плюсом данного 
метода является возможность его использования 
для анализа всех биологических жидкостей, что по-
зволяет всесторонне охарактеризовать различные 
опухоли. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
BB являются ключевыми участниками опухолевой 
прогрессии. Способность переносить биологически 
активные молекулы и изменять микроокружение 
опухоли делает ВВ мощными медиаторами про-
грессии опухолей, метастазирования и уклонения 
от иммунного надзора. При этом BB являются пер-
спективными инструментами для ранней диагно-
стики и мониторинга онкологических заболеваний 
с помощью методов жидкостной биопсии. Недавние 
достижения в области выделения и характеристи-
ки BB значительно улучшили точность и эффек-
тивность их изучения, особенно в контексте онко-
логии. Разработка инновационных методов, таких 
как высокопроизводительные микрофлюидные 
установки и алгоритмы машинного обучения, по-
зволила повысить возможности детекции и анализа 
BB, более глубоко определить их молекулярный со-
став и функциональные свойства. Таким образом, 
изучение отклонений в молекулярном составе BB 
при онкологических заболеваниях открывает огром-
ный потенциал для будущего персонализированного 
лечения и диагностики опухолей.  

Исследование выполнено за счет гранта 
Российского научного фонда № 22-14-00219.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ВВЕДЕНИЕ 
Защитный ответ растений ассоциирован с накопле-
нием флавоноидов – класса растительных поли-
фенолов, состоящего более чем из 6900 вторичных 
метаболитов с широким спектром функций в раз-
витии растения [1, 2]. Обладая антиоксидантной ак-
тивностью [3, 4], флавоноиды играют важную роль 
в защите растений от биотических и абиотических 
стрессовых факторов [5, 6], а также способны ока-
зывать на организм человека антиоксидантное, им-
муномодулирующее, антибактериальное и другие 
действия [7]. 

Путь биосинтеза флавоноидов высококонсервати-
вен, и у многих видов растений к настоящему вре-
мени идентифицированы как структурные (фермен-
ты) гены, определяющие разные стадии биосинтеза, 
так и гены, координирующие активность структур-
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РЕФЕРАТ Защитный ответ растений ассоциирован с накоплением флавоноидов, путь биосинтеза кото-
рых в растениях чеснока Allium sativum L. не охарактеризован. В данной работе в геноме A. sativum 
идентифицированы восемь генов халконсинтаз AsCHS1–8, предположительно катализирующих первую 
стадию синтеза флавоноидов в растениях чеснока. Установлено, что эти гены локализованы на четырех 
хромосомах. Гены AsCHS2, 6–8 содержат 1–2 интрона, тогда как AsCHS1, 3–5 безинтронные. Анализ орга-
носпецифичных профилей экспрессии генов выявил значимый уровень транскриптов только AsCHS3 и 8. 
И только для AsCHS8 показано изменение уровня экспрессии при воздействии абиотических стрессоров 
(засоление, засуха, холод) и экзогенных фитогормонов (абсцизовая кислота, метилжасмонат). Полученные 
результаты позволяют предположить, что два гена из восьми – AsCHS3 и 8 могут определять синтез 
флавоноидов повсеместно в процессе развития растения чеснока; из них AsCHS8 экспрессируется суще-
ственно выше и участвует в ответе растения на стрессовые факторы. Остальные шесть генов (AsCHS1, 2, 
4–7) могут участвовать в биосинтезе флавоноидов в узкоспециализированных клетках/тканях/органах 
или на отдельных стадиях развития растения чеснока. Проведенные нами идентификация и характери-
стика генов AsCHS1–8 халконсинтаз чеснока может стать основой для дальнейшего анализа механизмов 
регуляции стрессовой адаптации A. sativum, а также других видов Allium.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА биосинтез флавоноидов, халконсинтаза CHS, стрессовый ответ, чеснок Allium sativum L.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ CHS – халконсинтаза; АБК – абсцизовая кислота; MeJA – метилжасмонат; ПЦР-
РВ – ПЦР в реальном времени.

ных генов [8–12]. Ключевыми ферментами пути яв-
ляются халконсинтазы (CHS; [К.Ф. 2.3.1.74]), с кото-
рых начинается биосинтез флавоноидов и которые 
структурно консервативны у растений [7, 13–15]. 
На примере множества видов растений показано, 
что гены CHS представлены в геноме семейством па-
ралогичных копий, возникших в результате эволю-
ционных дупликаций и мутаций генов-предшествен-
ников [16–21]. Количество членов семейства CHS 
значительно варьирует у разных видов растений, 
что объясняется эволюционными событиями дупли-
кации и мутациями генов CHS с последующей функ-
циональной диверсификацией паралогов [10, 22, 23]. 

Один из экономически значимых видов однодоль-
ных растений – чеснок Allium sativum L. (семей-
ство Amaryllidaceae, порядок Asparagales), является 
не только важной овощной культурой, но и исполь-
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зуется в медицине, благодаря своим антиокси-
дантным свойствам [24]. Луковицы чеснока богаты, 
в числе прочих антиоксидантов, флавоноидами (осо-
бенно кверцитином) [24]. 

Уникальность вида A. sativum заключается 
в свойственном ему бесполом размножении; редкие 
фертильные образцы, собранные в Центральной 
Азии, при искусственном культивировании быстро 
теряют репродуктивную способность [25]. Новые ге-
нотипы чеснока возникают как результат мутаций 
в вегетативных клонах, приводящих к фенотипиче-
ским изменениям [26]. Успеху отбора способствует 
свойственная A. sativum высокая скорость измен-
чивости морфофизиологических признаков [25, 27], 
в том числе при адаптации к различным неблаго-
приятным условиям [25], что связывают с эволюци-
ей флавоноидного пути [28]. 

Таким образом, изучение генов пути биосинтеза 
флавоноидов у A. sativum, в частности, генов семей-
ства халконсинтаз, CHS, может стать вкладом в по-
нимание регуляции данного метаболического пути, 
а также эволюции и особенностей онтогенеза этого 
вида. Кроме того, это откроет новые возможности 
в характеристике мировых коллекций чеснока и от-
боре стрессоустойчивых генотипов с одновременно 
улучшенной диетической составляющей для созда-
ния сортов. Гены CHS у чеснока ранее не изучались. 
Если рассматривать другие виды Allium, то только 
у лука репчатого (A. cepa) идентифицированы гомо-
логи CHS-A и CHS-B, ассоциированные с окраской 
луковицы [29], и выявлена активация экспрессии 
гена CHS в ответ на грибную инфекцию [30]. Полное 
семейство CHS (шесть генов) идентифицировано 
только у одного из видов, наиболее близких к роду 
Allium – Asparagus officinalis (порядок Asparagales) 
[18]. В то же время в 2020 г. был секвенирован и со-
бран геном A. sativum, а также секвенированы 
транскриптомы отдельных органов растения чесно-
ка [31], что делает возможной идентификацию и ха-
рактеристику генных семейств. 

В представленной работе идентифицировано 
и охарактеризовано семейство генов CHS, кодирую-
щих халконсинтазы чеснока, а также изучена дина-
мика экспрессии этих генов в ответ на воздействие 
абиотических стрессоров (засуха, засоление, холод) 
и обработку фитогормонами.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Идентификация и структурная характеристика 
генов CHS чеснока
Поиск генов проводили в геноме и транскриптомах 
A. sativum сорта Ershuizao (PRJNA606385, Garlic.
V2.fa; AlliumDB, https://allium.qau.edu.cn/). В ка-

честве референсных использовали халконсинта-
зы Arabidopsis thaliana L. (AT1G02050, AT4G00040, 
AT4G34850 и AT5G13930).

Выравнивание последовательностей выполня-
ли в MEGA 7.0 (https://www.megasoftware.net/). 
Экзон-интронную структуру генов AsCHS опреде-
ляли, сравнивая геномные и транскриптомные дан-
ные (PRJNA606385, Garlic.V2.fa), цис-регуляторные 
элементы в промоторах генов AsCHS (2 т.п.н. 
до старт-кодона) – с помощью PlantCARE (http://
bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/). 
Для характеристики белков AsCHS определяли: 
консервативные домены и мотивы (NCBI-CDD, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.
cgi; Multiple Expectation maximizations for Motif 
Elicitation (MEME) 5.5.7, http://meme-suite.org/tools/
meme; опубликованные данные [10]); молекуляр-
ную массу (Mw), изоэлектрическую точку (pI) 
и индекс гидропатичности (grand average of hydro-
phobicity index, GRAVY) (ExPASy, https://web.ex-
pasy.org/protparam/); функции AsCHS (PANNZER, 
http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/sanspanz/). 
Филогенетический анализ халконсинтаз проводи-
ли (MEGA 7.0, Neighbor-Joining, бутстреп 1000), ис-
пользуя сравнение аминокислотных последователь-
ностей AsCHS с гомологами из A. thaliana, Solanum 
lycopersicum L. (томат), Capsicum annuum L. (перец) 
(NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), A. cepa (лук 
репчатый) и A. fistulosum (лук-батун) (AlliumDB, 
https://allium.qau.edu.cn/). 

Анализ профиля экспрессии генов CHS 
в различных органах растения чеснока 
Экспрессию идентифицированных генов AsCHS 
в органах чеснока определяли in silico на основе 
доступных транскриптомных данных A. sativum 
сорта Ershuizao [31] и визуализировали в виде те-
пловой карты (Heatmapper, http://www.heatmapper.
ca/expression/). Экспрессию выражали в значениях 
FPKM (Fragments per kilo base of transcript per mil-
lion mapped fragments).

Профиль экспрессии генов AsCHS методом ПЦР-
РВ анализировали в корнях, донце, луковице, 
ложном стебле и листьях растений чеснока сорта 
Сармат, выращенных в открытом грунте в 2024 г. 
(Федеральный научный центр овощеводства, 
Московская область). Материал растирали в жид-
ком азоте и использовали для получения суммар-
ной РНК (RNeasy Plant Mini Kit, RNase free DNasy 
set; QIAGEN, Германия) и кДНК (GoScriptтм Reverse 
Transcription System, Promega, США). На основе 
идентифицированных последовательностей AsCHS 
разрабатывали специфичные праймеры (табл. 1). 
В качестве референсных генов использовали 
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GAPDH и UBQ [32, 33]. Реакционная смесь включала 
3 нг кДНК и набор «Реакционная смесь для прове-
дения РВ-ПЦР в присутствии SYBR GreenI и ROX» 
(ООО «Синтол», Россия). Реакцию проводили в си-
стеме CFX96 Real-Time PCR Detection System 
(Bio-Rad Laboratories, США), в двух биологических 
и трех технических повторах; программа: 95°C 5 
мин; 40 циклов (95°C 15 с, 62°C 50 с). Данные ста-
тистически обрабатывали (Two-way ANOVA) и ви-
зуализировали в GraphPad Prism v. 8 (https://www.
graphpad.com).

Симуляция стрессовых условий (засуха, 
засоление, холод, абсцизовая кислота, 
метилжасмонат, затемнение) для растений 
чеснока и анализ ответной динамики экспрессии 
генов AsCHS
В эксперименте использовали 10-дневные рас-
тения сорта Сармат, выращенные (ЭУИК, ФИЦ 
Биотехнологии РАН; день/ночь – 16/8 ч, 22/16°С; 
освещенность 190 мкМ/(м2 · с)) в прозрачных сте-
клянных стаканах в воде; зубки луковицы закре-
пляли так, чтобы в воде находилась только зона 
корней. Опытные растения помещали в растворы, 
соответствующие моделируемым стрессам (100 мМ 
NaCl – засоление; 10% PEG-6000 – засуха) и экзо-
генному воздействию фитогормонов (100 мкМ АБК; 
100 мкМ MeJA). Контрольные растения оставались 
в воде. Холодовой стресс имитировали, помещая 

растения в холодильную камеру (4°С, без освеще-
ния); контроль – в темноте при 22°С. Через 6 и 24 ч 
воздействия стресса/гормона отбирали корни и по-
беги с трех случайно выбранных растений в опыте 
и контроле; хранили при -80°С. 

В опыте с отсутствием освещения растения на-
крывали светонепроницаемой коробкой (опыт) 
(10:00) ; контроль находился при  освещении 
190 мкМ/(м2 · с) (ЭУИК, день/ночь – 16/8 ч). Через 
6 ч (16:00) и 24 ч (10:00 следующих суток) отбирали 
корни и листья в опыте и контроле (по два био-
логических повтора на каждую точку), хранили 
при -80°С.

Собранные пробы использовали для выделения 
РНК/кДНК и проведения ПЦР-РВ как описано 
выше. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Идентификация и структурная характеристика 
генов AsCHS чеснока
Халконсинтазы входят в семейство поликетидсин-
таз типа III, состоят из двух консервативных доме-
нов Chal_sti_synt_N (PF00195.16) и Chal_sti_synt_C 
(PF02797.12) и в составе гомодимера катализируют 
присоединение трех молекул малонил-КоА к 4-ку-
мароил-КоА с образованием халкона [3, 14]. Каждый 
компонент димера имеет активный центр, катализи-
рующий одну или несколько реакций конденсации 
[14]. Каталитический центр CHS содержит четыре 
высококонсервативных а.о. (Cys164, His303, Asn336, 
Phe215 у CHS1 Glycin max) [7, 15], где Cys164 так-
же является сайтом связывания с субстратом 4-ку-
мароил-КоА [14]. В связывании с 4-кумароил-КоА 
участвуют Gly259 и Ser345, а с субстратом мало-
нил-КоА – консенсусная последовательность из 17 
а.о. [10]. Кроме того, для халконсинтаз предложена 
сигнатурная последовательность из 17 а.о. в домене 
Chal_sti_synt_C [10].

В геноме чеснока A. sativum сорта Ershuizao [31] 
нами идентифицированы восемь генов халконсин-
таз – AsCHS1–8 (1182–2010 п.н.), которые содержали 
от одного до трех экзонов и располагались на хро-
мосомах Chr1 (AsCHS1), Chr4 (AsCHS2, 3), Chr5 
(AsCHS4, 5) и Chr6 (AsCHS6–8) (табл. 2) (рис. 1А). 

Белки AsCHS1–8 незначительно различались 
размером (375–397 а.о.). Согласно функциональным 
предсказаниям в терминах Gene Ontology (GO), 
все AsCHS1–8 имеют ацилтрансферазную актив-
ность (GO:0016747) и участвуют в процессах био-
синтеза поликетидов (GO:0030639) и флавоноидов 
(GO:0009813). При этом белки AsCHS2 и 7 имели 
сходство 75% и значительно отличались от халкон-
синтаз AsCHS1, 3–6, 8 (идентичность 56–61%). 

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности прайме-
ров для проведения ПЦР-РВ 

Ген Последовательности праймеров (5´→3´)*

AsCHS1 F-CGAAGGCCCAGCCACCATT 
R-CGGTCATGTGCTCGCTGTTG

AsCHS2 F-CACCAACTGCAACAACCTTGAC 
R-CTCCGGGTATGTGGCCAGT

AsCHS3 F-CAAGACGAATACCCAGACTACTAT 
R-GATGTCTTCGGACAGGTGCATA

AsCHS4 F-GTACCCAGACTACTACTTCCGT 
R-ATCTTCGGACAGGTGCATGTAC

AsCHS5 F-GTACCCAGACTACTACTTCCGT 
R-CAGGTGCATGTAGCGTTTTCTG

AsCHS6 F-CTCTTCTGGATTCCGCATCCT 
R-CTGCCATTGACCTCTTCCTCA

AsCHS7 F-GCACCGATCTCGCCATGAG 
R-TAAGCGCTGTTTGATGGTCGG

AsCHS8 F-CTATCGGTACAGCCGTGCCT 
R-CATGTAGGCCGTCATGTTTGG

GAPDH F-CCATGTTTGTTGTTGGTGTGAATGAG 
R-TGGTGCAGCTAGCGTTGGAGAC

UBQ F-AAGCCAAGATACAGGACAAG 
R-GCATACCACCTCTCAATCTC

*F – прямой праймер, R – обратный праймер.
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Структурный анализ аминокислотных последо-
вательностей AsCHS1–8 установил положение хал-
консинтазных доменов Chal_sti_synt_N (PF00195.16) 
и Chal_sti_synt_C (PF02797.12) (рис. 1). В доменах 
найдены консервативные остатки (Cys167, Phe218 
(Chal_sti_synt_N); His309, Asn342 (Chal_sti_synt_C)), 
характерные для активного центра фермента [15], 
за исключением AsCHS3 (Phe218→Cys). Сайты свя-
зывания с субстратом 4-кумароил-КоА – Cys167 
[14], Gly259 и Ser345 [10] присутствовали у всех 
AsCHS1–8, за исключением мутации Gly259→Lys 
у AsCHS6. В домене Chal_sti_synt_C все AsCHS1–8 
содержали консенсус связывания с субстратом ма-
лонил-КоА и сигнатурную последовательность хал-
консинтаз (рис. 2). 

Последовательности белков AsCHS1–8 охарак-
теризованы по профилю консервативных мотивов/

консенсусов (рис. 1Б). Большинство халконсинтаз 
(AsCHS1, 3–5, 8) содержали 10 из 11 найденных мо-
тивов; AsCHS6 отличался только отсутствием мо-
тива 9. Исключение составили AsCHS2 и AsCHS7 
(пять и шесть мотивов вместо 10–11), однако в по-
следовательности именно этих белков специфично 
присутствовал мотив 11, соответствующий изме-
ненному (в сравнении с другими белками) началу 
домена Chal_sti_synt_N; консенсус 7 отсутство-
вал у AsCHS2 по причине делеции начала домена 
Chal_sti_synt_N. Мотивы 6 и 8–10 были утрачены 
AsCHS2 и AsCHS7 вследствие того, что консерва-
тивность данных участков составила <50% в сравне-
нии с остальными халконсинтазами (рис. 1, 2).

С целью исследования филогении халконсин-
таз AsCHS1–8 чеснока в базах данных AlliumDB 
и NCBI были идентифицированы последователь-

Таблица 2. Характеристика генов халконсинтаз чеснока A. sativum сорта Ershuizao

Ген1 Ген/ транскрипт ID2 Локализация в геноме2 Ген, 
п.н.

Число 
экзонов/
интронов

кДНК, 
п.н.

Белок, 
а.о.

Mw, 
кДа pI GRAVY

AsCHS1 Asa1G03363.1/ Asa2G01293.1 chr1: 913472045..913473226 1182 1/0 1182 393 43.26 6.22 -0.139

AsCHS2 Asa4G02924.1/ Asa4G00890.1 chr4: 781174614..781176037 1424 3/2 1128 375 41.06 6.96 -0.084

AsCHS3 Asa4G06151.1/ Asa4G03387.1 chr4: 1682101557..1682102738 1182 1/0 1182 393 43.15 6.48 -0.121

AsCHS4 Asa5G04529.1/ Asa5G01644.1 chr5: 1227135621..1227136805 1185 1/0 1185 394 43.46 6.1 -0.179

AsCHS5 Asa5G04530.1/ Asa5G01645.1 chr5: 1227252338..1227253522 1185 1/0 1185 394 43.43 6.1 -0.177

AsCHS6 Asa6G02586.1/ Asa6G05452.1 chr6: 656216362..656217943 1582 3/2 1173 390 43.32 5.75 -0.126

AsCHS7 Asa6G03080.1/ Asa1G04064.1 chr6: 787943706..787944950 1245 2/1 1155 384 42.27 5.57 -0.155

AsCHS8 Asa6G03715.1/ Asa6G04348.1 chr6: 973362901..973364911 2010 2/1 1194 397 43.78 6.48 -0.186

1Номера в названиях генов соответствуют их хромосомной локализации.
2Определено по данным секвенирования генома и транскриптомов чеснока [31].

Рис. 1. Экзон-интронная структура генов AsCHS1–8 (А), состав и распределение консервативных мотивов в по-
следовательностях белков AsCHS1–8 (Б)
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ности этих ферментов у наиболее родственных A. 
sativum видов – лука репчатого A. cepa (6 CHS), 
лука-батуна A. fistulosum (5) и спаржи As. officinalis 
(6), а также отдаленных видов – перца C. annuum 
(9), томата S. lycopersicum (7) и A. thaliana (4). 

На построенной дендрограмме (рис. 3) белки 
AsCHS1–8 группировались с представителями дру-
гих видов однодольных (A. cepa, A. fistulosum, As. 
officinalis). Ортологи AsCHS6–8 выявлены у всех 
трех видов, AsCHS2 – только у A. cepa, тогда 
как AsCHS1, 3–5 группировались отдельно от пред-
ставителей и однодольных, и двудольных (рис. 3). 

В   г еномах  двудольных (C .  annuum ,  S . 
lycopersicum, A. thaliana) найдены ортологи только 
халконсинтаз AsCHS2 и 7 чеснока (рис. 3).

Определение профиля экспрессии генов AsCHS 
в растениях чеснока
Профили экспрессии генов халконсинтаз определя-
ли, используя результаты транскриптомного анализа 
отдельных органов A. sativum сорта Ershuizao [31], 
включая восемь стадий развития луковицы (рис. 4). 

Оказалось, что гены AsCHS2 и AsCHS7 не экс-
прессируются, за исключением следовых количеств 
транскриптов в цветках (оба гена), корнях и лу-
ковице на отдельных стадиях развития (AsCHS7). 
Экспрессия остальных шести генов крайне незна-
чительна в корнях, листьях, ложном стебле, цвет-

ках и в процессе развития луковицы (AsCHS1, 3–6), 
а также в бутонах (кроме AsCHS5) и проростках 
(кроме AsCHS1). Среди генов AsCHS1–7, несмотря 
на низкий уровень их экспрессии, можно выделить 
AsCHS3 (FPKM значимо выше, чем у других пяти 
генов, но <10) (рис. 4).

Только у гена AsCHS8 выявлены существенные 
уровни транскриптов (FPKM>10). Ген AsCHS8 экс-
прессируется во всех проанализированных органах 
с наибольшими значениями FPKM в ложном стебле, 
листьях, цветках и проростках; в луковице экспрес-
сия минимальна на протяжении всех восьми ста-
дий развития; в корнях FPKM в ~9 раз меньше, чем 
в листьях (рис. 4). 

Методом ПЦР-РВ нами определены профили 
экспрессии генов AsCHS1–8 в корнях, донце (ви-
доизмененный стебель), луковице, ложном сте-
бле и листьях чеснока сорта Сармат. Обнаружена 
экспрессия двух из восьми генов, AsCHS3 и 8. 
Транскрипты AsCHS3 присутствуют во всех анали-
зируемых органах (максимум в луковице, листьях 
и ложном стебле), тогда как AsCHS8 – только в кор-
нях, листьях и ложном стебле (максимум в ложном 
стебле и листьях). В корнях оба гена экспрессиру-
ются на следовом уровне, но экспрессия AsCHS3 
в 26 раз ниже, чем AsCHS8. В ложном стебле и ли-
стьях уровни транскриптов AsCHS8 в ~41 раз выше, 
чем у AsCHS3 (рис. 5А).

Рис. 2. Выравнивание аминокислотных последовательностей AsCHS1–8. Подчеркнуты домены Chal_sti_synt_N 
(красным) и Chal_sti_synt_C (голубым). Четыре остатка (Cys167, Phe218, His309, Asn342) активного центра фер-
мента выделены красной рамкой (согласно [15]). Остатки Ser345 и Gly259, участвующие в связывании субстрата 
4-кумароил-КоА [10], выделены синей рамкой. Черной и коричневой рамками отмечены консенсусы связывания 
малонил-КоА и сигнатурная последовательность халконсинтаз соответственно [10]. Цвет фона указывает на вы-
сокую степень консервативности аминокислотных остатков в белках AsCHS1–8 (зеленый – 100%, голубой – 
80%, розовый – 60%) 
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Рис. 3. Дендрограмма, 
основанная на аминокислот-
ных последовательностях 
халконсинтаз  
A. sativum (As; красный 
шрифт), A. cepa (синий), 
A. fistulosum (зеленый), 
As. officinalis (голубой),  
A. thaliana (AT; черный), 
C. annuum (оранжевый) 
и S. lycopersicum (фиоле-
товый). Значимые значения 
бутстреп (>50%) указаны 
в основании ветвей, длина 
которых соответствует 
количеству мутаций в ходе 
эволюции

Рис. 4. Тепловая карта экс-
прессии генов AsCHS1–8 
в разных органах A. sativum 
сорта Ershuizao, построен-
ная по транскриптомным 
данным [31]. В прямоуголь-
никах – средние значения 
FPKM по трем биологиче-
ским повторам. Приведе-
ны стадии развития (1–8) 
луковиц, возраст которых 
составил 192, 197, 202, 207, 
212, 217, 222 и 227 дней со-
ответственно [31]

AsCHS1
AsCHS2
AsCHS3
AsCHS4
AsCHS5
AsCHS6
AsCHS7
AsCHS8

корни
луковица

1	 2	 3	 4	 5	 6	 7	 8 листья ложный
стебель

бутоны цветки проростки

Динамика экспрессии генов CHS в растениях 
чеснока в ответ на стрессоры и фитогормоны
С целью определения возможного участия халкон-
синтаз AsCHS1–8 в стрессовом ответе чеснока сорта 
Сармат мы провели серию экспериментов по симу-
ляции воздействия на растения засоления, засухи 
и низкой положительной температуры, а также эк-
зогенной обработки абсцизовой кислотой и метил-

жасмонатом, проанализировали экспрессию генов 
AsCHS1–8 в корнях и листьях в динамике. 

Показано, что только ген AsCHS8 значимо экс-
прессируется как в контроле, так и в опыте (рис. 5Б). 
В листьях в ответ на холодовой стресс появляют-
ся следовые количества транскриптов AsCHS2–4 (в 
связи с незначительностью индукции генов рисунки 
не приведены и эффект не обсуждается). 
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Профиль экспрессии гена AsCHS8 в  ответ 
на стрессовые воздействия зависит как от типа 
стрессора, так и от органа растения (корни или ли-
стья). 

Избыток соли в основном стимулирует экспрес-
сию AsCHS8 и в корнях, и в листьях. В корнях экс-
прессия гена возрастает в 2.7 (6 ч) и 2.9 (24 ч) раза 
в сравнении с контролем; в листьях – повышается 
в 1.3 раза (6 ч), но понижается в 1.2 раза к концу 
воздействия (24 ч) (рис. 5Б). 

В условиях засухи экспрессия AsCHS8 в корнях 
стабильно снижается (6 и 24 ч), тогда как в листьях 
сначала наблюдается активация экспрессии в 1.3 
раза (6 ч) и затем резкое снижение почти до нуле-
вых значений (24 ч) (рис. 5Б). 

Холодовой стресс стимулирует экспрессию 
AsCHS8 в начале воздействия (6 ч) в корнях (в 6.6 
раз) и листьях (8.6). В конце воздействия (24 ч) 
уровень транскриптов гена в корнях возрастает 
в 113.3 раз, а в листьях уменьшается в 1.5 раза 
(рис. 5Б). 

Таким образом, если говорить о тенденции изме-
нения экспрессии гена, то все три вида абиотиче-
ских стрессоров сходным образом влияют на экс-
прессию AsCHS8 в листьях, в то время как эффект, 
оказываемый на корни, специфичен для каждого 
стрессора.

Экзогенная обработка растений чеснока абсци-
зовой кислотой и метилжасмонатом подавляет экс-
прессию AsCHS8 в корнях до нулевых значений. 
В листьях экспрессия гена существенно снижа-
ется на протяжении 24 ч при воздействии АБК, 

в то время как MeJA вызывает сначала увеличе-
ние уровня транскриптов в 1.2 раза (6 ч) и затем 
уменьшение до следовых количеств (24 ч) (рис. 5Б).

Также проведен анализ зависимости экспрессии 
гена AsCHS8 от наличия освещения корней и ли-
стьев растений, помещенных в стандартные усло-
вия освещения (контроль) и темноту (опыт) (рис. 6). 
Обнаружено, что в корнях контрольных (освещен-
ных) растений ген AsCHS8 экспрессируется, тогда 

Рис. 5. А – профиль экс-
прессии генов AsCHS3 
и 8 в разных органах 
взрослого растения 
чеснока сорта Сармат 
(a-cp<0.05 – значимые 
различия уровня экс-
прессии в разных орга-
нах). Экспрессии генов 
AsCHS1, 2, 4–7 не обна-
ружено. Б – динамика 
экспрессии гена AsCHS8 
в корнях и листьях рас-
тений чеснока в ответ 
на абиотические стрес-
сы (засоление, засуха, 
холод) и экзогенные 
фитогормоны (АБК, 
MeJA) 
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Рис. 6. Экспрессия гена AsCHS8 в корнях и листьях рас-
тений чеснока спустя 6 и 24 ч культивирования при на-
личии освещения (желтый круг) и в темноте (черный 
круг). (*p<0.05 – значимые различия уровня экспрес-
сии, темнота vs. освещение)
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как в темноте следовые количества транскриптов 
регистрируются только спустя 6 ч воздействия. 
В листьях AsCHS8 экспрессируется и в контроле, 
и в опыте: в точке 6 ч уровень транскриптов гена 
в 11.2 раза ниже в условиях темноты в сравнении 
с освещенными листьями; спустя сутки (24 ч) уров-
ни транскриптов AsCHS8 в контроле и опыте сход-
ны (рис. 6). 

Определение цис-регуляторных элементов 
в промоторах генов AsCHS1–8
С целью интерпретации профилей экспрессии ге-
нов AsCHS1–8 их промоторы (-2000 п.н. от стар-
тового кодона) охарактеризованы по профилю 
цис-регуляторных элементов (рис. 7). Найдены 44 
элемента, которые распределены на четыре груп-
пы: элементы ответа на фитогормоны (7) и стрес-
совые факторы (11), а также светочувствительные 
(13) и другие (13) элементы. К последним отнесены 
сайты связывания с белками и транскрипционными 
факторами, элементы, ассоциированные с процесса-
ми развития, и потенциальные регуляторные моти-
вы с неизвестной функцией. 

Показано, что в промоторах большинства генов 
(кроме AsCHS3) присутствуют фитогормон-чув-
ствительные элементы с преобладанием среди них 
сайтов ответа на абсцизовую кислоту и метилжас-
монат. Гены AsCHS1, 2 и 7 содержат наибольшее 
количество элементов ответа на АБК (3 ‘ABRE’); 

Рис. 7. Содержание и со-
став цис-регуляторных 
элементов в промоторах 
(2 т.п.н. до стартового 
кодона, включая пред-
положительную 5´-не-
транслируемую область 
(5´-UTR)) генов AsCHS1–8 
(А) и их распределение 
по последовательности 
промотора (Б). Красной 
стрелкой указан пред-
полагаемый сайт на-
чала транскрипции гена 
AsCHS8 (на основании 
анализа транскриптомных 
данных) 
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AsCHS2 – на MeJA (4 ‘CGTCA’). Элементы, ассо-
циированные с ауксинами (‘TGA’), гиббереллина-
ми (‘P-box’, ‘GARE’), салициловой кислотой (‘TCA’) 
и этиленом (‘ERE’), представлены в промоторах от-
дельных генов в одной-двух копиях (рис. 7). 

В промоторах всех генов AsCHS1–8 выявлены 
элементы, связанные с ответом на стресс в целом 
(‘MBS’, ‘W-box’, ‘TC-rich repeats’), на анаэробные ус-
ловия (‘ARE’, особенно AsCHS7 с 6 сайтами), фито-
патогены (‘Wun’, ‘WRE3’, ‘box S’), холод (‘LTR’), за-
суху (‘DRE1’), осмотический стресс, жару и дефицит 
питательных элементов (‘STRE’). Наибольшее число 
элементов (14) найдено у AsCHS8. Учитывая стрес-
совые факторы, использованные в нашей работе, 
отметим, что элементы ‘LTR’ (ответ на холод) обна-
ружены у AsCHS2, 4, 5 и 7; ‘DRE1’ и/или ‘STRE’ (от-
вет на осмотический стресс) – у всех генов, кроме 
AsCHS4 и 5 (рис. 7).

Проведенный анализ показал, что промоторные 
области AsCHS1–8 содержат от 4 (AsCHS4) до 14 
(AsCHS8) светочувствительных элементов (рис. 7). 

У всех генов найдены сайты связывания со 
стресс-ассоциированными факторами транскрип-
ции семейств MYB (‘MRE’, ‘MYB’, ‘MBS1’) и MYC 
(‘MYC’) – 5–14 и 2–8 элементов соответственно. 
MYB-связывающими сайтами наиболее обогащены 
промоторы генов AsCHS2 (14), 7 (10) и 4 (9); промо-
торы AsCHS2–5 содержат ‘MBS1’, ассоциированный 
с регуляцией биосинтеза флавоноидов (рис. 7). 
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ОБСУЖДЕНИЕ
Защитный ответ растений ассоциирован с накопле-
нием метаболитов с антиоксидантными свойства-
ми, в частности флавоноидов [5, 6]. У чеснока A. 
sativum, утратившего в процессе эволюции и до-
местикации фертильность, возникли, как след-
ствие, серьезные изменения генетической регуля-
ции адаптации к стрессу [34]. Флавоноидный путь 
у чеснока не охарактеризован. Поэтому целью на-
шего исследования стали идентификация и струк-
турно-функциональная характеристика генов A. 
sativum, кодирующих халконсинтазы, которые ка-
тализируют первую стадию пути биосинтеза фла-
воноидов [12].

Анализ генома и транскриптомов A. sativum со-
рта Ershuizao позволил выявить восемь генов хал-
консинтаз AsCHS1–8 (табл. 2). Число генов этого 
семейства в геноме чеснока отличалось от числа 
генов у других однодольных, таких как пшени-
ца T. aestivum (49 или 87 генов) или кукуруза Z. 
mays (17). Однако размеры этого семейства у A. sa-
tivum и у одного из видов, наиболее близких роду 
Allium – As. officinalis (шесть генов), оказались 
близкими [18, 21]. Поскольку высокая фенотипиче-
ская вариабельность современного чеснока счита-
ется следствием перекрестных скрещиваний фер-
тильных диких предков в центре происхождения 
вида [25, 34], можно предположить, что семейство 
AsCHS появилось в геноме чеснока еще до утраты 
видом способности к половому размножению. 

Опираясь на результаты структурно-филоге-
нетического анализа (табл. 2, рис. 1, 3), можно 
было бы предположить, что высокогомологичные 
белки AsCHS1, 3–5 функционально избыточ-
ны и могут работать с частичным перекрытием 
в разных тканях/органах растения, что опреде-
ляется специфичностью промоторов генов. 
Соответствующие гены значительно различаются 
набором цис-регуляторных элементов в промотор-
ной области (рис. 7) и профилем органоспецифич-
ной экспрессии (рис. 4), основанным на транскрип-
томных данных A. sativum сорта Ershuizao [31]. 
Участие генов в биосинтезе флавоноидов может 
быть ограничено отдельными узкоспециализиро-
ванными клетками/тканями/органами/стадиями 
развития растения чеснока. Выявленные мутации 
значимых аминокислотных остатков у AsCHS3 и 6 
(рис. 2), необходимых для формирования субстрат-
связывающих сайтов, могут также свидетельство-
вать о возможных различиях ферментативной ак-
тивности этих белков [10, 15].

В целом, если рассматривать экспрессию всех 
анализируемых генов AsCHS (рис. 4), то можно го-
ворить о существенной экспрессии только AsCHS8 

(FPKM>10) и, в меньшей степени, AsCHS3 (рис. 4). 
Это полностью подтверждается результатами ПЦР-
РВ, согласно которым экспрессируются только гены 
AsCHS3 и 8 с весомым преобладанием транскриптов 
AsCHS8 в корнях, ложном стебле и листьях чеснока 
сорта Сармат (рис. 5А). 

Отсутствие или низкая экспрессия остальных 
генов AsCHS1, 2 и 4–7 еще не является свиде-
тельством их нефункциональности. Все эти гены 
структурно полноценны, включая профиль цис-
регуляторных элементов в промоторной области 
(табл. 2, рис. 7), они могут иметь узкую специали-
зацию, участвуя в флавоноидном пути в конкрет-
ных клетках/тканях/органах на отдельных стадиях 
развития растения. К примеру, у пшеницы ряд ге-
нов халконсинтаз экспрессируется исключительно 
в клетках пыльников при развитии пыльцевой эк-
зины [21]. 

Нами проведен дополнительный анализ экспрес-
сии генов AsCHS1–8 в ответ на основные абиотиче-
ские стрессоры (засоление, засуха, холод), а также 
на экзогенную обработку фитогормонами (абсцизо-
вая кислота и метилжасмонат), которые опосреду-
ют сигнальные пути стрессовых ответов в растении 
[35]. В результате обнаружено, что только экс-
прессия гена AsCHS8 значимо изменяется в ответ 
на воздействие всех использованных нами стрессо-
ров (рис. 5Б). 

Показанное нами стимулирующее воздействие 
холода на активность гена AsCHS8 (рис. 5Б) соот-
ветствует данным подобных исследований, прове-
денных, например, на растениях Coelogyne ovalis 
[36] или Oryza sativa [37]. Повышение экспрессии 
гена AsCHS8 при засолении (рис. 5Б) согласуется 
с данными, полученными при изучении реакции 
растений риса [37], а также с положительной ас-
социацией между экспрессией генов халконсин-
таз и солеустойчивостью растений Eupatorium 
adenophorum [38]. 

В отличие от солевого и холодового эффектов 
ответ на другой осмотический стресс – засуху, со-
провождается снижением экспрессии гена AsCHS8 
(рис. 5Б). С одной стороны, это соответствует дан-
ным анализа растений Camellia sinensis, у которых 
в ответ на засуху уменьшалось содержание бел-
ка халконсинтаз [39]. С другой стороны, эффект 
AsCHS8 противоположен реакции трех генов хал-
консинтаз Silybum marianum, экспрессия которых 
увеличилась в ответ на засуху [40]. 

Примечательно, что обработка растений чеснока 
абсцизовой кислотой и метилжасмонатом подавляет 
экспрессию гена AsCHS8 как в корнях, так и в ли-
стьях (рис. 5Б). У видов Vitis sp. такие воздействия, 
напротив, стимулируют экспрессию генов халкон-



50 | ACTA NATURAE | ТОМ 17 № 2 (65) 2025

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

синтаз [41, 42]; в случае MeJA это ассоциировано 
с активацией жасмонатами биосинтеза антимикроб-
ных фитоалексинов для защиты от патогенов [41]. 
Возможно, противоположный эффект связан с тем, 
что растения чеснока богаты сераорганическими 
биологически активными соединениями, облада-
ющими высокими антиоксидантными и противо-
микробными свойствами [43], и c тем, что для за-
щитного ответа синтез флавоноидов, запускаемый 
у других видов растений жасмонатным сигнальным 
путем, не так важен. Более того, на примере Salvia 
miltiorrhiza показано, что обработка растений MeJA 
может и стимулировать (SmCHS1–5), и подавлять 
(SmCHS6), и не влиять (SmCHS7) на экспрессию ге-
нов халконсинтаз [44].

Известно, что флавоноиды участвуют в фото-
защите растений [1, 2], при этом биосинтез фла-
воноидов находится в положительной зависимости 
от освещения [45], с чем ассоциированы светочув-
ствительные цис-регуляторные элементы в про-
моторах генов халконсинтаз [7, 46]. Мы также 
обнаружили значительное количество светочувстви-
тельных сайтов в промоторах всех генов AsCHS и, 
в частности, AsCHS8 (рис. 7), что согласуется с по-
казанным нами подавлением экспрессии AsCHS8 
в затемненных растениях (рис. 6). Сходный про-
филь экспрессии генов халконсинтаз при наличии 
освещения и в темноте характерен и для других 
видов растений, например для Sinapis alba [45].

Таким образом, из всего семейства AsCHS только 
один ген (AsCHS8) участвует в защитных реакциях 
в листьях и корнях растения чеснока, причем от-
ветная динамика экспрессии гена зависит от типа 
стрессора и часто противоположна. Эти данные мо-
гут косвенно подтверждать, что в процессе эволю-
ции и доместикации в растениях чеснока возник-
ли серьезные изменения в генетической регуляции 
адаптации к стрессу, отличные от других видов рас-
тений [34], что требует дополнительных исследова-
ний.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Мы идентифицировали и охарактеризовали восемь 
генов халконсинтаз (AsCHS1–8) в геноме чеснока A. 
sativum сорта Ershuizao, сравнили профили их ор-
ганоспецифичной экспрессии с профилями у сорта 
Сармат и проанализировали экспрессию генов в от-
вет на абиотические стрессоры (засоление, засуха, 
холод), экзогенные фитогормоны (АБК, MeJA) (все 
гены) и освещенность (только AsCHS8). Полученные 
результаты позволяют предположить, что только 
два гена из восьми – AsCHS3 и 8, могут определять 
синтез флавоноидов во всех проанализированных 
органах в процессе развития растения чеснока, и ос-
новная халконсинтазная активность определяется 
AsCHS8, экспрессия которого в отдельных органах 
не только наиболее значима, но и чувствительна 
к воздействию стрессовых факторов. Остальные 
шесть генов (AsCHS1, 2, 4–7) могут участвовать 
в биосинтезе флавоноидов в узкоспециализиро-
ванных клетках/тканях/органах или на отдельных 
стадиях развития растений чеснока. Проведенные 
идентификация и характеристика генов халкон-
синтаз AsCHS1–8 чеснока могут стать основой 
для дальнейшего анализа механизмов регуляции 
стрессовой адаптации A. sativum, а также других 
видов Allium. 
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РЕФЕРАТ У больного с иммунофенотипом, характерным для B-клеточного острого лимфобластного лей-
коза (B-ОЛЛ), обнаружили хромосомную транслокацию t(9;22)(q34;q11), или филадельфийскую (Ph) 
хромосому и менее распространенный вариант химерного онкогена BCR::ABL/p210. При этом в дебюте 
заболевания с повышенным уровнем бластных клеток (77.6%) и лейкоцитов (48×109/л) каких-либо до-
полнительных мутаций в гене BCR::ABL, включая точечные мутации, вставки или делеции, выявлено 
не было. После проведения химиотерапии «Ph+ALL-2012m» с добавлением иматиниба (600 мг) и двух фаз 
консолидации отмечали развитие полной гематологической ремиссии и глубокого молекулярного ответа. 
Однако спустя 6 месяцев у пациента развился рецидив (бласты: 15%, BCR::ABL/p210: 105%). Через 3 не-
дели после начала терапии дазатинибом (100 мг) количество бластов уменьшилось до 4.8%, а уровень экс-
прессии BCR::ABL/p210 снизился до 11.8%. Секвенирование по Сэнгеру позволило идентифицировать два 
варианта мутаций в гене BCR::ABL, а именно, точечную мутацию F317L и новую вставку из 9 нуклеоти-
дов, ранее не обнаруженную. В последнем случае остаток лизина в позиции 294 был замещен на четыре 
новых аминокислотных остатка: K294SPSQ. После терапии бозутинибом и инотузумабом наблюдалось 
исчезновение одного лейкозного клона с мутацией F317L, однако сохранялось присутствие другого клона, 
несущего вставку из 9 нуклеотидов. Смена курса химиотерапии на понатиниб+блинатумомаб оказалась 
эффективной. Это привело к исчезновению инсерции. После аллогенной трансплантации гемопоэтиче-
ских стволовых клеток (алло-ТГСК) от неродственного HLA-совместимого донора наблюдалось развитие 
полной клинико-гематологической ремиссии и полного молекулярного ответа. Мониторинг минимальной 
остаточной болезни спустя 6 месяцев после алло-ТГСК показал сохранение ремиссии.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА В-ОЛЛ, BCR::ABL/P210, инсерция, K294SPSQ, резистентность к ингибиторам тиро-
зинкиназы. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ В-ОЛЛ – B-клеточный острый лимфобластный лейкоз; ХМЛ – хронический 
миелоидный лейкоз; ИТК – ингибитор тирозинкиназы; IM – иматиниб; алло-ТГСК – аллогенная транс-
плантация гемопоэтических стволовых клеток.
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ВВЕДЕНИЕ 
Острый B-лимфобластный лейкоз (B-ОЛЛ) – это 
клональное пролиферативное заболевание систе-
мы крови, вызванное генетическими нарушениями 
в В-клетках-предшественниках, чаще встречается 

у детей и реже у взрослых. У взрослых с В-ОЛЛ 
к редко выявляемым мутациям (<3%) относятся: 
t(v;11q23)/MLL, или KMT2A, включая t(4;11)(q21;q23)/
KMT2A-AF4, t(1;19)(q23;p13)/E2A-PBX1 (TCF3-PBX1), 
t(5;14)(q31;q32)/IL3-IGH, t(12;21)(p13;q22)/TEL-AML1 
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(ETV6-RUNX1), а также мутации с перестройкой 
гена с-MYC: t(8;14)(q24;q32), t(8;22)(q24;q11) или t(2;8)
(p22;q23). Напротив, при В-ОЛЛ у взрослых часто 
встречается (до 30%) филадельфийская хромосо-
ма (Ph-хромосома), которая образуется в резуль-
тате реципрокной транслокации t(9;22)(q34;q11), 
приводящей к образованию химерного онкогена 
BCR::ABL. У взрослых больных (≥ 20%) также вы-
являют вариант Ph-подобного В-ОЛЛ, молекуляр-
ный профиль генной экспрессии при котором схо-
ден с профилем, характерным для Ph-позитивного 
В-ОЛЛ, но отличается отсутствием хромосомной 
транслокации t(9;22)(q34;q11) и преобладанием вы-
сокой частоты встречаемости делеций в гене IKZF1 
[1]. Большинство названных мутаций коррелирует 
с плохим прогнозом, за исключением хромосомных 
транслокаций t(1;19)(q23;p13)/E2A-PBX1 и t(12;21)
(p13;q22)/TEL-AML1, которые связаны с промежу-
точным и благоприятным прогнозом соответствен-
но. Известно, что обнаружение у пациентов В-ОЛЛ 
хромосомной транслокации t(9;22)(q34;q11) коррели-
рует с неблагоприятным прогнозом и способствует 
накоплению онкобелка BCR::ABL с конститутивной 
тирозинкиназной активностью. Повышенная способ-
ность BCR::ABL к фосфорилированию белков-ми-
шеней приводит к трансформации гемопоэтических 
стволовых клеток, в результате которой изменяют-
ся многочисленные сигнальные пути, способствую-
щие повышению их выживаемости и пролиферации 
[2–4]. В зависимости от места локализации точки 
разрыва в гене BCR или варианта альтернативного 
сплайсинга мРНК BCR::ABL могут возникать разные 
слитые продукты. Наиболее распространенными сре-
ди них являются следующие изоформы BCR::ABL: 
e1a2 (p190), e13a2 и e14a2 (обе p210). При этом боль-
шинство больных B-ОЛЛ (77%), как правило, экс-
прессирует BCR::ABL/p190, тогда как меньшая часть 
пациентов (20%) экспрессирует BCR::ABL/p210, 
а остальные пациенты (3%) коэкспрессируют оба ва-
рианта: BCR::ABL/p190 и BCR::ABL/p210 [5]. Следует 
отметить, что, несмотря на неблагоприятное тече-
ние Ph-позитивного В-ОЛЛ в целом, прогноз хуже 
у носителей мутации BCR::ABL/p210 по сравнению 
с носителями мутации BCR::ABL/p190. Появление 
иматиниба (IM), ингибитора тирозинкиназы (ИТК) 
BCR::ABL, позволило значительно улучшить гемато-
логические, цитогенетические и молекулярно-гене-
тические показатели Ph-позитивных пациентов [6]. 
Однако у большинства пациентов с диагнозом В-ОЛЛ 
(Ph+) часто развивается резистентность к IM, обу-
словленная как BCR-ABL-зависимыми, так и BCR-
ABL-независимыми механизмами [7–12]. Для пре-
одоления этой резистентности были разработаны 
и внедрены в клиническую практику ИТК второго 

(нилотиниб, дазатиниб, бозутиниб), третьего (пона-
тиниб) и четвертого (асциминиб) поколения [13, 14]. 
К BCR-ABL-зависимым факторам, вызывающим 
устойчивость к ИТК, относятся мутации, возникаю-
щие в участке онкогена BCR::ABL, кодирующем ти-
розинкиназный домен, в том числе точечные мута-
ции, инсерции и делеции. Такие аномалии могут быть 
обнаружены как в начале заболевания, так и во вре-
мя лечения. В дебюте заболевания эти мутации 
встречаются редко (≤12%), однако их появление 
может возрастать в период лечения ИТК и способ-
ствовать возникновению устойчивости. К настояще-
му времени известно более 100 точечных мутаций 
онкогена BCR::ABL, описанных ранее как при B-ОЛЛ, 
так и при хроническом миелолейкозе (ХМЛ) [15–17]. 
Эти мутации затрагивают разные области киназно-
го домена BCR::ABL, среди которых: 1) фосфатсвя-
зывающая Р-петля (P-loop); 2) С-спиральный сайт 
(С-helix), отвечающий за аллостерическую регуля-
цию; 3) сайт связывания ATP/IM; 4) каталитический 
сайт (SH2-контакт, SH3-контакт, С-петля, или C-loop); 
5) петля активации (A-loop) (рис. 1). 

Чаще всего мутации обнаруживают в двух участ-
ках киназного домена, а именно, в P-loop и сайте 
связывания ATP/IM. К наиболее распространенным 
точечным мутациям относится T315I (С>T), которая 
приводит к замене треонина на изолейцин, что вы-
зывает устойчивость к четырем разным ИТК – има-
тинибу, дазатинибу, нилотинибу и бозутинибу [18]. 
Среди инсерционных мутаций киназного домена 
BCR::ABL у больных B-ОЛЛ чаще выявляют встав-
ки длиной от 2 до 12 аминокислотных остатков, ло-
кализуемые, как правило, между позициями I293 
и K294, а также K294 и H295. В обоих случаях в ре-
зультате мутаций нарушается структура контактно-
го сайта SH3, составляющего тирозинкиназный до-
мен онкобелка BCR::ABL. Это приводит к развитию 
резистентности к иматинибу [19, 20]. И, наконец, 
в число делеций онкогена BCR::ABL при B-ОЛЛ 

Рис. 1. Мутации тирозинкиназного домена BCR::ABL, 
выявленные у пациентов с Ph-позитивным лейкозом
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входит мутация Δ184–274, которая связана с поте-
рей 90 аминокислотных остатков. В частности, это 
нарушение затрагивает область P-loop из состава 
тирозинкиназного домена BCR::ABL, что коррелиру-
ет с устойчивостью к ИТК, включая понатиниб [21].

В настоящем исследовании у больного B-ОЛЛ 
(Ph+) на фоне терапии дазатинибом обнаруже-
на повышенная экспрессия химерного онкогена 
BCR::ABL/p210 и две мутации в киназном домене 
BCR::ABL. Первая из них – это хорошо известная 
точечная мутация F317L, а вторая мутация пред-
ставляет собой ранее не описанную вставку 9 ну-
клеотидов. Эта инсерция приводит к замене лизина 
в позиции K294 на четыре аминокислотных остатка 
SPSQ, которые являются частью SH3-контактного 
сайта тирозинкиназного домена BCR::ABL.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Пациент и образцы
Мужчина 42 лет поступил в Национальный ме-
дицинский исследовательский центр имени В.А. 
Алмазова с болью в коленном суставе и темпе-
ратурой до 38°. По данным клинического анализа 
(табл. 1) у пациента выявлено повышенное количе-
ство лейкоцитов (48×109/л), а также бластных кле-
ток в периферической крови (67%) и костном мозге 
(77.6%). Иммунофенотипирование выявило популя-
цию бластных клеток, характерных для В-ОЛЛ: CD
34+CD19+cytCD79a+CD10+CD38+sCD22+cytIgM-
HLADR-CD13+MPO-CD33-CD117-. Таким образом, 
у больного диагностировали В-клеточный острый 
лимфобластный лейкоз (вариант В II) с коэкспрес-
сией миелоидного маркера CD13+. Следует отме-
тить, что все проведенные люмбальные пункции 
показали отсутствие лейкозных клеток в спинно-
мозговой жидкости пациента.

Цитогенетический анализ
Приготовление препаратов хромосом и последующее 
дифференциальное окрашивание хромосом проводи-
ли по методике, описанной ранее [22]. Патологию ка-
риотипа интерпретировали по результатам анализа 
20 митозов методом стандартного кариотипирования 
и/или 200 интерфазных ядер после выполнения флу-
оресцентной гибридизации in situ (FISH).

Выделение РНК, обратная транскрипция (ОТ), 
качественная и количественная ПЦР в режиме 
реального времени (qPCR)
Тотальную РНК выделяли из 2.5 мл перифериче-
ской крови, проводили элюцию в 30 мкл буфера, 
свободного от РНКаз, и ОТ с использованием стан-
дартного набора реактивов и протокола произво-
дителя («АмплиСенс», Россия). Качественное опре-
деление варианта слитого транскрипта BCR::ABL 
проводили на основе микрочиповой ПЦР и набо-
ра реактивов 5× qPCRmix-HS («Евроген», Россия) 
как описано ранее [23]. Количественную оценку 
онкогена BCR::ABL/p210 проводили с использова-
нием qPCR и набора реактивов Leucosis Quantum 
M-bcr-FRT PCR kit («АмплиСенс», Россия). По окон-
чании ПЦР количество (%) мРНК-транскрипта 
BCR::ABL/p210 рассчитывали по стандартной фор-
муле: количество копий BCR::ABL/p210 делили 
на количество копий ABL и умножали на 100.

Выделение ДНК
Геномную ДНК выделяли из 0.2 мл периферической 
крови с использованием набора QIAamp DNA Mini 
Kit (Qiagen, США) в соответствии с протоколом про-
изводителя. Полученную ДНК элюировали в 50 мкл 
AE-буфера (10 мМ Трис-HСl, 0.5 мМ EDTA, pH 9.0).

Скрининг мутаций тирозинкиназного домена 
BCR::ABL
Мутационный статус тирозинкиназы BCR::ABL 
определяли двумя способами: путем амплификации 
кДНК вслед за ОТ, а также на основе амплификации 
участка геномной ДНК. В первом случае выполня-
ли стандартную гнездовую ПЦР с использованием 
олигонуклеотидов, а также условий амплификации 
и термоциклирования, как описано ранее [24]. Во вто-
ром случае для определения мутаций онкогена 
BCR::ABL в геномной ДНК проводили амплифика-
цию длинных фрагментов (Long-range PCR) с ис-
пользованием двухраундовой ПЦР и набора реакти-
вов BioMaster LR HS-PCR («Биолабмикс», Россия). 
Условия амплификации и термоциклирования были 
одинаковыми в обоих раундах ПЦР, за исключением 
использования специфических олигонуклеотидов, по-
добранных через систему NCBI (табл. 2). При выпол-
нении второго раунда ПЦР амплификационная смесь 

Таблица 1. Основные характеристики пациента в дебюте B-ОЛЛ

Мужчина
Периферическая кровь

Костный мозг 
(бласты, %)гемоглобин, 

г/л
лейкоциты, 

×109/л
тромбоциты, 

×109/л
лимфоциты, 

% моноциты, % бласты, %

Пациент 101 48 30 15 3 67 77.6

Здоровый человек 130–160 4–9 150–400 19–37 3–11 0 0.1–1.1
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содержала 1× ПЦР-буфер, 2.5 мМ каждого dNTP, 10 
пМ прямого и обратного праймеров, 3 мкл продук-
та амплификации (после первого раунда ПЦР) и 5 
единиц полимеразы Encyclo Taq («Евроген», Россия). 
Термоциклирование включало удержание при 95oC 
в течение 10 мин с последующими 50 циклами: 95oC 
в течение 15 с и 60oC в течение 1 мин. Размер про-
дукта амплификации после второго раунда ПЦР со-
ставлял 293 п.н. Мутационный статус BCR::ABL опре-
деляли с использованием прямого секвенирования 
по методу Сэнгера на генетическом анализаторе ABI 
PRISM 3500 (Applied Biosystems, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ мутаций в дебюте В-ОЛЛ
Стандартное кариотипирование выявило аномальный 
кариотип клеток костного мозга пациента: {t(9;22)
(q34;q11) [15], 46XY [5]}. Ph-хромосома обнаруже-
на в 15 из 20 просмотренных митозов, что состави-
ло 75%. Онкоген BCR::ABL обнаружили также в 120 
из 200 интерфазных ядер, просмотренных методом 
FISH. Согласно результатам количественной ПЦР, 
в периферической крови отмечена повышенная экс-
прессия онкогена BCR::ABL/p210, уровень которой 
не превышал 56% (рис. 2). При этом дополнительных 
мутаций в участке онкогена BCR::ABL, кодирующем 
тирозинкиназный домен, не обнаружено. 

Терапия и мониторинг минимальной остаточной 
болезни (MОБ)
После получения информированного согласия боль-
ному B-ОЛЛ проводили лечение по протоколу 
«Ph+ALL-2012m» в комбинации с иматинибом (600 
мг) [25]. Через 8 месяцев терапии, включающей две 
фазы индукции и три фазы консолидации, у паци-
ента обнаружили полную гематологическую ремис-
сию и глубокий молекулярный ответ (BCR::ABL/
p210: 0.002%). Однако спустя 6 месяцев у пациента 
отмечали развитие рецидива (бласты: 15%, BCR::ABL/
p210: 105%). После трехнедельной терапии: дазатиниб 
(100 мг) + дексаметазон (20 мг) количество бластов 
уменьшилось до 4.8%, а уровень BCR::ABL/p210 сни-
зился до 11.8%. Выполнение секвенирования по ме-
тоду Сэнгера позволило обнаружить нуклеотидную 
замену T на C в позиции 949 (NM_005157) гена ABL, 
что ассоциировано с появлением точечной мутации 

Таблица 2. Специфические олигонуклеотиды для ПЦР и прямого секвенирования BCR::ABL

Праймер Первый раунд ПЦР Второй раунд ПЦР Секвенирование

Прямой (5’–3’) ACTCGTGTGTGAAACTCCAGACT AGGACGAGTATGCGCTGAAG AGGACGAGTATGCGCTGAAG

Обратный (5’–3’) CGAGGTTTTGTGCAGTGAGC CGAGGTTTTGTGCAGTGAGC CGAGGTTTTGTGCAGTGAGC

Рис. 2. Анализ биомаркеров в дебюте B-ОЛЛ 
и во время лечения. Терапия FLAG* включа-
ет FLAG+венетоклакс (100 мг)+асциминиб 
(400 мг). Количество (%) мРНК-транскрипта онкогена 
BCR::ABL/210 (мутаций) оценивали относительно 
референсного гена ABL (дикого типа). Количество (%) 
бластных клеток определяли, принимая за 100% число 
всех содержащих ядро элементов в костном мозге

F317L. Одновременно с этим определили новую 9-ну-
клеотидную вставку (GCCCTTCCC) в позиции меж-
ду 1073–1074 (NM_005157) гена ABL. Возникновение 
названной инсерции связано с заменой лизина в по-
ложении K294 на четыре аминокислотных остатка, 
а именно, серин-пролин-серин-глутамин (K294SPSQ), 
которые предшествовали гистидину в позиции H295 
(рис. 3).

После определения мутационного статуса 
BCR::ABL дазатиниб заменили на бозутиниб. Лечение 
бозутинибом (500 мг) + дексаметазон (40 мг) про-
водили в сочетании с двумя курсами терапии ино-
тузумабом (0.8 и 0.5 мг/м2). У пациента отмечали 
снижение количества бластов до 0.2% и уровня экс-
прессии мРНК BCR::ABL/p210 до 0.069%. Однако 
через 1.5 месяца после завершения курса лечения 
в костном мозге пациента наблюдалось увеличение 
количества бластов до 75.2% и повышение уровня 
BCR::ABL/p210 до 86%. Секвенирование по методу 
Сэнгера показало отсутствие мутации F317L, но со-
хранение 9-нуклеотидной вставки. После терапии 
FLAG+венетоклакс (100 мг)+асциминиб (400 мг) 
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уровень бластов в костном мозге снизился до 20% 
(BCR::ABL/p210: 73.5%). Секвенирование вновь под-
твердило наличие инсерции. Смена терапии на по-
натиниб (45 мг)+блинатумомаб (28 мкг) приве-
ла к исчезновению лейкозного клона со вставкой, 
что коррелировало с полным молекулярным ответом 
и развитием полной клинико-гематологической ре-
миссии. Спустя 1 месяц после химиотерапии паци-
енту была проведена алло-ТГСК от неродственного 
полностью HLA-совместимого донора. Мониторинг 
экспрессии онкогена BCR::ABL/p210 и его мутацион-
ного статуса подтвердил отсутствие каких-либо моле-
кулярно-генетических нарушений в течение послед-
них 6 месяцев после алло-ТГСК. В настоящее время 
пациент находится в MОБ-отрицательной ремиссии.

ОБСУЖДЕНИЕ
В статье описан редкий клинический случай Ph-
позитивного B-ОЛЛ с носительством химерного гена 
BCR::ABL, как правило, характерного для ХМЛ и от-
личающегося рядом особенностей. Во-первых, у па-
циента в дебюте В-ОЛЛ (Ph+, BCR::ABL/p210+) 
не обнаружили каких-либо мутаций в тирозинки-
назном домене BCR::ABL. Во-вторых, развитие рези-
стентности к дазатинибу коррелировало с обнаруже-
нием двух опухолевых клонов. Один из них включал 
точечную мутацию F317L, тогда как другой – новую 
9-нуклеотидную вставку, которая приводила к за-
мене лизина в положении K294 на четыре амино-
кислотных остатка – серин-пролин-серин-глутамин 
(K294SPSQ). При этом следует отметить, что об-
наруженная инсерция не приводила к сдвигу рам-
ки считывания. В-третьих, после возникновения 
резистентности к дазатинибу у пациента обнару-
жили рефрактерность к бозутинибу и асциминибу. 
При этом у больного В-ОЛЛ отмечали редукцию 
одного лейкозного клона, несущего мутацию F317L, 
и сохранение другого опухолевого клона, несуще-

го вставку из 9 нуклеотидов. Только смена терапии 
на понатиниб+блинатумомаб привела к исчезновению 
клона с инсерцией. Согласно более ранним публика-
циям, точечная мутация F317L локализуется в участ-
ке киназного домена онкогена BCR::ABL, который от-
вечает за связывание иматиниба (IM binding site) [26]. 
В настоящее время известно, что носители этой мута-
ции резистентны к иматинибу и дазатинибу, но чув-
ствительны к бозутинибу [18]. В нашем случае лече-
ние (бозутиниб+дексаметазон) в сочетании с двумя 
курсами терапии инотузумабом привело к исчезно-
вению мутации F317L. Однако 9-нуклеотидная встав-
ка при этом сохранялась. Одновременно с этим у па-
циента обнаружили повышение уровня экспрессии 
онкогена BCR::ABL/p210 и увеличение количества 
опухолевых клеток, что коррелировало с прогрессией 
лейкоза (рис. 2). Интересно отметить, что названная 
вставка, которая привела к замене лизина на четыре 
новых аминокислотных остатка, расположена в обла-
сти SH3-контакта, составляющего тирозинкиназный 
домен BCR::ABL. Известно, что мутации, способству-
ющие развитию резистентности к ИТК, чаще всего 
происходят в этом участке, а также в области P-loop 
[27]. Согласно более ранним исследованиям, контакт-
ный сайт SH3 необходим для аутоингибирования ти-
розинкиназы ABL в нормальной клетке [28]. В тех 
случаях, когда в этом участке возникают мутации, 
в частности инсерции, это приводит к значительно-
му нарушению вышеназванной функции. Кроме того, 
согласно последним исследованиям, появление в гене 
BCR::ABL мутаций, приводящих к модификации 
контактных сайтов (SH2 и SH3), наряду с дестаби-
лизацией специфических третичных структур белка 
и крупномасштабными конформационными измене-
ниями, рассматривают как дополнительные механиз-
мы приобретения резистентности к ИТК [29].

В нашем случае появление 9-нуклеотидной встав-
ки в области SH3-контакта из состава тирозинкиназ-
ного домена BCR::ABL привело к обнаружению но-
вого мотива SPSQ. По-видимому, фосфорилирование 
этого мотива по серину одной из серин/треониновых 
киназ, в частности Dyrk1A, может способствовать 
прогрессии лейкоза. Ранее обнаружили, что Dyrk1A 
принимает участие в фосфорилировании нескольких 
таргетных белков, включая Amph1, которые также 
несут мотив SPSQ [30]. Интересно отметить, что по-
вышенную экспрессию Dyrk1A недавно обнаружили 
при B-ОЛЛ (BCR::ABL/p190+) [31]. При этом пока-
зано, что поддержанию пролиферации лейкозных 
клеток, сверхэкспрессирующих Dyrk1A, способству-
ет активация JAK/STAT-сигнального пути. Те же ис-
следователи на примере мышиной модели B-ОЛЛ 
(BCR::ABL/p190+) предположили, что Dyrk1A мо-
жет вовлекаться в регуляцию экспрессии BCR::ABL. 

Рис. 3. Последовательность новой инсерции в тирозин-
киназном домене BCR::ABL, обнаруженная у больного 
B-ОЛЛ. А – дебют B-ОЛЛ – мутации не обнаружено. 
Б – рецидив B-ОЛЛ – обнаружена инсерционная мута-
ция (K294SPSQ) 

А

Б
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В частности, установлено, что искусственно вызван-
ный гетерозиготный дефицит Dyrk1A у этих мышей 
помогает предотвратить выживание лейкемических 
клеток и способствует нормализации кроветворения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, у больного B-ОЛЛ (BCR::ABL/
p210+) нами обнаружено возникновение резистент-
ности к нескольким ИТК (дазатиниб, бозутиниб, ас-
циминиб), а также к полихимиотерапии, включая 
режим FLAG. Это сопровождалось увеличением 
экспрессии BCR::ABL/p210+ и обнаружением двух 

лейкозных клонов, один из которых включал точеч-
ную мутацию F317L, а другой – новую 9-нуклео-
тидную вставку (GCCCTTCCC), что сопровождалось 
замещением лизина в положении K294 на четыре 
аминокислотных остатка (K294SPSQ). В описанном 
случае В-ОЛЛ повышение устойчивости к ИТК мо-
жет быть связано с увеличением уровня фосфори-
лирования серина в новом мотиве SPSQ при уча-
стии серин/треониновой киназы DyrkA1. Это может 
приводить к активации сигнального пути JAK/STAT, 
что, в конечном итоге, усиливает клеточную проли-
ферацию и поддерживает лейкемогенез. 
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РЕФЕРАТ Ранее мы показали, что белок Aef1 дрозофилы, содержащий домены цинковых пальцев, вза-
имодействует с DUB-модулем комплекса SAGA. Сайты связывания белка Aef1 колокализуются с ком-
плексами модификации и ремоделирования хроматина SAGA и dSWI/SNF, а также с репликационным 
комплексом ORC. Белок Aef1 преимущественно локализован на промоторах активных генов (55% сай-
тов) и может участвовать в регуляции транскрипции этих генов. В представленной работе установ-
лено, что сайты связывания белка Aef1 в клетках S2 дрозофилы, расположенные вне промоторов 
генов, являются областями с пониженной плотностью нуклеосом и колокализуются с комплексами 
SAGA, dSWI/SNF и ORC. Сайты связывания Aef1 колокализуются с белком CBP и гистоновой меткой 
H3K27Ac, что считается меткой активных энхансеров. С целью изучения роли белка Aef1 в регуляции 
транскрипции провели RNA-Seq-эксперимент в нормальных клетках S2 дрозофилы и в клетках с РНК-
интерференцией Aef1. Показали, что белок Aef1 влияет на транскрипцию 342 генов, причем более по-
ловины из них (178) содержат Aef1 на своих промоторах или энхансерах. Таким образом, белок Aef1 
может привлекаться как на промоторы, так и на энхансеры и участвовать в регуляции транскрипции 
соответствующих генов как прямо, так и опосредованно. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА Aef1, SAGA, dSWI/SNF, ORC, CBP, H3K27Ac, энхансеры.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ SAGA – гистонацетилтрансферазный комплекс; SWI/SNF – комплекс ремодели-
рования хроматина; ORC – комплекс позиционирования точек начала репликации в геноме.

ВВЕДЕНИЕ
Регуляция экспрессии генов эукариот – сложный 
процесс, который происходит на нескольких последо-
вательных этапах транскрипции, процессинга мРНК, 
экспорта мРНП из ядра, трансляции и фолдинга бел-
ков [1]. Локальная структура хроматина, положение 
гена относительно функциональных ядерных ком-
партментов и дальние взаимодействия регуляторных 
элементов являются дополнительным уровнем регу-
ляции генетических процессов в контексте сложной 
организации эукариотического генома в трехмерном 
пространстве клеточного ядра [2–5].

Высококонсервативный коактиваторный ком-
плекс SAGA, основной функцией которого явля-
ется модификация (ацетилирование и деубиквити-
нирование) гистонов хроматина, содержит более 20 

белковых субъединиц [6]. Субъединицы комплек-
са SAGA взаимодействуют с различными актива-
торами транскрипции, привлекая таким образом 
комплекс на промоторы определенных генов [7, 8]. 
Между комплексами, ремоделирующими и моди-
фицирующими хроматин, существует определен-
ный синергизм действия. Показано, что комплекс 
SAGA ацетилирует нуклеосомы на промоторах ге-
нов в процессе активации транскрипции. Это при-
водит к привлечению комплекса ремоделирования 
хроматина dSWI/SNF и стимулированию его ремо-
делирующей активности [9, 10]. Комплекс ремодели-
рования хроматина SWI/SNF и ацетилтрансфераза 
CBP/p300/Nejire, которая ответственна за внесение 
метки активных энхансеров H3K27Ac, оказывают 
большой функциональный эффект на активацию 
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экдизон-зависимых генов dhr3 и hr4 в клетках S2 
[11–14]. Показано, что ацетилирование гистона H3 
(H3K27Ac) на энхансерах необходимо для актива-
ции экдизон-зависимых генов [15].

Комплексы SAGA и SWI/SNF дрозофилы лока-
лизованы на различных регуляторных элементах 
генома, включая промоторы, где зачастую колока-
лизуются с репликационным комплексом ORC [16]. 
Инициация репликации происходит на множестве 
сайтов, которые называются участками начала 
(ориджинами) репликации. На ориджины реплика-
ции привлекается комплекс ORC, который состо-
ит из шести субъединиц (ORC1–6). Комплекс ORC 
связывает определенные участки генома [17], одна-
ко субъединицы данного комплекса не проявляют 
явной специфичности к последовательностям ДНК. 
Поэтому встает вопрос, какие факторы определяют 
позиционирование ORC-комплексов в геноме.

В ходе предыдущих исследований нами обнару-
жено, что инсуляторный белок Su(Hw), содержа-
щий домены цинковых пальцев, взаимодейству-
ет с белком ENY2 (субъединица комплекса SAGA) 
и привлекает комплексы SAGA, SWI/SNF и ORC 
на Su(Hw)-зависимые инсуляторы дрозофилы, уча-
ствуя одновременно в регуляции транскрипции 
и в позиционировании ориджинов репликации [18–
22]. Предполагалось, что существуют и другие белки 
с доменами цинковых пальцев, которые взаимодей-
ствуют с комплексом SAGA дрозофилы и функци-
онируют сходным образом на других регуляторных 
элементах генома, включая промоторы. В ходе даль-
нейших экспериментов были идентифицированы еще 
четыре белка с доменами цинковых пальцев: CG9890, 
CG9609, Aef1 (Adult enhancer factor 1) и CG10543 
[23–27]. Эти белки также колокализуются с ком-
плексами SAGA, ORC и dSWI/SNF на своих сайтах 
связывания, преимущественно на промоторах актив-
ных генов и могут принимать участие в регуляции 
транскрипции. Белок Aef1, как показано ранее, при-
влекается на энхансеры генов adh, yp1, yp2 и влияет 
на их транскрипцию [28–30]. В предыдущей работе 
[26] нами установлено, что РНК-интерференция бел-
ка Aef1 влияет на транскрипцию нескольких генов. 
С целью изучения влияния белка Aef1 на транс-
крипцию всех генов в клетках S2 дрозофилы 
нами проведен RNA-Seq-эксперимент как в норме, 
так и при РНК-интерференции белка Aef1. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культивирование клеток линии Schneider 2 (S2). 
РНК-интерференция
Клетки S2 культивировали при  25°С в  среде 
Schneider′s insect medium (Sigma, США) с добав-

лением 10% фетальной сыворотки крупного рога-
того скота (HyClone, США). Клетки трансфици-
ровали с использованием Effectene Transfection 
Reagent (Qiagen, США) по протоколу производите-
ля. Нокдаун гена Aef1 проводили с помощью РНК-
интерференции согласно опубликованному прото-
колу [22]. В качестве неспецифического контроля 
для РНК-интерференции использовали дцРНК, со-
ответствующую фрагменту плазмиды pBluescipt II 
SK(-) (Stratagene, США). дцРНК для нокдауна гена 
Aef1 и контроля синтезировали с использованием 
следующих праймеров:

Aef1, GAATTAATACGACTCACTATAGGGAGAATGA
TGCATATCAAAAGCCT и GAATTAATACGACTCAC
TATAGGGAGATCCGGGATGCTCGCTATGT;
pBluesciptIISK(-), GAATTAATACGACTCACTATAGG
GAGAGTTACATGATCCCCCATG и GAATTAATACG
ACTCACTATAGGGAGATTTCGCCCCGAAGAACG.

В каждый эксперимент по РНК-интерференции 
дцРНК брали из расчета 30 мкг на 1 млн клеток. 
Эксперимент выполняли в трех повторах. По про-
шествии 5 дней инкубации выделяли РНК.

RNA-Seq и идентификация дифференциально 
экспрессирующихся генов
Библиотеки RNA-Seq получали с использова-
нием набора NEBNext Ultra II Directional RNA 
Library Prep Kit for Illumina (New England Biolabs). 
Качество библиотек было проверено с помощью 
Bioanalyzer. Библиотеки секвенированы на геномном 
секвенаторе Illumina HiSeq 2000. Исходные риды 
в формате Fastq выравнивали на геном дрозофилы 
dmel_r6.54 с помощью программы Hisat2 [31], пред-
варительно удалив адаптеры с помощью программы 
Atropos [32]. Также устанавливали ключ «-a», кото-
рый позволяет искать множественные выравнива-
ния, с целью их исключения из анализа. В дальней-
шую работу брали только уникально картированные 
риды, обрабатывая флаг «NH:i» в результатах выво-
да программы Hisat2. Дифференциально экспресси-
рующиеся гены определяли с помощью программы 
CuffDiff2 [33].

Анализ обогащения белковых факторов 
на сайтах связывания Aef1
Для изучения колокализаций сайтов связывания 
белка Aef1 с различными белковыми факторами ис-
пользовали ChIP-Seq-профили белков Aef1, GCN5, 
OSA, ORC2, H3, CBP, H3K27Ac, полученные нами 
ранее [14, 24, 26, 27, 34]. Данный анализ и визуали-
зацию результатов выполняли с помощью пакета 
deepTool2 [35].
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Сайты связывания белка Aef1 являются 
областями с пониженной плотностью нуклеосом 
и колокализуются с комплексами SAGA, 
dSWI/SNF и ORC независимо от геномной 
локализации
Ранее мы показали, что белок Aef1 преимуще-
ственно локализован на промоторах активных генов 
(55% сайтов) и участвует в регуляции транскрип-
ции [26]. Сайты связывания Aef1 колокализуются 
с комплексами модификации и ремоделирования 
хроматина SAGA и dSWI/SNF, а также с репли-
кационным комплексом ORC. Существенная часть 
сайтов Aef1 (35%) расположена в теле генов (исклю-
чая промоторы) и межгенных областях (10% сай-
тов). В данной работе мы изучаем свойства сайтов 
связывания, расположенных вне промоторов генов. 
В анализе использовали ChIP-Seq-профили бел-
ков Aef1, GCN5 (комплекс SAGA), OSA (комплекс 
SWI/SNF), ORC2 (комплекс ORC) и гистона H3 [14, 
24, 26, 27]. Проанализировано обогащение каждым 
из этих белков на двух группах сайтов – сайтах 
связывания Aef1, расположенных на промоторах 
и вне их (рис. 1). Показано, что исследуемые бел-
ковые комплексы привлекаются на обе группы сай-
тов примерно с одинаковой эффективностью, хотя 
сайты вне промоторов демонстрируют более низкие 

уровни белков OSA и ORC2. Анализ распределения 
гистона H3 показал, что все сайты связывания Aef1 
являются областями с пониженной плотностью ну-
клеосом, что характерно для активных регулятор-
ных элементов, участвующих в регуляции транс-
крипции [36]. 

Сайты связывания белка Aef1 колокализуются 
с активными энхансерами
Чтобы лучше понять природу сайтов связывания 
белка Aef1, мы решили проанализировать сай-
ты связывания, расположенные вне промоторов. 
В ряде работ показано, что белок Aef1 привлека-
ется на энхансеры генов adh, yp1, yp2 и влияет 
на их транскрипцию [28–30]. Маркером активных 
энхансеров является гистоновая метка H3K27Ac, 
за которую отвечает ацетилтрансфераза CBP/p300/
Nejire. Комплекс ремоделирования хроматина SWI/
SNF и ацетилтрансфераза CBP/p300/Nejire привле-
каются на экдизон-зависимые энхансеры, что необ-
ходимо для активации транскрипции [14]. Мы ре-
шили проверить геномную колокализацию белка 
CBP и гистоновой метки H3K27Ac на сайтах свя-
зывания Aef1. Использовали ChIP-Seq-профили 
CBP и H3K27Ac, полученные нами ранее [14, 34]. 
Как видно из рис. 2, сайты связывания белка Aef1 
характеризуются привлечением CBP и H3K27Ac. 
Таким образом, можно сделать вывод, что значи-

Рис. 1. Геномные коло-
кализации сайтов свя-
зывания белка Aef1 c 
белками GCN5 (комплекс 
SAGA), OSA (комплекс 
dSWI/SNF), ORC2 (ком-
плекс ORC) и гистона H3. 
Названия белков приведе-
ны вверху панелей. Пред-
ставлены данные для сай-
тов Aef1, расположенных 
на промоторах (средняя 
панель) и вне их (ниж-
няя панель). На верхней 
панели приведены усред-
ненные профили. Синим 
цветом показан профиль 
белков, расположенных 
на промоторных сайтах 
Aef1, зеленым – на сайтах 
Aef1 вне промоторов
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тельная часть сайтов связывания Aef1 колокализу-
ется с активными энхансерами. 

Мы заметили, что CBP и H3K27Ac также мар-
кируют и сайты связывания Aef1, расположенные 
на промоторах, и проанализировали еще одну груп-
пу сайтов, а именно промоторы, которые не содер-
жат белка Aef1 (рис. 2, нижние панели). Анализ та-
ких сайтов выявил низкий уровень CBP и H3K27Ac. 
Таким образом, привлечение CBP и высокий уро-
вень сигнала H3K27Ac на Aef1-содержащих промо-
торах коррелируют с наличием сайта связывания 
Aef1, а не с промотором как таковым. 

Мы решили идентифицировать потенциальный 
консенсус связывания белка Aef1 на промоторах 
и вне их с помощью программы MEME-ChIP. В обе-
их группах сайтов идентифицирован идентичный 
консенсус (CAA)n (рис. 3), уже идентифицирован-
ный нами ранее на всем пуле сайтов [26]. Можно за-
ключить, что обе группы сайтов образуются за счет 
ДНК-связывающих свойств белка Aef1, а не явля-
ются результатом образования петель от других 
регуляторных элементов. Это хорошо согласуется 

с данными, согласно которым экспериментально 
подтвержденный сайт связывания Aef1 в энхансере 
гена adh содержит последовательность CAACAA. 

Белок Aef1 участвует в регуляции транскрипции 
генов
Как уже упоминалось, сайты связывания белка 
Aef1 локализованы как в промоторных областях 
генов, так и вне промоторов. Причем обе группы 
сайтов колокализуются с метками активных эн-
хансеров, что указывает на возможную роль белка 
Aef1 в регуляции транскрипции. Поэтому был про-
веден RNA-Seq-анализ в клетках S2 дрозофилы (в 
нормальных и с РНК-интерференцией белка Aef1). 
В результате были идентифицированы 342 гена, 
экспрессия которых значимо (q-value < 0.05) из-
менялась при РНК-интерференции Aef1. Все гены, 
на которые влияет РНК-интерференция белка Aef1, 
были разделены на несколько групп в зависимо-
сти от наличия сайтов связывания Aef1 в области 
гена. Оказалось, что 57 (17%) генов содержат Aef1 
только в промоторной области, 52 (15%) содержат 
Aef1 только на потенциальных энхансерах и 69 
(20%) генов содержат Aef1 одновременно на обоих 
регуляторных элементах. Сайтов связывания Aef1 
не содержат 164 (48%) гена. Можно сделать вывод, 
что белок Aef1, локализованный как на промоторах, 
так и на энхансерах, принимает участие в регуля-
ции транскрипции. Полученные результаты пока-
зывают также, что Aef1 может действовать прямо 
или косвенно, так как половина генов его не связы-
вают. Можно предположить, что могут существо-
вать петли между сайтами белка Aef1 (потенциаль-
ные энхансеры) и удаленными промоторами. 
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Рис. 2. Геномная колокализация белков Aef1, CBP 
и H3K27Ac на трех группах сайтов: на сайтах Aef1 
на промоторах (верхние панели), на сайтах Aef1 
вне промоторов (средние панели), на промоторах 
без Aef1 (нижние панели). Названия соответствующих 
белков указаны вверху панелей

Рис. 3. Потенциальная консенсусная последователь-
ность связывания белка Aef1, идентифицированная 
на промоторных сайтах (А) и вне промоторов (Б). 
Величина E-value отображает статистическую значи-
мость результата и представляет собой вероятность 
случайного совпадения
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе нами показано, что белок Aef1, со-
держащий цинковые пальцы, принимает участие 
в регуляции транскрипции. РНК-интерференция 
белка Aef1 влияет на транскрипцию 342 генов в S2-
клетках дрозофилы. Около половины этих генов 
не содержат сайтов связывания белка Aef1 в промо-
торной области или теле гена, что может указывать 
на косвенные механизмы регуляции транскрипции, 
например, посредством образования петель между 
энхансерами и промоторами. Анализ сайтов связы-
вания белка Aef1 показал, что они колокализуют-
ся с маркерами активных энхансеров: белком CBP 
и гистоновой меткой H3K27Ac. Это общее свойство 
сайтов связывания белка Aef1 не зависит от их ло-
кализации на промоторах или в межгенных обла-
стях. Aef1-содержащие промоторы гораздо сильнее 
обогащены белком CBP и H3K27Ac по сравнению 
с промоторами, не содержащими Aef1. Таким обра-
зом, можно заключить, что это свойство именно сай-
тов связывания Aef1, а не промоторов как таковых. 
Известно, что несколько Aef1-содержащих энхансе-
ров дрозофилы расположены в областях, близких 
к сайтам начала транскрипции. В качестве приме-
ра можно привести энхансер гена adh [30]. Можно 
предположить, что белок Aef1 – это чисто энхан-
серный белок, а промоторная локализация обуслов-
лена его привлечением на близлежащие энхансеры.

В предыдущих работах [18, 19] мы показали, 
что белок Su(Hw) привлекает комплекс SAGA 
и dSWI/SNF на свои сайты связывания, что при-
водит к формированию областей с низкой плотно-
стью нуклеосом и привлечению репликационного 
комплекса ORC. В ходе дальнейших экспериментов 
были идентифицированы еще четыре белка с до-
менами цинковых пальцев, CG9890, CG9609, Aef1 
и CG10543, которые колокализуются с комплексами 
SAGA, SWI/SNF и ORC [23–27]. Белок Su(Hw) лока-
лизуется преимущественно в межгенных областях 
на инсуляторах. Белки CG9890, CG9609 и CG10543 
обладают преимущественно промоторной локализа-
цией. Как показано в нашей работе, сайты связыва-
ния белка Aef1 колокализуются с маркерами актив-
ных энхансеров. Несмотря на различия в геномной 
локализации, все эти белки обладают схожими 
свойствами по отношению к комплексам SAGA, 
SWI/SNF и ORC. Мы предполагаем, что позициони-
рование ORC-комплексов в геноме детерминируется 
ДНК-связывающими белками, которые определяют 
формирование различных регуляторных элементов, 
включая инсуляторы, промоторы и энхансеры. Нами 
показано, что Aef1 может быть примером такого 
белка. 

Работа выполнена при поддержке Российского 
научного фонда, грант № 20-14-00269. 
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РЕФЕРАТ Ген Pou5f1 кодирует белок Oct4 – один из ключевых транскрипционных факторов, необхо-
димых для поддержания плюрипотентного состояния клеток эпибласта и жизнеспособности половых 
клеток. Однако с использованием методов функциональной генетики были получены убедительные 
данные, свидетельствующие о более широком спектре функций Pou5f1 в онтогенезе мыши, в част-
ности, в сдерживании атеросклеротических процессов. При изучении данного аспекта акцент делался 
на функциях белка Oct4, тогда как вклад регуляторных последовательностей, расположенных в гра-
ницах гена Pou5f1, в реализацию этих неканонических функций не рассматривался. В настоящей ра-
боте на основе эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) мыши нами создана генетическая модель, 
позволяющая оценить влияние промотора гена Pou5f1 на транскрипцию окружающих его генов Major 
Histocompatibility Complex (MHC)-локуса. Нами показано, что делеция этого промотора не оказывает 
существенного влияния на экспрессию ряда генов данного локуса ни в ЭСК, ни в трофобластных про-
изводных этих клеток. Важное исключение составил ген Tcf19, который активировался при такой де-
леции и который может быть ассоциирован с патологией атеросклероза через свое провоспалительное 
действие. При дальнейшем использовании разработанная генетическая модель позволит оценить вклад 
цис-регуляторной связи Pou5f1 с Tcf19 и, возможно, с другими генами в описанный ранее атеросклеро-
тический фенотип мышей, несущих делецию промотора гена Pou5f1 в гладкомышечных и эндотели-
альных клетках кровеносных сосудов. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА Pou5f1, Oct4, эмбриональные стволовые клетки (ЭСК), Major Histocompatibility 
Complex (MHC), трофэктодерма, регуляция экспрессии генов. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ иПСК – индуцированные плюрипотентные стволовые клетки; ТПК – трофобла-
стоподобные клетки; ЭСК – эмбриональные стволовые клетки; МЭФ – эмбриональные фибробласты 
мыши; ММС – митомицин C; Fgf4 – фактор роста фибробластов 4; IFNγ – интерферон-гамма; LPS – 
липополисахарид; MHC – Major Histocompatibility Complex (главный комплекс гистосовместимости); 
гРНК – гидовая (направляющая) РНК; GR – глюкокортикоидный рецептор.

рования генетических заболеваний in vitro и раз-
работки подходов для регенеративной медицины. 
Самоподдержание и выбор направления диффе-
ренцировки ПСК критически зависят от экспрессии 
Oct4 [2], даже небольшие изменения уровня этого 
белка оказывают существенное влияние на судьбу 
ПСК [3, 4].

Транскрипционный фактор Oct4 кодируется ге-
ном Pou5f1, расположенным в кластере генов глав-
ного комплекса гистосовместимости (major histo-
compatibility complex, MHC). Ген Pou5f1 находится 
на коротком плече хромосомы 6 человека и на хро-
мосоме 17 мыши (рис. 1). В обоих случаях рассма-
триваемый локус является одной из самых плотных 
областей генома [5], включающей большое количе-
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ВВЕДЕНИЕ
Одним из ключевых факторов, ответственных 
за поддержание плюрипотентного состояния кле-
ток эпибласта и их культивируемых аналогов – эм-
бриональных стволовых клеток (ЭСК), – является 
белок Oct4, также известный как компонент «кок-
тейля Яманаки» и используемый для репрограм-
мирования соматических клеток в индуцированные 
плюрипотентные стволовые клетки (иПСК) [1]. ЭСК 
и иПСК, объединенные термином плюрипотентные 
стволовые клетки (ПСК), обладают способностью 
к неограниченной пролиферации и дифференциров-
ке в любые типы соматических клеток. Указанные 
свойства делают эти клетки ценным инструментом 
для изучения ранних стадий эмбриогенеза, модели-



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 17 № 2 (65) 2025 | ACTA NATURAE | 65

ство генов, которые кодируют белки, участвующие 
в реакциях врожденного и адаптивного иммунитета, 
в частности, отвечающих за процессинг и презента-
цию антигенов [6].

Ранее считалось, что для регуляции уровня экс-
прессии Pou5f1 и, как следствие, нормального 
функционирования ПСК и их корректного выхода 
из плюрипотентного состояния достаточно дисталь-
ного энхансера, взаимодействующего с промотором 
Pou5f1 в «наивных» ПСК, а также проксимального 
энхансера, активного в праймированных плюрипо-
тентных клетках [7, 8]. Однако помимо классических 
регуляторных элементов гена Pou5f1 (промотора, 
дистального и проксимального энхансеров), описан-
ных еще в 1996 году Yeom и соавт. [9], развитие 
высокопроизводительных методов секвенирования 
привело к открытию множества ранее неизвестных 
цис-регуляторных элементов, влияющих на экс-
прессию этого гена [10, 11]. Таким образом, стало 
очевидным, что регуляция гена Pou5f1 представ-
ляет собой значительно более тонко настроенный 
процесс, чем считалось ранее. В настоящий момент 
функциональная роль всех регуляторных элементов 
в системе контроля экспрессии Pou5f1 остается не-
достаточно изученной. В исследовании Diao и соавт. 
показано, что 17 из 41 обнаруженного регуляторного 
элемента Pou5f1 являются промоторами других бе-
локкодирующих генов, включая ближайшего сосе-

да Pou5f1-Tcf19 [10], однако не ясно, существует ли 
обратная цис-регуляторная взаимосвязь между 
Pou5f1 и окружающими его генами. На мысль о су-
ществовании подобной взаимосвязи наталкивают 
также результаты работы, в которой обнаружили 
корреляцию между риском возникновения псориа-
за и наличием полиморфизмов в области промотора 
и первого экзона гена Pou5f1 [12].

Интерес вызывает также отрицательная корреля-
ция между экспрессией генов Pou5f1 и MHC в ходе 
развития. Так, считается, что в ЭСК мыши экспрес-
сия генов MHC первого и второго класса находится 
на низком уровне, возрастая в ходе дифференци-
ровки [13, 14]. При этом экспрессия Pou5f1, согласно 
основной принятой гипотезе, ограничена ПСК и по-
ловыми клетками [9]. Исходя из этого можно пред-
положить, что активность гена Pou5f1 может пере-
ключаться с белоккодирующей на цис-регуляторную, 
необходимую для регуляции активирующихся генов 
MHC. Такой механизм действия согласуется с данны-
ми, полученными на животных, у которых делеция 
промотора Pou5f1 в гладкомышечных и эндотели-
альных клетках приводила к заметному ухудшению 
атеросклеротического фенотипа, а именно к умень-
шению стабильности бляшек, накоплению липидов, 
воспалению, снижению митохондриального потенциа-
ла в эндотелиальных клетках и снижению миграции 
гладкомышечных клеток [15, 16].

Рис. 1. Схема локуса Pou5f1-MHC. Схематическое изображение локусов Pou5f1-MHC человека (сверху) 
и мыши (снизу). Исследуемые в работе гены выделены цветом: Pou5f1 – зеленым, гены MHC – оранжевым, 
гены, предположительно взаимодействующие с Pou5f1, включая Tcf19, – красным. Направление транскрипции 
генов Pou5f1 и Tcf19 обозначено дополнительно стрелками. Рисунок создан с использованием BioRender
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MHC класс I 	 MHC класс II 	 MHC класс III	 MHC класс I

Хромосома 17



66 | ACTA NATURAE | ТОМ 17 № 2 (65) 2025

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

В настоящей работе нами создана генетическая 
модель, позволяющая оценить цис-регуляторную 
функцию промоторной области Pou5f1 в отношении 
генов локуса Pou5f1-MHC в ЭСК и их дифферен-
цированных потомках. Добившись дифференциров-
ки ЭСК в трофобластном направлении с помощью 
форсированной экспрессии Cdx2, мы не обнару-
жили роли промоторной области Pou5f1 в регу-
ляции экспрессии различных генов MHC-локуса. 
Однако наши данные выявили репрессорную ак-
тивность промотора Pou5f1 в отношении гена Tcf19 
как в ЭСК мыши, так и в трофобластных произво-
дных этих клеток.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Получение митотически инактивированных 
эмбриональных фибробластов мыши 
Эмбриональные фибробласты мыши (МЭФ) выде-
ляли в соответствии с действующими зоозащитны-
ми актами Российской Федерации при одобрении 
Совета по этике Института (протокол № 12/23).

МЭФ, полученные из эмбрионов мышей линии 
C57Bl6 на 12–14-й день развития, культивировали 
на адгезивном пластике, предварительно обработан-
ном 0.1% раствором желатина (Sigma, США). Клетки 
культивировали в среде DMEM GlutaMAX (Gibco, 
США), содержащей 10% HyClone FBS (Cytiva, США) 
и 1×пенициллин/стрептомицин (Gibco). Спустя 4–5 
пассажей, по достижении конфлюэнтности, МЭФ 
инкубировали в течение 2.5 ч в среде с добавлением 
10 мкг/мл митомицина-C (MMC, Sigma). По оконча-
нии инкубации клетки промывали PBS и криокон-
сервировали для последующего использования.

Культивирование ЭСК
ЭСК мыши культивировали при температуре 37°C 
во влажной среде в атмосфере 5% CO2 на адгезив-
ных планшетах. В качестве подложки использова-
ли фидерный слой митотически инактивированных 
эмбриональных фибробластов мыши (ММС-МЭФ) 
плотностью 36 × 10³ клеток/см², высеваемых на лун-
ки за сутки до внесения ЭСК. Клетки культиви-
ровали в стандартной ЭСК среде S/L, включающей 
KnockOut DMEM (Gibco), обогащенной 15% HyClone 
FBS (Cytiva), 1×NEAA (Gibco), 1×пенициллин/стреп-
томицин (Gibco), 0.1 мМ β-меркаптоэтанол (Sigma-
Aldrich), 2 мМ L-глутамин (Gibco) и 1:5000 hLIF соб-
ственного производства. 

Для перевода ЭСК в наивное плюрипотент-
ное состояние использовали среду 2i/L, включаю-
щую N2B27 (смесь DMEM/F12 (Gibco) и Neurobasal 
(1 : 1), обогащенную 1× N2, 1× B27 (без ретиноевой 
кислоты, Gibco), 50 мкМ β-меркаптоэтанол (Sigma-

Aldrich), 0.005% BSA (Sigma), 1× пенициллин/стреп-
томицин (Gibco) и 2 мМ L-глутамин (Gibco)) с добав-
лением 3 мкМ CHIR99021 (Axon), 1 мкМ PD0325901 
(Axon) и 1 : 5000 hLIF. Планшеты для культивирова-
ния обрабатывали 0.01% раствором поли-L-орнитина 
(Sigma).

Плазмиды
Плазмида Rosa26-GOF-2APuro-MUT была получена 
на основе плазмиды Rosa26-GOF-2APuro, описан-
ной ранее [17]. Rosa26-GOF-2APuro-MUT содержит 
фрагмент 9.8 т.п.н. гена Pou5f1 с его проксималь-
ным и дистальным энхансерами, плечи гомологии 
к локусу Rosa26 и ген устойчивости к селективному 
маркеру пуромицину. Также в PAM-сайт первого 
экзона гена Pou5f1 в плазмиде Rosa26-GOF-2APuro 
была внесена точечная синонимичная мутация, пре-
дотвращающая нокаут экзогенного Pou5f1.

Плазмиду pRosa26-GR-Cdx2, содержащую после-
довательность Cdx2, «сшитую» с лигандсвязываю-
щим доменом глюкокортикоидного рецептора (GR), 
лигировали с использованием ранее полученных 
конструкций [18]. Плазмида также содержит ген 
устойчивости к генетицину и плечи гомологии к ло-
кусу Rosa26.

Для внедрения конструкций в аллели локуса 
Rosa26 использовали последовательность гидовой 
РНК (гРНК) 5’-ACTCCAGTCTTTCTAGAAGA-3’ 
в паре с Cas9-никазой.

C R I S P R / C a s 9 - о п о с р е д о в а н н ы й  н о к а -
ут Pou5f1  проводили с  помощью гРНК 5 ’- 
ACTCGTATGCGGGCGGACAT-3’, кодируемой век-
тором pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9-EGFP. 
гРНК-последовательности были подобраны с помо-
щью онлайн-ресурса Benchling (www.benchling.com).

Получение мутантных линий ЭСК
Д л я   с о з д а н и я  л и н и и  Э С К  P o u 5 f 1 - / - ; 
Rosa26Pou5f1/Cdx2 на первом этапе получали клет-
ки Pou5f1+/+;Rosa26Pou5f1/+, содержащие в локусе 
Rosa26 последовательность Pou5f1 c синонимичной 
заменой в области первого экзона (в качестве до-
норской последовательности использовали вектор 
Rosa26-GOF-2APuro-MUT). Далее для нокаута эн-
догенного Pou5f1 ЭСК Pou5f1+/+; Rosa26Pou5f1/+ транс-
фицировали гРНК-/Cas9-кодирующей плазмидой. 
Трансфекцию проводили с использованием FuGene 
HD (Promega) в соответствии с протоколом про-
изводителя. Нокаут эндогенных аллелей Pou5f1 
и интактность экзогенной конструкции в локусе 
Rosa26 подтверждали с помощью секвенирования 
по Сэнгеру ТА-клонированных аллелей (рис. 2), 
для чего ампликоны этих аллелей клонировали 
в вектор pAL2-T («Евроген»).
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Для получения ЭСК Pou5f1-/-;Rosa26Pou5f1/Cdx2 
и Pou5f1Δ/Δ;Rosa26Pou5f1/Cdx2 во второй аллель Rosa26 
вышеописанных линий ЭСК помещали последова-
тельность GR-Cdx2. В качестве донорской последо-
вательности использовали вектор Rosa26-GR-Cdx2. 
Отбор колоний проводили в течение 6 дней с ис-
пользованием антибиотика генетицина (G418) в кон-
центрации 500 мкг/мл.

Трофобластная дифференцировка
Линии ЭСК Pou5f1-/-;Rosa26Pou5f1/Cdx2 и Pou5f1Δ/Δ; 
Rosa26Pou5f1/Cdx2 культивировали в среде S/L с добав-
лением антибиотиков G418 (500 мкг/мл, Neofroxx) 

и пуромицина (1 мкг/мл, Sigma-Aldrich). Клетки 
затем переводили в наивное состояние, культи-
вируя их в 2i/L-условиях на протяжении 7 дней, 
после чего пересевали на лунки, покрытые слоем 
ММС-МЭФ и культивировали в TS-среде, которую 
готовили на основе среды RPMI 1640 (Gibco) с до-
бавлением 20% HyClone FBS (Cytiva), 1 мМ пиру-
вата натрия (Gibco), 1× пенициллин/стрептомицина 
(Gibco), 0.1 мМ β-меркаптоэтанола (Sigma-Aldrich), 
2 мМ L-глутамина (Gibco), 1 мкг/мл гепарина (Hep) 
(Sigma-Aldrich) и 25 нг/мл фактора роста фибро-
бластов 4 (Fgf4) (Peprotech). Среду предварительно 
кондиционировали на ММС-МЭФ на протяжении 

Рис. 2. Нуклеотидные последовательности эндогенных аллелей Pou5f1 в линии Pou5f1-/-; Rosa26Pou5f1/+, три био-
логических повторности. Обозначения: -/- 1–3 – номера клонов ЭСК Pou5f1-/-; Rosa26Pou5f1/+

Консенсусная 
последовательность

Консенсусная 
последовательность

Консенсусная 
последовательность
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Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные для количественной ПЦР в реальном времени

Праймер Нуклеотидная последовательность 5’→3’ T, °C Размер ампликона, п.н.

qGAPDH-F ACCCTTAAGAGGGATGCTGC
60 83

qGAPDH-R CGGGACGAGGAAACACTCTC
qOct4A-F AGTGGAAAGCAACTCAGAGG

60 135
qOct4A-R AACTGTTCTAGCTCCTTCTGC
qCdx2-F AGTCCCTAGGAAGCCAAGTGAA

60 96
qCdx2-R AGTGAAACTCCTTCTCCAGCTC

qCdx2GR-F GCTGAAATCATCACCAATCAGATAC
60 134 

qCdx2GR-R CGCACGGAGCTAGGATACAT
qCdx2endo-F AGGCTGAGCCATGAGGAGTA

60 125
qCdx2endo-R ctGAGGTCCATAATTCCACTCA

qMash2-F CGGGATCTGCACTCGAGGATT
65 86

qMash2-R CCCCGTACCAGTCAAGGTGTG
qTcfap2C-F CGTCTCTCGTGGAAGGTGAAG

60 114
qTcfap2C-R CCCCAAGATGTGGTCTCGTT
qHand1-F CCTACTTGATGGACGTGCTGG

60 129
qHand1-R TTTCGGGCTGCTGAGGCAAC
qElf5-F CATTCGCTCGCAAGGTTACT

60 133
qElf5-R GAGGCTTGTTCGGCTGTGA

qH2-K1-F TCCACTGTCTCCAACATGGC
60 113

qH2-K1-R CCACCTGTGTTTCTCCTTCTCA
qH2-Q6,8-F CTGACCCTGATCGAGACCCG

60 112
qH2-Q6,8-R TGTCCACGTAGCCGACGATAA
qH2-Q7,9-F GAGCTGTGGTGGCTTTTGTG

68 85
qH2-Q7,9-R TGTCTTCATGCTGGAGCTGG
qH2-Q10-F ACATTGCTGATCTGCTGTGGC

60 120
qH2-Q10-R GTCAGGTGTCTTCACACTGGAG

qH2-Dmb1-F ATGGCGCAAGTCTCATTCCT
68 95

qH2-Dmb1-R TCTCCTTGGTTCCGGGTTCT
qH2-Bl-F ACCGGCTCCAACATGGTAAA

60 114
qH2-Bl-R AGGAAGGATGGCTATTTTTCTGCT
qH2-T23-F ATAGATACCTACGGCTGGGAAATG

60 105
qH2-T23-R AGCACCTCAGGGTGACTTCAT
qTcf19-F GATGATGAGGTCTCCCCAGG

60 107
qTcf19-R TTTCCCTGTGGTCATTCCCC

qPsors1C2-F CTGTGTGCAGGAGGCATTTC
68 86

qPsors1C2-R AGGGATCACCAGGGATTGGG
Gm32362-F GTCTGGAGAACCAAAGACAGCA

60 114
Gm32362-R TTACAGCTTGGGATGCTCTTC
Prrc2a-F GAGATCCAGAAACCCGCTGTT

60 104
Prrc2a-F TTCAGGCTTGGAAGGTTGGC
Neu1-F CCGGGATGTGACCTTCGAC

60 127
Neu1-R CAGGGTCAGGTTCACTCGGA
TNF-F GTGCCTATGTCTCAGCCTCTT

60 117
TNF-R AGGCCATTTGGGAACTTCTCATC
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72 ч. Для культивирования клеток использовали 
смесь кондиционированной и свежей среды в со-
отношении 7 : 3. На следующий день после пере-
сева к клеткам добавляли дексаметазон (1 мкМ, 
Белмедпрепараты), а также G418 (500 мкг/мл, 
NeoFroxx). Спустя 4 дня клетки пересевали и куль-
тивировали в стандартной или моделирующей вос-
паление TS-среде. Последняя дополнительно вклю-
чала 300 ед/мл интерферона-гамма (IFNγ, ProSpec) 
или 1 мкг/мл липополисахарида E. coli (LPS, Sigma-
Aldrich). Спустя сутки после индукции провоспали-
тельного ответа в клетках анализировали экспрес-
сию маркеров трофобласта.

Количественная ОТ-ПЦР
РНК выделяли при помощи набора RNA Solo 
(«Евроген»), а для синтеза кДНК использовали 
1 мкг тотальной РНК. Синтез кДНК проводили 
в присутствии ингибитора РНКаз RiboСare и ре-
вертазы MMLV («Евроген»). ПЦР в реальном време-
ни проводили с помощью системы LightCycler® 96 
(Roche) с использованием 5 × qPCRmix-HS SYBR 
(«Евроген»). Специфичность праймеров и опти-
мальные температуры отжига (Tо) предваритель-
но проверяли с помощью ПЦР и электрофореза 
в 4% агарозном геле. Последовательности прайме-
ров, а также подобранные То приведены в табл. 1. 
В качестве референсного гена использовали ген 
домашнего хозяйства GAPDH. Для каждой линии 
использовали не менее трех биологических и двух 
технических повторностей.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Получение линий контрольных ЭСК с нокаутом 
гена Pou5f1
Для исследования цис-регуляторной роли промото-
ра гена Pou5f1 в ЭСК и полученных из них диф-
ференцированных клетках использовали созданную 
нами ранее линию ЭСК с Cre-опосредованной де-
лецией фланкированных loxP-сайтами промотора 
и первого экзона гена Pou5f1. Эти клетки поддер-
живают плюрипотентное состояние благодаря экс-
прессии экзогенного, встроенного в локус Rosa26 
фрагмента гена Pou5f1 – Pou5f1Δ/Δ;Rosa26Pou5f1/+ [17]. 
Делеция в созданной линии идентична делеции, 
полученной при исследовании роли транскрипци-
онного фактора Oct4 в гладкомышечных и эндо-
телиальных клетках мыши, моделирующих атеро-
склероз [15, 16]. Для решения поставленной задачи 
мы дополнили полученную ранее линию новой, кон-
трольной линией – Pou5f1-/-;Rosa26Pou5f1/+, в которой 
нокаут эндогенного Pou5f1 получен за счет indel-
мутаций в первом экзоне. Как и в случае с линией 

Pou5f1Δ/Δ;Rosa26Pou5f1/+, экспрессия Oct4 обеспечива-
лась за счет фрагмента 9.8 т.п.н. Pou5f1, помещен-
ного в один из аллелей Rosa26 (рис. 2). Таким обра-
зом, мы избавились от вариабельности в экспрессии 
Oct4 между двумя линиями ЭСК, которая бы неиз-
бежно возникла при использовании линии Pou5f1Δ/+. 
Важно подчеркнуть, что в аллеле Pou5f1- сохранен 
интактный промотор, что позволяет оценить его 
функции при сравнении с аллелем Pou5f1Δ. Ранее 
мы обнаружили, что аллель Rosa26Pou5f1 может обе-
спечивать самоподдержание Pou5f1Δ/Δ;Rosa26Pou5f1/+ 

ЭСК, однако такие клетки не способны нормально 
дифференцироваться, что, как мы заключили, об-
условлено отсутствием в 9.8 т.п.н. Pou5f1-фрагменте 
цис-регуляторных элементов, ответственных за кор-
ректную регуляцию гена в ходе дифференцировки 
[17]. Таким образом, направленная дифференциров-
ка Pou5f1Δ/Δ;Rosa26Pou5f1/+ и Pou5f1-/-;Rosa26Pou5f1/+ ЭСК 
представляет отдельную задачу, которую нужно 
было решить в ходе настоящего исследования.

Оценка способности полученных ЭСК 
к дифференцировке в трофобластном 
направлении
В качестве направления дифференцировки мы вы-
брали трофобластную дифференцировку. Известно, 
что клетки трофобласта, окончательно сегрегирую-
щие на стадии поздней бластоцисты в виде троф
эктодермы, после имплантации способствуют фор-
мированию иммунотолерантности организма матери 
к плоду за счет активного синтеза неклассических 
МНС [19]. Также известно, что сегрегация трофо-
бласта сопровождается выключением гена Pou5f1 
[20], что, как мы ожидали, может способствовать 
переключению активности его промоторной об-
ласти с регуляции самого Pou5f1 на регуляцию 
окружающих генов MHC-кластера [21]. Исходя 
из этого мы заключили, что трофобластная диффе-
ренцировка может послужить подходящей моделью 
для оценки динамики экспрессии генов в локусе 
Pou5f1-МНС.

В основу протокола дифференцировки легла фор-
сированная экспрессия Cdx2, ключевого мастер-ре-
гулятора трофобласта [22, 23], также встраиваемого 
в локус Rosa26. Форсированная экспрессия была 
выбрана в качестве самой логичной альтернативы 
дифференцировки при помощи сред и ростовых 
факторов из-за ее простоты и наличия опублико-
ванных протоколов. Для управляемой трофобласт-
ной дифференцировки использовали Cdx2 в соста-
ве химерного белка с лигандсвязывающим доменом 
глюкокортикоидного рецептора (GR), активация 
которого требовала добавления в среду дексамета-
зона (Dex). Финальная конфигурация линий ЭСК 
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Pou5f1Δ/Δ;Rosa26Pou5f1/Cdx2 и Pou5f1-/-;Rosa26Pou5f1/Cdx2 

представлена на рис. 3А.
Так как эффективность дифференцировки ЭСК 

в трофэктодермальном направлении при форсиро-
ванной экспрессии Cdx2 зависит от стадии плю-
рипотентности, на которой находятся клетки [24], 
на первом этапе дифференцировки ЭСК Pou5f1Δ/Δ; 
Rosa26Pou5f1/Cdx2 и Pou5f1-/-;Rosa26Pou5f1/Cdx2 перево-
дили в наивное состояние посредством 7-дневного 
культивирования в среде 2i/L. Кроме того, данную 
экспериментальную точку использовали в каче-
стве дополнительной для отслеживания динамики 
изменения экспрессии исследуемых генов. Второй, 
основной, точкой исследования был 6 день куль-
тивирования клеток в присутствии дексаметазо-
на, что соответствовало 14 дню всего эксперимента 
(рис. 3Б).

По мере прохождения стадий дифференциров-
ки, клетки куполообразных колоний, характерных 
для ЭСК в сывороточной среде S/L, и шарообразных 
колоний, характерных для «наивных» ЭСК, к 6 дню 

культивирования в присутствии Dex формировали 
плоские колонии с хорошо различимыми границами 
клеток угловатой формы, типичными для описан-
ных ранее [22, 23] колоний трофобластных стволо-
вых клеток (рис. 4А). 

При анализе профиля экспрессии маркеров 
на 6-й день дифференцировки в присутствии дек-
саметазона в обеих линиях выявили существенное 
снижение уровня мРНК Oct4 (в сравнении с наи-
вными ЭСК) и повышение уровня мРНК трофэкто-
дермальных маркеров. В качестве контроля уровня 
экспрессии мРНК трофобластных маркеров мы ис-
пользовали плаценту мыши. Уровень общего Cdx2 
в обеих линиях ЭСК был значительно выше, чем 
в плаценте. При дифференциальном анализе уровня 
эндогенного Cdx2 и мРНК, синтезированной за счет 
экзогенного GR-Cdx2, стало ясно, что подобное раз-
личие в уровне общего Cdx2 обусловлено индуци-
рованной сверхэкспрессией GR-Cdx2. При этом 
уровень эндогенного Cdx2 также возрастал и был 
сопоставим с уровнем Cdx2 в плаценте. Не обнару-
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Рис. 3. Используемые линии 
клеток и протокол экспери-
мента. А – схематическое 
изображение сравниваемых 
линий эмбриональных ство-
ловых клеток (ЭСК). Обо-
значения: «Δ/Δ» – линия ЭСК 
Pou5f1Δ/Δ;Rosa26Pou5f1/Cdx2 с де-
лецией эндогенного промото-
ра Pou5f1; «-/-» – линия ЭСК 
Pou5f1-/-;Rosa26Pou5f1/Cdx2 c ин-
тактным эндогенным промото-
ром и инактивирующей indel-
мутацией в первом экзоне 
гена; P – промотор, 1–5 – эк-
зоны гена Pou5f1, 2A-PuroR – 
сайт P2A и ген устойчивости 
к пуромицину PuroR, GR – 
лигандсвязывающий домен 
глюкокортикоидного рецеп-
тора, NeoR – ген устойчивости 
к G418/неомицину. Б – схе-
ма дифференцировки ЭСК 
в трофобластном направлении 
(см. «Экспериментальную 
часть» для текстового опи-
сания). Обозначения: Fgf4 – 
фактор роста фибробластов 4, 
Hep – гепарин, Dex – дексаме-
тазон, IFNγ – интерферон-гам-
ма, LPS – липополисахарид, 
ТПК – трофобластоподобные 
клетки. Рисунок создан с ис-
пользованием BioRender
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жено статистически значимых различий в экспрес-
сии Cdx2 между линиями Pou5f1Δ/Δ;Rosa26Pou5f1/Cdx2 
и Pou5f1-/-;Rosa26Pou5f1/Cdx2, что важно для правиль-
ной интерпретации результатов. Показана также 
экспрессия других трофоэктодермальных марке-
ров в полученных ТПК (Tcfap2C, Mash2, Hand1) 
(рис. 4Б).

Оценка влияния промоторной области Pou5f1 
на экспрессию генов локуса Pou5f1-МНС
В ходе эксперимента клетки были разбиты на груп-
пы и подвергнуты воздействию IFNγ или липопо-

лисахарида (LPS). IFNγ и LPS часто используются 
в различных in vitro и in vivo моделях воспале-
ния, исходя из чего мы предполагали, что индукция 
провоспалительных сигналов будет способствовать 
повышенной экспрессии генов, связанных с иммун-
ным ответом, в том числе генов MHC, что позво-
лит оценить различия в экспрессии исследуемых 
генов между клеточными линиями с большим раз-
решением. Тем не менее различия в экспрессии 
ряда генов MHC (H2-K1, H2-T23, H2-Bl, H2-Dmb1, 
H2-Q6,8, H2-Q7,9) были вызваны только услови-
ями культивирования, но не отличались между 

Рис. 4. Подтверждение 
способности линий ЭСК 
Pou5f1Δ/Δ;Rosa26Pou5f1/Cdx2 
и Pou5f1-/-;Rosa26Pou5f1/Cdx2 
к дифференцировке в тро-
фобластном направлении. 
А – морфологические 
характеристики клеток 
на разных этапах диффе-
ренцировки: сывороточные 
(S/L) условия культивирова-
ния (слева), наивные (2i/L) 
условия культивирования 
(в центре) и индуцированные 
обработкой Dex в течение 6 
дней трофэктодермальные 
клетки (справа). Б – анализ 
экспрессии трофобластных 
маркеров (Cdx2, Tcfap2C, 
Mash2, Hand1) в ходе диф-
ференцировки в сравнении 
с плацентой. Обозначения 
как на рис. 3А. *P ≤0.05, 
**P ≤0.01, ***P ≤0.001 
по ANOVA
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Pou5f1Δ/Δ;Rosa26Pou5f1/Cdx2 и Pou5f1-/-;Rosa26Pou5f1/Cdx2 
ЭСК (рис. 5А). Единственным из генов, чья экс-
прессия статистически значимо различалась между 
ЭСК двух генотипов, был Tcf19 (рис. 5Б). Следует 
отметить, что в недифференцированных ЭСК 
Pou5f1Δ/Δ;Rosa26Pou5f1/Cdx2, культивируемых в наивных 
(2i/L) условиях, экспрессия Tcf19 была уже повы-
шена по сравнению с ЭСК Pou5f1-/-;Rosa26Pou5f1/Cdx2 
(рис. 5В).

Рис. 5. Сравнение экспрес-
сии генов локуса Pou5f1-MHC 
между линиями Pou5f1Δ/Δ;Rosa-
26Pou5f1/Cdx2 и Pou5f1-/-;Rosa-
26Pou5f1/Cdx2 в стандартных 
и провоспалительных условиях 
культивирования. А, Б – срав-
нение относительного уровня 
мРНК между линиями ЭСК 
Pou5f1Δ/Δ;Rosa26Pou5f1/Cdx2 
и Pou5f1-/-;Rosa26Pou5f1/Cdx2 спустя 
6 дней культивирования с декса-
метазоном (Dex) в стандартных 
и провоспалительных (с добав-
лением IFNγ или LPS) услови-
ях. Представлены результаты 
анализа экспрессии генов МНС 
классов I и II (А) и генов локуса 
Pou5f1-МНС с ранее показан-
ной цис-регуляторной активно-
стью в отношении Pou5f1 (Б). 
В – сравнение экспрессии генов 
из (Б) в недифференцированных 
ЭСК Pou5f1Δ/Δ;Rosa26Pou5f1/Cdx2 
и Pou5f1-/-;Rosa26Pou5f1/Cdx2, куль-
тивируемых в 2i/L-условиях. 
Обозначения как на рис. 3А; 
*P≤0.05, **P≤0.01, ***P≤0.001 
по ANOVA. С использованием 
теста Тьюки сравнивали линии 
Δ/Δ и -/- при каждом усло-
вии культивирования, а также 
между условиями 

 ОБСУЖДЕНИЕ
Наличие активности гена Pou5f1 вне общепринятой 
концепции плюрипотентности – вопрос, на который 
до сих пор нет однозначного ответа. С одной сторо-
ны, опубликованные работы свидетельствуют об от-
сутствии функциональной роли Pou5f1 в дифферен-
цированных клетках млекопитающих, обосновывая 
это отсутствием фенотипического ответа на нокаут 
этого гена и потенциальными ошибками в интерпре-
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тации данных, полученных с использованием мето-
дов иммуноокрашивания и ОТ-ПЦР [25–27]. С другой 
стороны, достаточно убедительными выглядят и но-
вые данные, полученные с использованием методов 
функциональной генетики, которые демонстрируют 
функцию Pou5f1 в соматических клетках. К таким 
исследованиям относятся работы, в которых описан 
эффект нокаута Pou5f1 в гладкомышечных и эндо
телиальных клетках, а также работа Zalc и соавт., 
которые обнаружили реактивацию Pou5f1 в крани-
альных клетках нервного гребня и обосновали ее 
роль в увеличении дифференцировочного потенциа-
ла этого типа клеток в ходе эмбриогенеза [15, 16, 28]. 

Наше предположение могло  бы интегриро-
вать описанные результаты с точки зрения цис-
регуляторных свойств промотора Pou5f1, с од-
ной стороны, подтверждая активность этого гена, 
а с другой – отвязывая ее от продукта этого гена, 
белка Oct4. 

Выяснение точного механизма функционирования 
гена Pou5f1 в контексте атеросклероза является ак-
туальной задачей, решение которой представляет 
не только фундаментальный интерес, но и крайне 
важно для последующего использования в медици-
не. Так, если, например, эффекты, описанные на мо-
делях атеросклероза, ассоциированы с транскрипци-
онным фактором Oct4, то в качестве потенциального 
эффекторного белка в терапии этого заболевания 
следует рассматривать именно Oct4. Если же атеро-
склеротический фенотип связан с цис-регуляторной 
активностью промотора Pou5f1, то акцент в терапии 
должен быть смещен в сторону модуляции этой ак-
тивности.

В отличие от подхода, представленного в насто-
ящей работе, модели, созданные ранее для изуче-
ния гена Pou5f1, были разработаны прежде всего 
для исследования его функции в ПСК, а плюри-
потентное состояние клеток поддерживали с по-
мощью трансгенной кДНК Pou5f1 под управле-
нием промоторов с конститутивной экспрессией 
[3, 29]. Наш подход не только позволил получить 
изогенную пару линий с инактивируемой в про-
цессе направленной дифференцировки экспрес-
сией Pou5f1, но и дал возможность сравнивать 
их за счет идентичной локализации экзогенного 
Pou5f1, что было бы невозможно с использованием, 
например, лентивирусных векторов. Мы полагаем, 
что разработанная модель сможет помочь ответить 
на вопрос об активности гена Pou5f1 в дифферен-
цированных клетках. Эта работа стала первым ша-
гом в этом направлении. И хотя мы не обнаружи-
ли масштабного влияния удаления промоторной 
области Pou5f1 на экспрессию генов локуса MHC, 
один из исследуемых генов, Tcf19, оказался воспри-

имчивым к внесенным модификациям. Интересно, 
что этот ген является ближайшим соседом Pou5f1, 
что, возможно, облегчает взаимодействия между 
их регуляторными последовательностями. С дру-
гой стороны, учитывая, что наблюдаемые различия 
между линиями появляются на плюрипотентной 
стадии, наиболее вероятным можно считать меха-
нистический сценарий действия внесенной делеции. 
Так, в случае конкуренции со стороны транскрип-
ционной машинерии расположенных друг напротив 
друга генов Tcf19 и Pou5f1, блокируя транскрип-
цию одного из них – Pou5f1 (за счет удаления его 
промотора), мы освобождаем пространство для экс-
прессии второго – Tcf19. И, хотя мы совершенно 
не ожидали такого точечного эффекта, он наиболее 
логичен с точки зрения основной концепции плю-
рипотентности. Являясь транскрипционно актив-
ным в плюрипотентных клетках, Pou5f1, изменяя 
свою активность (за счет, например, определенных 
мутаций), может влиять на экспрессию Tcf19, вы-
зывая цепную реакцию нарушения в регуляции ге-
нов в дочерних клетках, в том числе не плюрипо-
тентных, что уже в свою очередь может приводить 
к различным патологиям. Это неплохо объясняет 
результаты изучения полиморфизмов Pou5f1, ассо-
циированных с псориазом [12], особенно учитывая 
связь Tcf19 с этим заболеванием [30, 31]. Интересно, 
что Tcf19 также может участвовать в воспалитель-
ных реакциях, что связывает наши результаты 
с данными, полученными на моделях атеросклероза 
[32, 33]. Точкой расхождения в данном вопросе то, 
что в экспериментах, проведенных на мышиных мо-
делях атеросклероза, нокаут Pou5f1 был условным, 
т.е. индуцируемым в гладкомышечных или эндоте-
лиальных клетках сосудов. Тем не менее, не исклю-
чено, что удаление даже метилированной области 
Pou5f1 может приводить к усилению экспрессии 
Tcf19, что требует дополнительного изучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В представленной работе мы смогли создать уни-
кальную генетическую модель для исследования 
значимости последовательности промотора гена 
Pou5f1 в регуляции активности генов, не играю-
щих ключевую роль в плюрипотентных клетках и, 
как следствие, поиска его неклассических функций 
в дифференцированных клетках. Нам удалось ча-
стично подтвердить гипотезу о цис-регуляторной ак-
тивности промоторной области Pou5f1 в отношении 
генов локуса Pou5f1-MHC, а точнее, в отношении его 
ближайшего соседа – гена Tcf19. Дальнейшие иссле-
дования будут направлены на уточнение регулятор-
ного ландшафта локуса Pou5f1-MHC в дифференци-
рованных клетках других типов. 
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ВВЕДЕНИЕ
Благодаря альтернативному сплайсингу (АС) гены 
эукариот могут экспрессировать большое число изо-
форм транскриптов. По грубым оценкам, гены чело-
века, кодирующие белки, на детектируемом уров-
не экспрессии производят до ~150000 различных 
транскриптов, в среднем по 7.4 изоформы на ген [1]. 
Однако только половина из них кодирует полнораз-
мерные белки, а остальные могут содержать пре-
ждевременные стоп-кодоны (ПСК) [1, 2]. У эукариот 
такие транскрипты избирательно уничтожаются си-
стемой, называемой нонсенс-опосредованным распа-
дом (NMD) [3].

NMD не только предотвращает трансляцию усе-
ченных белков, возникающих в результате нонсенс-
мутаций и ошибок сплайсинга, но также участвует 
в различных биологических процессах, включая ре-
гуляцию экспрессии генов [4]. Большинство РНК-
связывающих белков контролируют уровень 
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собственной экспрессии посредством петли отрица-
тельной обратной связи, в которой белковый про-
дукт гена связывается с кодирующей его мРНК 
и индуцирует в ней АС, который приводит к появ-
лению ПСК [5, 6]. Считается, что АС в большей сте-
пени воздействует на транскрипционный ландшафт 
эукариот путем генерации NMD-изоформ для огра-
ничения уровней экспрессии генов, чем путем рас-
ширения разнообразия протеома [2].

Локальные, то есть сосредоточенные на неболь-
шом участке пре-мРНК, изменения сплайсинга 
являются одним из основных источников транс-
криптов, служащих мишенями NMD (NMD targets, 
NMDT). Среди основных типов локальных событий 
АС можно выделить АС так называемых ядовитых 
и необходимых экзонов, которые приводят к появ-
лению NMDT при включении и пропуске экзона 
соответственно, а также использование альтерна-
тивных 5’- и 3’-сайтов сплайсинга и удержание ин-

РЕФЕРАТ В эукариотических клетках мРНК, содержащие преждевременные стоп-кодоны, разрушают-
ся системой нонсенс-опосредованного распада (NMD). В результате взаимодействия между системами 
NMD и альтернативного сплайсинга генерируются NMD-чувствительные транскрипты (NMD targets, 
NMDT), которые играют важную роль в регуляции экспрессии генов по механизму непродуктивного 
сплайсинга. Для понимания этого механизма необходимо правильно идентифицировать события аль-
тернативного сплайсинга, приводящие к появлению NMDT. В данной работе для нахождения событий 
альтернативного сплайсинга, их классификации и количественной оценки разработан вычислитель-
ный конвейер NMDj, который в отличие от существующих методов не опирается на сравнение NMDT 
с наиболее похожим на него кодирующим транскриптом, а использует набор характеристических ин-
тронов, отличающих NMDT от кодирующих транскриптов. Тестирование на смоделированных данных 
секвенирования РНК показало, что NMDj способен количественно определять события альтернатив-
ного сплайсинга, приводящие к проявлению NMDT, с большей точностью, чем другие существующие 
для этой цели методы. NMDj представляет собой универсальный метод, подходящий для классифи-
кации сколь угодно сложных событий альтернативного сплайсинга, приводящих к появлению NMDT. 
Вычислительный конвейер NMDj доступен через репозиторий https://github.com/zavilev/NMDj/. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА непродуктивный сплайсинг, нонсенс-опосредованный распад, NMD, сплайсинг. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ NMD – нонсенс-опосредованный распад (Nonsense Mediated Decay); NMDT – 
транскрипт-мишень NMD (NMD target); АС – альтернативный сплайсинг; ПСК – преждевременный 
стоп-кодон; НТО – нетранслируемая область; нт – нуклеотид. 
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тронов [7]. Некоторые из них могут быть вовлечены 
в регуляцию одного и того же биологического про-
цесса (например, удержания интронов) или регули-
роваться одним и тем же фактором сплайсинга [8, 
9]. Однако многообразие всех событий АС не исчер-
пывается перечисленными основными типами [6]. 
Задача характеризации сложных событий АС, при-
водящих к появлению NMDT, возникает во многих 
исследованиях, связанных с изучением регуляции 
генной экспрессии [10–12].

На сегодняшний день решить эту задачу мож-
но только с помощью программы NMD Classifier 
[13]. Используемый в этой программе подход осно-
ван на предположении о минимальной эволюции/
регуляции, согласно которому NMDT возникают 
в результате эволюционных или регуляторных со-
бытий, которые наименьшим возможным образом 
изменяют рамку считывания кодирующего транс-
крипта. То есть, NMD Classifier для каждого NMDT 
находит наиболее похожий (с точки зрения общей 
нуклеотидной последовательности) кодирующий 
транскрипт и считает искомым событием АС раз-
личия между найденным наилучшим транскриптом-
партнером и NMDT, вызывающие сдвиг рамки счи-
тывания. Однако вероятность того, что NMDT был 
получен из кодирующего транскрипта в результа-
те АС, зависит не только от сходства их экзон-ин-
тронной архитектуры, но и от уровня экспрессии. 
Кодирующий транскрипт с самым высоким уровнем 
экспрессии с большей вероятностью будет источ-
ником NMDT [14]. Более того, NMDT может быть 
получен из разных транскриптов со сравнимыми 
уровнями экспрессии, что ставит под сомнение обо-
снованность подхода, состоящего в выборе един-
ственного лучшего транскрипта-партнера.

Возвращаясь к этой задаче, мы разработали NMDj 
– инструмент для систематического поиска, клас-
сификации и количественной оценки событий АС, 
приводящих к появлению NMDT. NMDj учитывает 
все аннотированные транскрипты и сообщает обо 
всех альтернативных интронах, отличающих NMDT 
от кодирующих транскриптов. NMDj обеспечивает 
более подробную классификацию событий АС, при-
водящих к появлению NMDT, чем NMD Classifier. 
Сопряжение между NMD и АС является важнейшим 
посттранскрипционным механизмом регуляции экс-
прессии генов [15]. Поэтому разработка метода поис-
ка, классификации и количественной оценки событий 
АС, приводящих к появлению NMDT, с учетом всего 
многообразия изоформ транскриптов, является акту-
альной задачей. На ее решение и направлен метод 
NMDj. Он получает на вход множество транскрип-
тов в виде аннотационной базы данных или моделей 
транскриптов, построенных по данным секвенирова-

ния РНК, а на выходе характеризует события АС, 
приводящие к появлению NMDT, и производит их 
количественную оценку.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Геномы и их аннотация
Аннотации геномов человека (GRCh38, версия 108), 
мыши (mm10, версия 113), данио-рерио (danRer11, 
версия 113) и дрозофилы (dm6, версия 113) были за-
гружены из Ensembl в формате GTF [16]. При поиске 
событий АС, приводящих к появлению NMDT, рассма-
тривали только транскрипты генов, кодирующих бел-
ки, по крайней мере с одним аннотированным NMDT. 
Транскрипты без аннотированных старт- или стоп-
кодонов не рассматривали. Гены без NMDT или коди-
рующих транскриптов также не рассматривали.

NMD Classifier
Исходный код NMD Classifier был загружен с сайта 
[13]. Для количественной оценки локальных изме-
нений сплайсинга выходные данные NMD Classifier 
были преобразованы в список альтернативных ин-
тронов, соответствующих четырем основным ти-
пам событий АС: альтернативные экзоны, альтер-
нативные 5’- и 3’-сайты сплайсинга и удержание 
интронов (NMD_in, NMD_ex, A5SS, A3SS, NMD_IR, 
nNMD_IR). 

Вычислительный конвейер NMDj
Входными данными для NMDj является анно-
тация транскриптома в формате GFF/GTF [17]. 
Рассматриваются следующие четыре ее элемента 
(«transcript», «exon», «start_codon» и «stop_codon») 
и три атрибута («gene_id», «transcript_id», «tran-
script_biotype»). В дополнение к основному фай-
лу GFF/GTF NMDj также может принимать файл 
с аннотацией транскриптов, содержащий элемен-
ты «transcript» и «exon» и атрибут «transcript_id». 
В этом случае каждый транскрипт из дополнитель-
ного файла приписывается гену из основного фай-
ла на основе максимального количества общих ин-
тронов и перекрытия последовательности не менее 
50%. Для транскриптов, которые были приписаны 
генам, выбирается самая длинная рамка считыва-
ния из числа тех, которые начинаются с анноти-
рованных для гена старт-кодонов, и к аннотации 
добавляются соответствующие позиции старт- 
и стоп-кодонов. Как и в Ensembl [18], транскрипт 
аннотируется как NMDT, если в нем на расстоянии 
не менее 50 нт в направлении 3’-конца от стоп-
кодона присутствует интрон.

Затем для каждого NMDT рассматривается ге-
номный интервал от последнего сайта сплайсинга, 
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общего для NMDT и любого кодирующего транс-
крипта с той же фазой (или старт-кодона, в отсут-
ствие такового), до 3’-конца экзона с ПСК или бли-
жайшего конца транскрипта, если NMDT имеет 
общий стоп-кодон с кодирующим транскриптом. 
Характеристические интроны определяются как все 
интроны, пересекающиеся с найденным геномным 
интервалом, за исключением тех, которые являются 
общими для NMDT и любого кодирующего транс-
крипта. Событием АС, приводящим к появлению 
NMDT, считается набор найденных характеристи-
ческих интронов. События АС из пары NMDT объ-
единяются в кластер, если данные NMDT имеют 
хотя бы один общий характеристический интрон.

Для того, чтобы классифицировать события АС, 
приводящие к появлению NMDT, NMDj по умолча-
нию использует транскрипты MANE-Select в каче-
стве эталона, поскольку они, как правило, являют-
ся наиболее высоко экспрессируемыми [19]. Однако 
пользователь может задать и другое множество 
транскриптов сравнения. NMDj строит ориентиро-
ванный ациклический граф, используя сайты сплай-
синга NMDT и транскрипта сравнения в качестве 
узлов, а интроны и экзоны в качестве ребер, и ищет 
в нем «пузыри» (bubbles), определенные вершинно-
независимыми путями, которые содержат характе-
ристические интроны [20, 21]. NMDj выводит най-
денные пары вершинно-независимых путей в виде 
X1…Xn : Y1…Ym, где Xi и Yj – это символы «D» (до-
нор) или «A» (акцептор). При этом Xi≠Xj и Yi≠Yj, 
когда j = i ± 1. Если множество транскриптов срав-
нения не было задано, то NMDj итеративно сравни-
вает NMDT с каждым кодирующим транскриптом. 

Последним, необязательным, шагом является 
количественная оценка АС с использованием чте-
ний с разрывами из экспериментов по секвениро-
ванию РНК (подаются на вход в виде таблицы). 
NMDj вычисляет значения метрики сплайсинга Ψ, 
которая оценивает уровень экспрессии NMDT от-
носительно экспрессии всех транскриптов гена. Она 
рассчитывается по формуле: 
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где A и B – число характеристических интронов, 
поддерживающих NMDT и кодирующие транскрип-
ты, ai и bj – число чтений с разрывами, соответ-
ствующих характеристическим интронам, а ki и rj – 
веса, которые учитывают кратности, с которыми 
характеристические интроны встречаются в NMDT 
и кодирующих транскриптах соответственно. Веса 

ki и rj находятся независимо для NMDT и коди-
рующих транскриптов. Естественно потребовать, 
чтобы сумма весов характеристических интронов, 
входящих в каждый транскрипт, была равна еди-
нице. Это приводит нас к системе из n линейных 
уравнений с m неизвестными, где n – число транс-
криптов, а m – число характеристических интронов. 
По построению характеристических интронов такая 
система всегда совместна, однако она может иметь 
бесконечное число решений. В общем случае одно-
значный выбор ki и rj можно сделать, накладывая 
на эту систему ограничения регуляризации. Однако 
в NMDj мы используем следующий эвристический 
алгоритм, который позволяет определить значение 
Ψ в соответствии с данными ранее определениями 
для основных типов событий АС [6, 11]. 

Аннотированные в найденном интервале транс-
крипты представляются в виде графа, вершинами 
которого являются характеристические интроны, 
а ребрами – соединяющие их экзоны (или их груп-
пы). Затем в этом графе происходит поиск пар вер-
шин, между которыми существуют только вершин-
но-независимые пути. Для каждого такого пути веса 
характеристических интронов в нем полагаются 
равными друг другу. Например, для ядовитого эк-
зона таких путей будет два: один, соответствующий 
включению экзона (с двумя характеристическими 
интронами, каждый с весом 0.5), и другой, соответ-
ствующий пропуску экзона (с одним характеристи-
ческим интроном, вес которого равен 1). После того 
как коэффициентам вершин на путях между вы-
бранной парой присвоены значения, эти вершины 
объединяются в одну и поиск продолжается в но-
вом графе. На каждом шаге коэффициенты харак-
теристических интронов, объединенных в вершину, 
домножаются на присвоенное ей значение, и про-
цедура повторяется до тех пор, пока все верши-
ны не будут объединены в одну. Данный алгоритм 
подходит для всех простых типов событий АС, 
а для сложных событий работает в предположении 
о вложенности вершинно-независимых путей. 

Данные секвенирования РНК и их симуляция
Для того чтобы реалистично смоделировать данные 
секвенирования РНК, используя заведомо известные 
уровни экспрессии транскриптов, а значит и относи-
тельные уровни экспрессии NMDT, мы случайным 
образом выбрали по три образца из каждой из трех 
тканей (мышца, печень, мозжечок) в панели транс-
криптомных данных консорциума Genotype-Tissue 
Exression project (GTEx) [22]. Выбор тканей был обу-
словлен тем, что они наиболее значительно различа-
ются по АС [23, 24]. Уровни экспрессии транскриптов 
в выбранных образцах были вычислены с помощью 
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программы rsem-calculate-expression с опцией esti-
mate-rspd [25]. Для каждого гена рассчитывали доли 
экспрессии NMDT, наилучших транскриптов-пар-
тнеров, найденных NMD Classifier, и транскриптов 
MANE-Select от общей экспрессии гена. Выборку по-
вторяли 5 раз, а результаты усредняли.

Симуляцию экспериментов по секвенированию 
РНК осуществляли с помощью программы rsem-
simulate-reads с использованием уровней экспрес-
сии транскриптов, полученных ранее. Для каждого 
образца было симулировано 50 млн парноконцевых 
чтений. Симулированные чтения были картирова-
ны на геном человека GRCh38 с использованием 
программы STAR Aligner 2.7.3a [26]. Чтения с раз-
рывами были подсчитаны программой IPSA с на-
стройками по умолчанию [27]. Уровни экспрессии 
транскриптов в симулированных данных опреде-
ляли количественно с помощью RSEM (как ука-
зано выше) [25], Salmon 1.10.3 с опциями --seqBias 
--gcBias --posBias [28] и StringTie 2.2.3 с опцией -e 
[29]. Чтобы преобразовать результаты количествен-
ного определения уровней экспрессии транскриптов 
в значения Ψ, уровни экспрессии NMDT (в TPM, 
transcripts per million) были разделены на сумму 
уровней экспрессии транскриптов, пересекающих 
найденные NMDj геномные интервалы.

Данные секвенирования РНК при инактивации 
NMD
Результаты экспериментов по инактивации ком-
понентов NMD (двойной нокдаун SMG6 и SMG7) 
с последующим секвенированием РНК получены 
из Gene Expression Omnibus под номером доступа 
GSE86148 в формате FASTQ и выровнены на сбор-
ку генома человека GRCh38 (hg38) с использовани-
ем STAR Aligner v2.7.8a в парноконцевом режиме. 
Чтения с разрывами были подсчитаны программой 
IPSA с настройками по умолчанию [27]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

Вычислительный конвейер NMDj
NMDj состоит из трех основных и трех вспомога-
тельных этапов (рис. 1A). Получая на вход аннота-
цию транскриптов, программа выполняет поиск рам-
ки считывания и предсказывает NMDT, если они 
не были аннотированы. Аннотация NMDT произво-
дится на основании так называемого правила 50 нт, 
которое постулирует, что транскрипт распознается 
системой NMD как мишень, если он содержит ин-
трон на расстоянии не менее 50–55 нт в направлении 
3’-конца от стоп-кодона [30]. Оно основано на пред-
положении о том, что связанные вблизи экзон-эк-

Рис. 1. Вычислительный конвейер 
NMDj. A – блок-схема конвейе-
ра. Б–Г – выбор границ интервала 
(обозначен голубой заливкой). 
5’-Границей является либо последний 
сайт сплайсинга, общий для NMDT 
и любого кодирующего транскрипта 
с той же фазой (Б), либо стартовый 
кодон, если такого сайта сплайсин-
га нет (В). 3’-Граница представляет 
собой либо донорный сайт сплай-
синга интрона, следующего за ПСК-
содержащим экзоном (Б, В), либо 
конец самой короткой 3’-НТО после 
стоп-кодона NMDT (Г). Д – пример 
классификации на основе вершин-
но-независимых путей. NMDT и его 
эталонный кодирующий транскрипт 
(слева) соответствуют паре вершин-
но-независимых путей, состоящих 
из донорных и акцепторных сайтов 
сплайсинга (справа). NMDT и кодиру-
ющие транскрипты, а также соот-
ветствующие им характеристические 
интроны (дуги) обозначены красным 
и синим цветом соответственно. Сай-
ты сплайсинга NMDT обозначены зе-
леными стрелками, если рамка NMDT 
соответствует кодирующей рамке, 
или красными в противном случае
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зонных соединений белковые комплексы смещаются 
рибосомой во время первого раунда трансляции, а те, 
которые остаются связанными за пределами рамки 
считывания, служат сигналом о появлении ПСК [30]. 
В NMDj мы использовали порог в 50 нт, поскольку 
это значение принято для автоматической аннотации 
NMDT в Ensembl [16]. Однако количество предска-
занных NMDT меняется незначительно при увели-
чении порога до 55 нт (рис. S1).

После того как для каждого гена предсказаны 
NMDT, программа находит события АС, приводящие 
к их появлению. Существуют различные формали-
зации для описания событий АС, включая бинар-
ную классификацию (например, ядовитые экзоны 
[31]), классификацию связных компонент в графе 
сплайсинга [32] и нахождение локальных вариантов 
сплайсинга [33]. В этой работе мы определяем со-
бытие АС как набор характеристических интронов, 
охватывающих определяемый далее геномный ин-
тервал. Для каждого NMDT 5’-граница интервала 
определяется как последний сайт сплайсинга, в ко-
тором фаза NMDT совпадает с фазой любого коди-
рующего транскрипта (рис. 1Б). Если такого сайта 
не существует, то 5’-границей считается старт-кодон 
NMDT, если он является общим хотя бы с одним 
кодирующим транскриптом (рис. 1В). 3’-Границей 
интервала считается 3’-конец экзона, содержаще-

го ПСК, или, если NMDT имеет общий стоп-кодон 
с кодирующим транскриптом (и в этом случае это 
не настоящий ПСК), то концом интервала считается 
ближайший конец транскрипта (рис. 1Г).

Затем NMDj выбирает характеристические ин-
троны, которые отличают NMDT от кодирующих 
транскриптов. Все интроны, которые примыкают 
к интервалу или пересекают его, за исключением 
общих для NMDT, и хотя бы одного кодирующе-
го транскрипта, считаются характеристическими. 
В результате каждый NMDT характеризуется на-
бором интронов, которые присутствуют либо в нем, 
либо в кодирующих транскриптах (рис. 1Б,Г, крас-
ные и синие дуги). Поскольку несколько NMDT ча-
сто имеют одинаковые или очень похожие наборы 
характеристических интронов, найденные события 
АС объединяются в кластеры, чтобы уменьшить из-
быточность.

NMDj классифицирует события сплайсинга на ос-
новные типы, такие как ядовитые (poison exon, PE) 
и необходимые (essential exon, EE) экзоны, альтер-
нативные сайты сплайсинга (A5SS, A3SS) и другие 
(табл. 1). Классификация событий АС основана 
на концепции вершинно-независимых путей в при-
менении к графу сплайсинга [20, 34]. В ориентиро-
ванном ациклическом графе, вершинами которого 
являются донорные (D) и акцепторные (A) сайты 

Таблица 1. Список основных типов событий NMDj и их синонимов в классификации, предоставленной NMD Classifier
 

Тип Событие Описание Синоним

DADA:DA PE Ядовитый кассетный экзон вызывает NMD при включении NMD_in

D(AD)nA:DA PEn Одновременное включение n последовательных кассетных 
экзонов вызывает NMD multi_NMD_in

DA:DADA EE Необходимый кассетный экзон вызывает NMD при пропуске NMD_ex

DA:D(AD)nA EEn Одновременный пропуск n последовательных кассетных 
экзонов вызывает NMD multi_NMD_ex

ADA:ADA A5SS Альтернативный 5’-сайт сплайсинга A5SS

DAD:DAD A3SS Альтернативный 3’-сайт сплайсинга A3SS

ADAD:ADAD A5SS+A3SS Альтернативные 5’- и 3’-сайты сплайсинга одного и того же 
интрона A5SS, A3SS

AD:ADAD IR Удержание интрона вызывает NMD nNMD_IR

ADAD:AD ID Вырезание интрона вызывает NMD NMD_IR

DADA:DADA MXE Пара взаимоисключающих соседних экзонов -

AD(AD)nA:ADA A5SS+PEn Альтернативный 5’-сайт сплайсинга и n последовательных 
ядовитых экзонов -

ADA:AD(AD)nA A5SS+EEn Альтернативный 5’-сайт сплайсинга и n последовательных 
необходимых экзонов -

D(AD)nAD:DAD PEn+A3SS n последовательных ядовитых экзонов и альтернативный 
3’-сайт сплайсинга -

DAD:D(AD)nAD EEn+A3SS n последовательных необходимых экзонов и альтернативный 
3’-сайт сплайсинга -

ADAD:AD(AD)nAD A5SS+EE+A3SS Альтернативный 5’-сайт сплайсинга, n последовательных 
необходимых экзонов и альтернативный 3’-сайт сплайсинга -
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сплайсинга, а ребрами – экзоны и интроны, вершин-
но-независимые пути можно определить как пару 
путей, которые не имеют общих вершин, кроме 
первой и последней (рис. 1Д). Каждая такая пара 
представляется в символической форме, соответ-
ствующей последовательности вершин, т.е. ядови-
тый экзон соответствует DADA:DA, альтернативный 
5’-сайт сплайсинга (A5SS) – ADA:ADA, а множе-
ственные ядовитые экзоны (PEn) – D(AD)nA:DA, где 
n – количество экзонов. На последнем этапе NMDj 
оценивает долю экспрессии NMDT в экспрессии 
гена в виде метрики Ψ, вычисленной на основании 
числа чтений с разрывами из экспериментов сек-
венирования РНК (см. «Экспериментальную часть»).

Применение NMDj к транскриптам человека 
и модельных организмов
Применение NMDj к аннотированным транскрип-
там человека, мыши, данио-рерио и дрозофилы по-
казало, что доля NMDT, подчиняющихся правилу 
50 нт, у человека и мыши существенно выше, чем 
у данио-рерио и дрозофилы, что несомненно явля-
ется результатом различий в качестве и полноте ан-
нотаций транскриптомов (табл. 2). Однако частоты 
событий АС, приводящих к появлению NMDT, зна-
чительно различаются между организмами. Если 
у человека и мыши появление NMDT происходит 
в бoльшей степени за счет использования ядовитых 
и необходимых экзонов, чем за счет удержания ин-
тронов, то у дрозофилы и данио-рерио наблюдает-
ся обратная тенденция. По существующим оценкам 
доля удержания интронов среди основных типов АС 
одинаково низка как у млекопитающих, так и у дру-
гих позвоночных и беспозвоночных [35]. Таким об-
разом, наблюдаемое различие между частотами при-
водящих к появлению NMDT событий АС не может 
объясняться ни разной представленностью их типов, 
ни разной полнотой аннотации транскриптома, а ско-
рее указывает на особенности функционирования си-
стемы NMD в разных таксономических группах. 

Преимущества NMDj для нахождения событий 
АС, приводящих к NMD
Существующий подход к анализу событий АС, при-
водящих к появлению NMDT, реализованный в ме-
тоде NMD Classifier, основан на нахождении наилуч-
шего транскрипта-партнера. Его главной проблемой 
является то, что при выборе наилучшего партнера 
не учитываются другие транскрипты и уровни их 
экспрессии. Кодирующий транскрипт вряд ли мо-
жет быть основным источником NMDT, если уро-
вень его экспрессии низок. Чтобы проиллюстриро-
вать важность этой проблемы, мы применили NMD 
Classifier к аннотации транскриптома Ensembl [16] 
и сравнили множество найденных транскриптов-
партнеров с транскриптами из аннотации MANE-
Select в качестве множества наиболее экспрессиру-
емых транскриптов в каждом гене человека [19].

Транскрипты MANE-Select определены как наи-
лучшие транскрипты-партнеры только для 25% 
NMDT, хотя они имели значительно более высокий 
уровень экспрессии, что подтверждается случайной 
выборкой экспериментов по секвенированию РНК 
из GTEx (рис. 2А). Более того, когда наилучший 
транскрипт-партнер не совпадал с MANE-Select, 
его вклад в общий уровень экспрессии генов был 
сопоставим с вкладом NMDT. Это указывает на то, 
что кодирующий транскрипт с наибольшей длиной 
общей с NMDT последовательности может не быть 
транскриптом, из которого NMDT получается в ре-
зультате АС. Кроме того, транскрипты MANE-Select 
не всегда являются наиболее экспрессируемыми. 
Ткани могут различаться по наиболее экспрессиру-
емым транскриптам (рис. 2Б) или экспрессировать 
несколько транскриптов на сопоставимых уровнях. 
Поэтому NMDj рассматривает все аннотированные 
транскрипты для того, чтобы избежать проблемы 
выбора одного наилучшего транскрипта-партнера, 
и кластеризует NMDT по характеристическим ин-
тронам, чтобы получить краткий и неприводимый 
набор событий АС.

Таблица 2. Приводящие к появлению NMDT события АС в транскриптах человека и модельных организмов

Организм #Tr #NMDT NMDT, %
Доля событий АС, %

PE  EE A5SS A3SS IR Другие

Человек 79940 16741 21 18 11 6 8 2 55

Мышь 49951 5339 11 18 18 11 14 4 36

Данио-рерио 35040 854 2 11 10 11 12 23 32

Дрозофила 30688 1325 4 18 4 12 9 16 41

Примечание. #Tr – общее число транскриптов; #NMDT – число NMDT; NMDT – доля NMTD в %. Доли (в %) 
ядовитых (PE) и необходимых (EE) экзонов, доли альтернативных 5’-(A5SS) и 3’- сайтов сплайсинга (A3SS), доля 
удержанных интронов (IR) и доля остальных событий (Другие). 
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NMDj особенно полезен в генах со сложной архи-
тектурой сплайсинга. Ярким примером является ген 
HPS1, который содержит группу экзонов, длина ко-
торых не кратна трем (рис. 2В). Пропуск каждого от-
дельного экзона приводит к появлению NMDT, если 
он не компенсируется событием АС в направлении 
3’-конца, которое восстанавливает рамку считывания. 
Одновременное включение экзонов 6а и 7 приводит 
к появлению NMDT. NMD Classifier выбирает транс-
крипт с экзоном 5 в качестве наилучшего транс-
крипта-партнера. Этот экзон пропускается в NMDT, 
что действительно вызывает сдвиг рамки считыва-
ния. Однако он также пропускается в кодирующем 
транскрипте, в котором его сдвиг рамки компенси-
руется использованием экзона 6 вместо экзона 6а 
и пропуском экзонов 7–10. NMDj правильно иденти-
фицирует последний сайт сплайсинга, в котором рам-
ка считывания NMDT совпадает с рамкой считыва-
ния кодирующего транскрипта, как 3’-границу экзона 
6a, что позволяет обнаружить единственное истинное 
событие АС, приводящее к появлению NMD, а имен-
но вырезание интрона между экзонами 6а и 7. Он 
также идентифицирует все альтернативные интро-
ны, вырезание которых позволяет избежать сдвига 

рамки. Интересно, что другой NMDT с включенным 
экзоном 5 имеет тот же характеристический интрон 
и поэтому кластеризуется с предыдущим. 

NMDj дает более подробную классификацию 
событий АС
Мы сравнили результаты классификации событий 
АС, полученные с помощью NMDj и NMD Classifier, 
в применении к одной и той же аннотации транс-
криптома человека (рис. 3A). NMDj настроен на ис-
пользование транскриптов MANE-Select в качестве 
эталона. Из 15914 NMDT программы NMD Classifier 
и NMDj смогли классифицировать события АС 
для 15446 и 15265 NMDT соответственно. Однако 
события АС были отнесены к одному и тому же 
типу (табл. 1) только в 60% случаев.

В то время как NMD Classifier подразделяет со-
бытия АС на небольшое число наиболее распро-
страненных типов, NMDj может описывать более 
сложные события сплайсинга, используя вершинно-
независимые пути. Например, в гене POR NMDT 
отличается от кодирующих изоформ альтернатив-
ными 5’- и 3’-сайтами сплайсинга и кассетным эк-
зоном (рис. 3Б). Такие события обычно пропускают-

Рис. 2. NMDj и наилучшие транс-
крипты-партнеры NMD Classifier. 
А – относительные доли транс-
криптов (eCDF – кумулятивная 
функция распределения) изоформ 
MANE-Select, изоформ наилучшего 
транскрипта-партнера и изоформ 
NMDT, оцененные по выборке экс-
периментов секвенирования РНК 
из тканей человека. Б – доля генов, 
наиболее экспрессируемые транс-
крипты которых совпадают между 
парами образцов тканей. В – при-
мер локального события АС, приво-
дящего к появлению NMDT, в гене 
HPS1. Характеристические интроны 
для NMDT и кодирующих транскрип-
тов показаны красными и синими 
дугами соответственно. Фаза 
рамки считывания указана над гра-
ницами экзонов. Цвета транскрип-
тов: MANE-Select (синий), NMDT 
(красный), наилучший транскрипт-
партнер, найденный NMD Classifier 
(оранжевый), другие транскрипты 
(серый – NMDT, черный – кодирую-
щие). Необходимый экзон, обнару-
женный NMD Classifier, выделен вер-
тикальной голубой заливкой, однако 
в действительности NMDT образует-
ся из-за смещения сайта сплайсинга 
в MANE-Select-изоформе 
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ся многими стандартными методами исследования 
сплайсинга [31, 32]. Наличие типов АС, которые 
NMD Classifier не может правильно классифициро-
вать, является причиной большой доли несоответ-
ствий между двумя классификациями. Например, 
ряд событий, определенных NMD Classifier как ядо-
витые экзоны (NMD_in), классифицируются NMDj 
как PE+A3SS и MXE (рис. 3A,В). Еще одно преиму-
щество NMDj – способность классифицировать со-
бытия АС в 3’-нетранслируемых областях (3’-НТО). 
Большинство событий, индуцирующих NMD в 3’-
НТО, ожидаемо представлено удержанием интро-

нов. Более того, многие события 3’-НТО не пересе-
каются с изоформой MANE-Select (рис. 3A, S2).

Относительно небольшое количество других несо-
ответствий можно объяснить тем фактом, что NMDj 
и NMD Classifier используют разные эталонные 
транскрипты для классификации событий АС. Лишь 
61% событий АС были классифицированы одина-
ково, когда NMDj был настроен на использование 
наилучших транскриптов-партнеров в качестве 
эталона. Значительная часть различий обусловле-
на неправильной классификацией NMD Classifier. 
Например, большинство событий, отнесенных NMD 

Рис. 3. Категоризация 
событий АС. A – срав-
нение классификаций 
NMDj и NMD Classifier. 
Каждая ячейка пред-
ставляет количество 
NMDT, классифициро-
ванных на соответству-
ющие типы с помощью 
NMDj (строки) и NMD 
Classifier (столбцы). Б, 
В – примеры редких со-
бытий АС, приводящих 
к образованию NMDT. 
Остальные обозначе-
ния как на рис. 2 

A

Б

В



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 17 № 2 (65) 2025 | ACTA NATURAE | 83

Classifier к типу «A3SS, A5SS», классифицируются 
NMDj как A3SS (рис. 3A). Между тем, размер клас-
са «A5SS,A3SS» NMD Classifier намного больше, чем 
размер класса «A3SS». Это противоречит здравому 
смыслу, поскольку выбор между парой альтернатив-
ных 5’-сайтов сплайсинга, по-видимому, не зависит 
от выбора между парой альтернативных 3’-сайтов 
сплайсинга, расположенных в направлении 3’-конца 
и разделенных длинным интроном [36]. Визуальная 
проверка случайно выбранных примеров несоответ-
ствия классификации подтверждает правильность 
классификации NMDj (рис. S3). 

Валидация NMDj на симулированных 
и реальных данных
Приводящие к появлению NMDT события АС 
можно использовать для количественной оценки 
относительных уровней экспрессии NMDT с ис-
пользованием данных секвенирования РНК. Чтобы 
оценить точность NMDj в количественной оцен-
ке АС, мы симулировали данные секвенирования 
РНК, используя средние уровни экспрессии транс-
криптов в тканях человека. Оценочные значения 
Ψ, которые были рассчитаны на основе чтений 
с разрывами, соответствующих характеристиче-
ским интронам, сравнивали с фактическими зна-
чениями Ψ, определяемыми как доля уровня экс-
прессии NMDT в суммарном уровне экспрессии 
всех транскриптов гена. В качестве меры рассто-
яния использовали среднеквадратичную ошиб-

ку (MSE) по всем значениям Ψ для всех изоформ 
NMDT. Оказалось, что по точности NMDj сравним 
с современными методами количественной оценки 
на уровне транскриптов, в то время как значения 
MSE для NMD Classifier были значительно выше 
(рис. 4A). Поскольку способ вычисления метрики Ψ 
в NMDj и NMD Classifier был одинаковым, это еще 
раз говорит о том, что не только наилучший транс-
крипт-партнер, но и другие транскрипты вносят су-
щественный вклад в значение Ψ.

Чтобы подтвердить, что предсказанные NMDj со-
бытия АС действительно приводят к образованию 
NMDT, мы проанализировали изменения Ψ собы-
тий АС, приводящих и не приводящих к появлению 
NMDT, в экспериментах по инактивации системы 
NMD при помощи нокдауна двух ее ключевых фак-
торов – SMG6 и SMG7 [14]. События АС, не приво-
дящие к появлению NMDT, включали в себя кас-
сетные экзоны, альтернативные сайты сплайсинга 
и удержанные интроны, найденные в кодирующих 
транскриптах, не являющихся NMDT. Как и ожи-
далось, при инактивации NMD значения Ψ событий 
АС, приводящих к появлению NMDT, увеличивают-
ся более заметно, чем значения Ψ событий АС в ко-
дирующих транскриптах (рис. 4Б). 

ОБСУЖДЕНИЕ
Подход, реализованный в NMDj, не опирается 
на поиск одного наилучшего транскрипта-партнера, 
что позволяет ему идентифицировать и правильно 
описывать гораздо большее число событий АС, при-
водящих к появлению NMDT, по сравнению с NMD 
Classifier. Однако для некоторых NMDT (всего 1139 
транскриптов) характеристические интроны не об-
наружены, что в большинстве случаев обусловле-
но координацией между удаленными событиями 
АС и альтернативными старт- и стоп-кодонами. 
Например, одновременное включение и исключение 
несмежных экзонов 5 и 7 в гене ERLEC1 сохраняет 
рамку считывания, а включение только одного экзо-
на из пары приводит к появлению NMDT (рис. 5А). 
Этот пример показывает, что установить причинно-
следственную связь между локальным событием 
АС и NMDT не всегда возможно, поскольку способ-
ность служить мишенью NMD является глобаль-
ной характеристикой транскрипта, которая зависит 
от координации между удаленными событиями АС, 
а локальные события АС по отдельности не опреде-
ляют эти глобальные свойства. Как и любой другой 
подход, учитывающий только локальные события 
АС, NMDj принципиально не способен правильно 
охарактеризовать причину появления таких NMDT.

Известно, что локальные события АС регули-
руют экспрессию генов путем переключения АС 

Рис. 4. Сравнение предсказаний NMDj и NMD Classifier. 
A – среднеквадратическая ошибка (MSE) значений Ψ, 
оцененных различными методами по симулированным 
данным секвенирования РНК относительно истинного 
значения. Б – статистически значимые изменения со-
бытий АС, приводящих к появлению NMDT и кодирую-
щих транскриптов (кассетные экзоны, альтернативные 
сайты сплайсинга и удержание интронов) при инактива-
ции NMD циклогексимидом. **** обозначает статисти-
чески значимые различия на 0.01% уровне значимости 
(тест Манна–Уитни) 
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на производство NMDT [5, 6]. Такое переключение 
управляется РНК-связывающими белками, кото-
рые связываются с цис-элементами в пре-мРНК, 
и, как правило, регулируется локально [37]. С дру-
гой стороны, о функциональных последствиях и ре-
гуляторных механизмах координации событий АС 
на больших расстояниях известно довольно мало [38–
41]. Координация между событиями АС может быть 
важна для получения изоформ белка с различными 
функциями. В некоторых случаях координация мо-
жет поддерживаться системой NMD. Примером тому 
служит скоординированный взаимоисключающий 
сплайсинг экзонов 8а и 8б в гене FGFR2, который 
приводит к образованию функциональных белковых 
продуктов с различной лигандной специфичностью 
[41] (рис. 5Б). Включению экзона 8а способствуют 
эпителиально-специфичные белки ESRP1 и ESRP2, 
которые связываются с одной и той же регуляторной 
последовательностью внутри интрона [42]. При этом 
одновременное включение обоих экзонов приводит 
к образованию NMDT. Таким образом, в FGFR2 пере-
ключение между изоформами регулируется на уров-
не локального АС, а координация взаимоисключения 
экзонов достигается за счет элиминации NMDT.

В целом, одновременный анализ всех изоформ 
сплайсинга вместо одного наилучшего транскрип-
та-партнера позволяет NMDj идентифицировать 
события АС, приводящие к появлению NMDT, с бо-
лее высокой точностью. Однако в отношении клас-

сификации скоординированного действия удален-
ных событий АС NMDj имеет те же ограничения, 
что и другие методы. Анализ таких событий требу-
ет принципиально иных подходов. Однако представ-
ляется более вероятным, что это NMD вызывает 
неслучайную связь между событиями АС, а не ре-
гулируемая связь между событиями АС вызывает 
появление мишеней NMD. Поэтому описание скоор-
динированных событий АС на больших расстояниях 
выходит за рамки данного исследования как по тех-
ническим, так и по концептуальным причинам.

Разработанный нами метод может быть поле-
зен в исследованиях регуляции генной экспрес-
сии по механизму непродуктивного сплайсинга [6]. 
Например, он может быть применен в таких за-
дачах, как поиск специфически экспрессируемых 
NMDT и для оценки активности системы NMD 
в целом. Таким образом, NMDj закрывает существу-
ющий пробел в инструментарии для исследования 
сопряжения АС и NMD.  

Представленные результаты включают данные, 
полученные из портала GTEx  
(номер dbGaP phs000424/GRU).

Данная работа выполнена при поддержке гранта 
Российского научного фонда (№ 22-14-00330).

Приложения доступны на сайте  
https://doi.org/10.32607/actanaturae.27572.

Рис. 5. Скоординирован-
ный сплайсинг несмеж-
ных кассетных экзонов 
в гене ERLEC1 (А) 
и скоординированный 
сплайсинг экзонов в гене 
FGFR2 (Б). Помимо 
взаимного исключения 
экзонов 8а и 8б, анно-
тированы изоформы 
с координированным 
пропуском экзонов 7–9 
(NMDT), а также ко-
дирующие изоформы 
с координированным 
пропуском экзонов 
7–8а,б и 8а,б–9. При од-
новременном включении 
экзонов 8а и 8б возника-
ет NMDT. Цветовые обо-
значения как на рис. 2

А

Б
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РЕФЕРАТ Нейробластома – злокачественная солидная опухоль, возникающая в результате трансформа-
ции клеток нервного гребня. Нейробластома встречается преимущественно у детей и характеризуется 
неблагоприятным течением. В связи с этим актуальна разработка новых подходов к терапии нейро-
бластом, в том числе к комбинированной терапии. Увеличение уровня метилирования ДНК, обнару-
женное в клетках нейробластомы, указывает на потенциальную возможность использования гипоме-
тилирующих агентов в комбинированной терапии этого заболевания. Для выявления эффективных 
комбинаций противоопухолевых препаратов нами проведен анализ изменений транскриптома клеток 
нейробластомы SH-SY5Y после обработки гипометилирующим агентом 5-азацитидином с последующей 
экспериментальной проверкой эффективности этих комбинаций. Обнаружены два препарата – митра-
мицин А и лонафарниб – совместное применение которых с 5-азацитидином синергически усиливает 
гибель клеток SH-SY5Y. Эти препараты ингибируют сигнальный путь, связанный с фактором транс-
крипции Sp1, и сигнальный путь RAS-MAPK, которые активируются под действием 5-азацитидина. 
Анализ сигнальных путей также выявил активацию сигнальных каскадов, связанных с дифференци-
ровкой клеток нейробластомы и индукцией апоптоза, что было подтверждено методами мультиплекс-
ной и конфокальной микроскопии. Таким образом, анализ изменения сигнальных путей позволяет 
установить механизмы гибели клеток и их адаптации к гипометилирующим агентам, что может быть 
в дальнейшем использовано для разработки новых подходов к терапии нейробластомы.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА детские злокачественные заболевания, комбинированная терапия, эпигенетические 
регуляторы. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 5-Аза – 5-азацитидин; GD2 – дисиалоганглиозид; ALK – киназа анапластической 
лимфомы; MDM2 – убиквитин-протеинлигаза E3; ДМСО – диметилсульфоксид; PKB – протеинкиназа 
B; NGF – фактор роста нервов; ILK – интегрин-связанная киназа; TRK – рецепторная тропомиозин-
киназа; IGF1R – инсулиноподобный фактор роста 1; MAPK – митоген-активируемая протеинкиназа; 
ERK – внеклеточная сигнал-регулируемая киназа; EGFR – рецептор эпидермального фактора роста; 
FGFR – рецептор фактора роста фибробластов, JAK – Янус-киназа; CHK – киназа контрольных точек 
клеточного цикла; mTOR – мишень рапамицина у млекопитающих; RAF – серин/треониновая проте-
инкиназа; CDK – циклинзависимая киназа; РТК – рецепторная тирозинкиназа; RAS – малый G-белок.
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ВВЕДЕНИЕ
Нейробластома – это внечерепная солидная опу-
холь, которая образуется в результате злокаче-
ственного перерождения клеток нервного гребня 
во время формирования симпатической нервной 
системы [1]. Пятилетняя выживаемость детей 
с нейробластомой высокого риска (50% случаев) со-
ставляет 60% [2]. К основным методам лечения ней-
робластом высокого риска относятся интенсивная 
химиотерапия, лучевая терапия, трансплантация 
аутологичных стволовых клеток и иммунотерапия 
[3]. Разрабатываются таргетные препараты, направ-
ленные на дисиалоганглиозид (GD2) [4], киназу ана-
пластической лимфомы (ALK) [5–7], убиквитин-про-
теинлигазу E3 (MDM2) [8], компоненты сигнальных 
путей PI3K/Akt/mTOR, Fos/Jun и RAS-MAPK [9]. 
Ингибиторы ALK уже находятся на стадии клини-
ческих испытаний для лечения пациентов с реци-
дивами и резистентными формами нейробластомы 
[10]. Cуществующие подходы к лечению таких па-
циентов не всегда эффективны, поэтому разраба-
тываются методы комбинированной терапии нейро-
бластом [11]. 

Изменения в метилировании ДНК часто наблю-
дают в злокачественных клетках разной природы, 
в частности, гиперметилирование промоторов опу-
холевых генов-супрессоров или глобальное гипоме-
тилирование [12]. На данный момент для лечения 
миелодиспластических синдромов одобрены два ин-
гибитора ДНК-метилтрансферазы – 5-азацитидин 
(5-Аза) и его аналог децитабин [13, 14]. 5-Аза – ги-
пометилирующий агент, являющийся синтетическим 
аналогом цитидина. Встраивание 5-Аза в ДНК при-
водит к нарушению работы ДНК-метилтрансфераз, 
гипометилированию и повреждению ДНК. Препарат 
одобрен для лечения пациентов с острыми миело-
идными лейкозами и миелодиспластическими син-
дромами [15]. 

Повышенный уровень метилирования геномной 
ДНК в клетках нейробластомы связывают с не-
благоприятным прогнозом [16]. Показано, что 5-Аза 
вызывает дифференцировку клеток нейробластом, 
снижает скорость пролиферации и формирова-
ние колоний, а также усиливает цитотоксический 
эффект таких препаратов, как доксорубицин, ци-
сплатин и этопозид [17]. Децитабин ранее тестиро-
вали в сочетании с доксорубицином, но на первой 
стадии клинических испытаний выявили высокую 
токсичность такой комбинации [18]. Ингибиторы 
эпигенетических регуляторов, например ингиби-
торы гистоновых деацетилаз, могут проявлять си-
нергический эффект в сочетании с ингибиторами 
рецепторных тирозинкиназ за счет повышения их 
экспрессии [19]. 5-Аза также может оказывать су-

щественное влияние на экспрессию генов, активно 
участвующих в онкогенезе, путем деметилирования 
ДНК. Поэтому перспективным представляется по-
иск новых подходов к терапии, основанных именно 
на комбинированном использовании 5-Аза с други-
ми противоопухолевыми препаратами.

В представленной работе проанализированы из-
менения экспрессии генов и активности сигнальных 
путей в клетках нейробластомы SH-SY5Y под дей-
ствием 5-Аза для отбора наиболее эффективных 
комбинаций 5-Аза с противоопухолевыми препара-
тами различных типов. Дополнительно проверяли 
функциональное значение изменений активности 
сигнальных путей на уровне транскриптома, изучая 
внутриклеточные процессы с помощью флуорес-
центной микроскопии и оценивая совместное дей-
ствие 5-Аза с ингибиторами различных сигнальных 
путей. Эти данные можно рассматривать как пред-
посылку для разработки нового подхода к лечению 
тех нейробластом, клетки которых чувствительны 
к действию деметилирующих агентов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Культуры клеток и ингибиторы
Перевиваемые клетки злокачественных опухо-
лей человека: нейробластомы SH-SY5Y, рака мо-
лочной железы SK-BR-3, рака почки 786-O, рака 
шейки матки SiHa и рака яичника SK-OV-3 куль-
тивировали в среде RPMI-1640 (Capricorn Scientific, 
Германия), клетки колоректального рака HCT-116, 
аденокарциномы легкого H1299, глиобластомы LN-18, 
рабдомиосаркомы TE-671 культивировали в среде 
DMEM (Capricorn Scientific). Все клетки культиви-
ровали при 37°C и 5% CO2 с добавлением 10% эм-
бриональной бычьей сыворотки (Gibco, США), 1 мМ 
пирувата натрия (Gibco), 2 мМ L-глутамина (Gibco), 
100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина 
(Capricorn Scientific). Для пересева клеток исполь-
зовали фосфатный буфер и трипсин (ThermoFisher 
Scientific). Клетки SH-SY5Y, H1299, LN-18 и TE-671 
подарены Институтом экспериментальной вирусо-
логии Генриха Петте (Гамбург, Германия), клетки 
SK-BR-3 получены из коллекции Института цито-
логии РАН (Санкт-Петербург, Россия), остальные 
клеточные культуры взяты из коллекции Института 
молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта РАН 
(Москва, Россия). Клетки тестировали на отсут-
ствие контаминации микоплазмой каждые две не-
дели с помощью окрашивания красителем ДНК 
Hoechst-33342 (Sigma-Aldrich, США). 

Все использованные в работе ингибиторы раство-
ряли в диметилсульфоксиде (ДМСО), стоковые рас-
творы хранили при -80°C (табл. S1).
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Выделение РНК
РНК для анализа транскриптома выделяли из 1 млн 
клеток SH-SY5Y, обработанных 5 мкМ 5-Аза в те-
чение 24 ч. РНК выделяли хлороформ-феноловым 
методом реагентом TRIzol (Ambion) с последую-
щей обработкой ДНКазой (Zymo Research, США) 
и очисткой РНК с помощью колонок RNA Clean & 
Concentrator-25 (Zymo Research) согласно протоко-
лам производителей.

Количество выделенной РНК определяли с помо-
щью флуориметра Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific). 
Общую целостность РНК оценивали с помощью био-
анализатора Agilent 2100 (Agilent Technology, США). 
Целостность РНК (RIN) каждого образца составила 
≥ 8.

РНК-секвенирование и анализ транскриптома 
Для получения каждой библиотеки использовали 
в общей сложности 1 мкг РНК. Библиотеки для сек-
венирования РНК создавали с использованием на-
бора для подготовки библиотеки мРНК TruSeq 
(Illumina, США) в соответствии с рекомендациями 
производителя. К каждому образцу прикрепляли 
различные адаптеры с одним индексом из наборов 
TruSeq RNA Single Index (Illumina) для облегчения 
мультиплексного секвенирования. Фрагменты ДНК 
длиной 250–300 п.н. отбирали с помощью магнит-
ных шариков MagPure A4 XP (Magen Biotechnology, 
Китай). Затем библиотеки кДНК обогащали мето-
дом ПЦР и очищали. Качество библиотек оценивали 
с помощью биоанализатора Agilent 2100. Конечные 
библиотеки собрали в эквимолярных соотношениях 
и секвенировали на системе NextSeq 2000 (Illumina) 
в режиме single-end с длиной прочтения 101 п.н. 
Результаты секвенирования были обработаны с по-
мощью программы STAR aligner версии 2.7.4a [20] 
в режиме «GeneCounts» с аннотацией Ensembl 
human transcriptome (версия сборки GRCh38 и ан-
нотация транскрипта GRCh38.89). Исходные зна-
чения экспрессии RNAseq (формат ReadsPerGene) 
нормировали по стандарту DESeq2 [21]. Мы рассчи-
тали уровни активации путей (PALs) в общей слож-
ности для 3024 путей, использовав общедоступную 
коллекцию молекулярных путей, извлеченных 
из OncoboxPD [22].

Анализ активности сигнальных путей и анализ 
CMAP
Для поиска схожих или противоположных воз-
действий использовали алгоритм CMAP [23]. 
Алгоритм CMAP позволяет сравнить изменения 
экспрессии генов под определенным воздействием 
и под действием каждого из сотен тысяч измерен-
ных воздействий, содержащихся в базе данных. 

Алгоритм показывает, влияние каких воздействий 
на экспрессию генов оказалось наиболее сходным 
или противоположным анализируемому воздей-
ствию. Сравнивали уровни экспрессии 100 генов, 
экспрессия которых наиболее сильно повысилась, 
и 100 генов, экспрессия которых наиболее заметно 
снизилась, под исследуемым воздействием. В каче-
стве контроля использовали клетки SH-SY5Y, об-
работанные ДМСО. 

Оценка выживаемости клеток 
Жизнеспособность клеток оценивали с исполь-
зованием наборов Cell Proliferation Assay XTT 
(11465015001, Roche, Sigma-Aldrich, США) и AbiCell 
Resazurin Cytotoxicity Assay Kit резазурин (CEL-04-
30ML, Abisense, Россия). 

Клетки SH-SY5Y (2500 клеток на лунку 96-лу-
ночного планшета) инкубировали с препарата-
ми в течение 6 дней, затем удаляли питательную 
среду и добавляли к клеткам резазурин или XTT. 
После 4 ч инкубации при 37°C и 5% CO2 измеря-
ли сигнал от клеток на спектрофотометре Multiscan 
FC как разницу поглощения на длинах волн 570 
и 620 нм для резазурина и 450 и 605 нм для XTT. 
Изменение жизнеспособности клеток, вызванное 
комбинацией препаратов, рассчитывали как раз-
ницу общего эффекта препаратов и суммы их эф-
фектов по отдельности. Использовали методику 
расчета выживаемости клеток и показателя AUC 
(area under the curve), аналогичную опубликованной 
ранее [24]. Для расчета AUC вычисляли площадь 
под графиком в координатах выживаемости клеток 
(в процентах) и концентрации препарата, используя 
для расчета площади разбиение графика на трапе-
ции. На основании рассчитанных для всех клеточ-
ных линий значений определяли среднее значение 
показателя AUC для всех линий для последующей 
нормировки. Значение AUC нормировали таким об-
разом, что показатель AUC, равный единице, соот-
ветствует среднему значению AUC для всех линий. 

Подсчет клеток автоматическим микроскопом 
Для подсчета клеток автоматическим флуоресцент-
ным микроскопом мы применяли протокол под-
счета клеток с экспрессией репортерной системы 
ERK-KTR H2B-mRuby, который использовали в ла-
боратории ранее [25]. Каждый эксперимент повто-
рили три раза; для подсчета клеток в каждой лун-
ке выбирали четыре случайные поля для съемки. 
Измеряли четыре временные точки: 0, 24, 72 и 144 ч. 
Изображения клеток получали с помощью флуорес-
центного микроскопа Leica DMI8 (Leica, Германия), 
подсчет количества клеток производили в програм-
мах Cellpose и CellProfiler.
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Измерение механизмов гибели клеток
Клетки SH-SY5Y высевали на 96-луночные планше-
ты (2500 клеток на лунку). Окрашивание проводили 
через 72 ч после добавления 5-Аза. Для окрашива-
ния митохондрий, тубулина, лизосом, ионов железа 
FeII, каспаз 3/7, ядер и ДНК использовали красители 
TMRE (Lumiprobe, Россия), Tubulin TrackerTM Deep 
Red (Invitrogen, США), LumiTracker® LysoGreen 
(Lumiprobe), HMRhoNox-M (Lumiprobe), NucView® 

488 (Biotium, США), Hoechst-33342 и 7-аминоакти-
номицин Д (7-AAD) (BioinnLabs, Россия) соответ-
ственно. Окрашивание проводили при 37°C и 5% 
CO2, съемку – на флуоресцентном микроскопе Leica 
DMI8. Использованные концентрации, времена 
окрашивания, параметры съемки указаны в прило-
жении (табл. S2). 

Делали по четыре фотографии клеток, инкуби-
рованных с препаратом в каждой концентрации, 
опыт проводили в двух повторах. Индивидуальные 
клетки на фотографиях определяли с помощью 
программ Cellpose и CellProfiler. Протоколы сег-
ментации клеток и расчета интенсивностей флу-
оресценции опубликованы ранее [24]. Активности 
митохондрий, лизосом, ионов FeII измеряли, исполь-
зуя интегральную интенсивность флуоресценции 
для каждой клетки. Для анализа активности каспаз 
3/7 и выявления мертвых клеток по окрашиванию 
7-AAD определяли процент окрашенных клеток 
в CellProfiler. 

Конфокальная микроскопия
Клетки фиксировали 4% раствором формальдеги-
да (Sigma-Aldrich, США) в 0.1 M фосфатном бу-
фере (PBS) в течение 15 мин, затем блокировали 
с использованием раствора, состоящего из 1% бы-
чьего сывороточного альбумина (BSA) («ПанЭко», 
Россия), 22.52 мг/мл глицина (Sigma-Aldrich), 1% 
Tween (Sigma-Aldrich) в PBS. Для изучения рас-
пределения рецепторных белков TRK в цитоплаз-
ме клеток использовали конъюгированные с флу-
оресцентной меткой Alexa 647 антитела (ab194322, 
Abcam, Великобритания). Клетки инкубировали 
с антителами в течение ночи, разведение антител 
– 1 : 100 в 1% растворе BSA в PBS. Покровные 
стекла помещали на предметные стекла, на ко-
торых размещали 8 мкл Slowfade gold medium 
(Invitrogen, США) с 1 мкг/мл DAPI (Sigma-Aldrich) 
клетками вниз, покровные стекла заклеивали ла-
ком для ногтей. Для детекции ядер использовали 
краситель DAPI. Данные получали методом кон-
фокальной микроскопии на лазерно-сканирующем 
микроскопе Leica TCS SP5 (Leica), который осна-
щен объективом HCX PLAPO CS 63×1.4, используя 
масляную иммерсию. Полученные конфокальные 

8-битные изображения обработали в программном 
обеспечении LAS AF 4.0. 

Обработка данных
Статистические тесты и визуализацию данных про-
водили в программных обеспечениях GraphPad 
Prism 8.0, Python, LAS AF. Средние значения, значе-
ния стандартного отклонения (SD) для оценки жиз-
неспособности клеток посчитали в R и GraphPad 
Prism 8.0. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для определения селективности 5-Аза в отноше-
нии клеток нейробластомы мы измерили действие 
5-Аза в концентрациях 0.25–20 мкМ на клетки опу-
холей человека различной природы: нейробластомы 
SH-SY5Y, рака молочной железы SK-BR-3, рака 
почки 786-O, рака шейки матки SiHa, рака яични-
ка SK-OV-3, колоректального рака HCT-116, аде-
нокарциномы легких H1299, глиобластомы LN-18, 
рабдомиосаркомы TE-671 (рис. 1А). Наиболее чув-
ствительными к действию 5-Аза оказались клетки 
нейробластомы SH-SY5Y (рис. 1Б). 

Клетки нейробластомы SH-SY5Y были получены 
путем клонирования клеточной линии нейробла-
стомы SK-N-SH [26]. Клетки SH-SY5Y являются 
наиболее часто используемыми в научных иссле-
дованиях: на сайте https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/ 
представлены 13789 публикаций, в которых приме-
няли клеточную линию SH-SY5Y, а на долю сле-
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Рис. 1. Оценка токсичности 5-азацитидина (5-Аза) 
для клеток нейробластомы человека SH-SY5Y. 
А – чувствительность злокачественных клеток разной 
природы к 5-Аза в течение 72 ч. Клетки обработали 
препаратом в концентрации 0.25–20 мкМ, представ-
лены значения показателя AUC (area under the curve). 
Б – выживаемость клеток нейробластомы SH-SY5Y по-
сле обработки 5-Аза в течение 72 ч. На графике при-
ведены среднее значение из трех повторов и средне-
квадратическое отклонение (SD). Контроль – клетки, 
инкубированные с диметилсульфоксидом (ДМСО) 
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Рис. 2. Изменение сигнальных путей 
в клетках нейробластомы человека SH-
SY5Y после обработки 5-азацитидином 
(5-Аза). А – сила активации сигнальных 
путей в клетках SH-SY5Y после об-
работки 5 мкМ 5-Аза в течение 24 ч 
по результатам анализа Oncobox [22]. 
Приведены результаты для каждого по-
втора отдельно. Сила активации сигналь-
ных путей (PAS): красным обозначено 
позитивное изменение, черным – не-
гативное. Показаны сигнальные пути, 
которые могут вносить вклад в прогрес-
сию злокачественных опухолей и имеют 
статистически значимые изменения. 
Б – клеточные процессы, изменяющи-
еся в клетках SH-SY5Y, обработанных 
5 мкМ 5-Аза в течение 24 ч, согласно 
анализу CMAP. Точками обозначены 
клеточные процессы из анализа CMAP. 
Цветом обозначены классы клеточных 
процессов, которые имеют статистиче-
ски значимые совпадения или различия 
с набором генов, экспрессия которых 
изменяется под воздействием 5-азаци-
тидина, согласно анализу CMAP. Резуль-
таты показаны как обратный десятичный 
логарифм q-значений после коррекции 
на множественные значения (-log

10
fdr_q) 

и connectivity scores (raw_cs) – степени 
совпадения дифференциально активиро-
ванных генов на анализируемое изме-
нение их экспрессии в ответ на воздей-
ствие 5-азацитидином. Положительные 
значения raw_cs указывают на наличие 
одинаковых изменений в экспрессии ге-
нов под воздействием 5-Аза и указанных 
пертрубаций. Отрицательные значения 
соответствуют противоположному из-
менению в экспрессии генов под воздей-
ствием 5-Аза и указанных пертрубаций

А

Б

анализ транскриптома клеток под воздействием 
5 мкМ 5-Аза в течение 24 ч и сравнение с транс-
криптомом клеток SH-SY5Y, обработанных ДМСО 
в течение 24 ч. Результаты анализа транскриптома 
представлены в виде активности сигнальных путей 
и экспрессии генов (рис. 2А). 

Наибольшие положительные изменения актив-
ности сигналинга наблюдали в сигнальных путях, 
связанных с транскрипционными факторами AP1, 

дующей по количеству упоминаний линии (NMB) 
приходится 5338 публикаций. Клетки SH-SY5Y со-
держат мутацию в гене ALK (F1174L) [27], они под-
ходят для изучения дифференцировки клеток [28]. 
Клетки SH-SY5Y оказались самыми чувствитель-
ными к 5-Аза, поэтому дальнейшие исследования 
проводили на культуре этих клеток. 

Чтобы определить, на какие процессы в клетках 
нейробластомы воздействует 5-Аза, нами проведен 
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Рис. 3. Определение 
препаратов со сходным 
с 5-азацитидином (5-Аза) 
воздействием на экспрес-
сию генов клеток SH-SY5Y 
нейробластомы человека 
с помощью CMAP. Клетки 
обрабатывали 5 мкМ 5-Аза 
и инкубировали их с препа-
ратом в течение 24 ч. Точ-
ками обозначены воздей-
ствия ингибиторов, малых 
шпилечных РНК или сверх-
экспрессии определенных 
генов. Цветом обозначены 
разные классы ингибито-
ров. Показаны препараты 
со статистически значимым 
максимальным эффек-
том. Результаты показаны 
как обратный десятичный 
логарифм q-значений после 
коррекции на множествен-
ные значения (-log

10
fdr_q) 

и connectivity scores (raw_cs) 
– степени похожести диф-
ференциально активирован-
ных генов на анализируемое 
воздействие. Положитель-
ные значения raw_cs указы-
вают на схожие воздействия 
с действием 5-Аза, а отри-
цательные – на противопо-
ложные

ATF6, Sp1, с активацией протеинкиназы B (PKB), 
процессингом фактора роста нервов (NGF), арестом 
клеточного цикла за счет рецептора глюкокортико-
идов, сигнальными каскадами, связанными с инте-
гринзависимой киназой (ILK) и сигнальным путем 
PI3K/Akt/mTOR (рис. 2А). Наибольшие отрица-
тельные изменения выявлены в сигнальных путях, 
связанных с NGF-независимой активацией рецеп-
торной тропомиозинкиназы A (TRKA), клеточным 
циклом, репликацией ДНК с участием транскрипци-
онного фактора E2F, сигнальными путями митоген-
активируемой протеинкиназы (MAPK), апоптозом 
за счет рецептора инсулиноподобного фактора роста 
1 (IGF1R). 

Чтобы определить, какие противоопухолевые 
препараты и клеточные процессы могут оказывать 
схожее или противоположное воздействие на транс-
криптом клеток, мы провели анализ алгоритмом 
CMAP [23] (табл. S3, S4, рис. 2, 3). Нами выяв-
лены значимые изменения клеточных процессов 
в клетках SH-SY5Y, обработанных 5-Аза (рис. 2Б). 

Схожие изменения касались процессов, связан-
ных с регуляцией апоптоза и клеточного цикла, 
активностью протеасом, рецепторным сигналингом 
и MAPK-путем, в частности, связанных с внекле-
точной сигнал-регулируемой киназой (ERK) и TRK. 
Противоположные изменения касались процессов, 
связанных с ответом на повреждения ДНК и транс-
крипцией. 

Ингибиторы рецептора эпидермального фактора 
роста (EGFR), рецептора фактора роста фибробла-
стов (FGFR), Янус-киназы (JAK), киназы контроль-
ных точек клеточного цикла (CHK) и ингибитор 
репарации ДНК действовали на экспрессию генов 
так же, как и 5-Аза (рис. 3). В числе соединений, 
вызывающих сходные эффекты, выявлен 5-Аза, 
что указывает на достоверность наблюдаемых нами 
изменений транскриптома. Противоположные эф-
фекты вызвали ингибиторы гистондеацетилаз, ин-
гибиторы mTOR, топоизомеразы, серин/треониновой 
протеинкиназы (RAF), тирозинкиназы Abl, транс-
крипционного фактора NF-kB. Ингибиторы циклин-
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распределение рецепторов TRK в цитоплазме кле-
ток SH-SY5Y, обработанных 5-Аза в концентрации 
10 мкМ в течение 72 ч (рис. 6). 

Обнаруженное усиление окрашивания клеток ан-
тителами к белкам TRK в цитоплазме клеток SH-
SY5Y может объяснять повышение активности сиг-
нальных путей, связанных с NGF и белками TRK, 
на уровне экспрессии генов. 

На основе полученных результатов (табл. S3, S4, 
рис. 2, 3) были выбраны 18 препаратов для даль-
нейшего тестирования в комбинациях с 5-Аза. 
В частности, отобран ряд ингибиторов РТК, гистон-
деацетилаз, MAPK-пути, клеточного цикла, а также 
ингибиторы протеасом, глюкокортикоидных рецеп-
торов, синтеза ДНК, восстановления поврежденной 
ДНК, индуктор апоптоза и активатор сигнального 
пути, связанного с p38 (табл. 1). 

Мы одновременно обработали клетки 5-Аза 
в концентрации 2.5 мкМ и вторым ингибитором 
в подобранной ранее действующей концентрации, 
которая снижает количество клеток на 20–50% за 72 
ч. Далее мы инкубировали клетки в течение 144 ч 
и для оценки эффективности комбинаций препара-
тов измеряли жизнеспособность клеток резазури-
ном (рис. 7А). 
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Рис. 4. Вклад апоптоза в гибель клеток нейробластомы человека SH-SY5Y, обработанных 5-азацитидином 
(5-Аза) в течение 72 ч. А – окрашивание клеток SH-SY5Y красителем каспаз 3/7 и 7-аминоактиномицином Д 
(7-AAD) после обработки 10 мкМ 5-Аза. Б – доля апоптотических клеток (зеленый и желтый) в популяции клеток 
SH-SY5Y после обработки 5–20 мкМ 5-Аза. Фотографии клеток получены на автоматическом флуоресцентном 
микроскопе. Контроль – клетки, обработанные диметилсульфоксидом (ДМСО). Анализ проводили на основе 
интенсивности флуоресценции красителей в 350–2500 клетках, среднеквадратичное отклонение (SD) оценивали 
для среднего значения интенсивности восьми фотографий каждой концентрации 5-Аза. Статистическую значи-
мость определяли с помощью теста Манна–Уитни по сравнению с ДМСО (**p≤0.01) 

зависимых киназ (CDK), рецепторной тирозинкина-
зы (РТК) FLT3 и ингибиторы синтеза ДНК влияли 
на экспрессию генов по-разному. 

Нами обнаружено увеличение активности семи 
клеточных путей, связанных с апоптозом (табл. S3). 
Поскольку существуют разные механизмы клеточ-
ной гибели, мы решили определить, как влияет об-
работка 5-Аза в течение 72 ч на активность каспаз 
3/7, митохондрий, лизосом, содержание FeII в клетках 
и количество мертвых клеток SH-SY5Y. С помощью 
флуоресцентных красителей выявлено увеличение 
количества клеток в апоптозе до 26% (рис. 4А,Б), 
что подтверждает повышение активности сигналь-
ных каскадов, связанных с апоптозом. Обнаружено 
увеличение активности лизосом в клетках SH-SY5Y 
после обработки 5-Аза (рис. 5А,Б). Также выявле-
но снижение активности митохондрий и повышение 
количества FeII, но эти изменения были незначи-
тельными и, вероятно, связаны с гибелью клеток 
(рис. 5В,Г). 

Показано in vitro, что NGF способен замедлять 
рост нейрогенных опухолевых клеточных линий 
и вызывать их дифференцировку [29]. Поскольку 
5-Аза влияет на активность сигнальных путей, свя-
занных с NGF и его рецептором TRKA, мы оценили 
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Рис. 5. Изменение активности лизосом в клетках нейробластомы человека SH-SY5Y после обработки 5-азацити-
дином (5-Аза) в течение 72 ч. А – окрашивание клеток SH-SY5Y красителем лизосом после обработки 10 мкМ 
5-Аза. Фотографии клеток получили на флуоресцентном микроскопе. Желтым отмечены лизосомы, синим – 
ядра, фиолетовым – митохондрии, серым – тубулин. Б – изменение активности лизосом в клетках SH-SY5Y 
после обработки 5–20 мкМ 5-Аза. В – изменение активности митохондрий в клетках SH-SY5Y после обработки 
5–20 мкМ 5-Аза. Г – изменение количества железа FeII в клетках SH-SY5Y после обработки 5–20 мкМ 5-Аза. 
Контроль – клетки, обработанные диметилсульфоксидом (ДМСО). Показаны распределения интегральной 
интенсивности красителей в 350–2500 клетках, точками отмечены средние значения для каждой из восьми фото-
графий, а также указано среднеквадратичное отклонение (SD). Статистическую значимость определяли с помо-
щью теста Манна–Уитни по сравнению с ДМСО (**p≤0.01)

Обнаружены две наиболее эффективные комби-
нации – 5-Аза с акситинибом, с мультикиназным 
ингибитором и митрамицином А, ингибитором син-
теза ДНК. Однако поскольку такой метод оценки 
пролиферации клеток показывает изменение ме-
таболической активности клеток [24], мы решили 

проверить жизнеспособность клеток после обработ-
ки комбинациями ингибиторов с 5-Аза с помощью 
подсчета числа клеток на автоматическом флуорес-
центном микроскопе (рис. 7Б,В, S1). Выявили от-
личия от результатов эксперимента с резазурином: 
наиболее эффективными оказались сочетания 5-Аза 
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Рис. 6. Распределение 
белков TRK в цитоплазме 
клеток нейробластомы 
человека SH-SY5Y после об-
работки 10 мкМ 5-азацити-
дина (5-Аза) в течение 72 ч. 
Контроль – клетки, обрабо-
танные диметилсульфокси-
дом (ДМСО). Фотографии 
клеток получили на кон-
фокальном микроскопе 
с использованием антител 
к белкам TRK (Alexa647, 
пурпурный) и окрашивания 
ядер фиксированных клеток 
с использованием DAPI 
(серый)
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с митрамицином А и лонафарнибом, ингибитором 
малого G-белка (RAS) (рис. 7В). Комбинирование 
митрамицина А или лонафарниба с 5-Аза в концен-
трациях, которые сами по себе не оказывают зна-
чительного влияния на пролиферацию клеток, при-
вело к существенному ингибированию роста клеток 
SH-SY5Y и практически полностью остановило их 
пролиферацию. 

ОБСУЖДЕНИЕ
В нашей работе проанализировано изменение транс-
криптома клеток нейробластомы человека SH-SY5Y, 
обработанных 5-Аза, с целью выявления препара-
тов, которые можно будет использовать в комбина-
циях с 5-Аза. Определено также, посредством каких 
механизмов 5-Аза может активировать гибель кле-
ток SH-SY5Y. 

Обнаружено, что 5-Аза влияет на сигнальные 
пути, связанные с NGF: усиливается окрашивание 
клеток антителами к белкам TRK, изменяется мор-
фология клеток. Ранее показано, что 5-Аза вызы-
вает дифференцировку клеток нейробластом [30]. 
Возможно, что действие препарата обусловлено, 
в том числе, активацией процесса дифференциров-
ки клеток. По некоторым данным, в клетках ней-
робластом, которые подверглись дифференцировке, 
в отсутствие NGF запускается апоптотическая ги-
бель [31]. Индукция дифференцировки с помощью 
ретиноевой кислоты [32, 33] активно применяется 
в терапии нейробластомы низкой группы риска 
и в качестве поддерживающей терапии при более 
агрессивных формах заболевания [34]. Показано, 
что сочетание 5-Аза с ретиноевой кислотой усили-
вает дифференцировку клеток нейробластомы [35]. 
5-Аза вызывает увеличение активности каспаз 3/7, 
что, возможно, связано с процессами дифференци-
ровки клеток и увеличением экспрессии рецепторов 
TRK в отсутствие NGF. 

Нами обнаружено увеличение активности лизо-
сом в клетках SH-SY5Y. 5-Аза вызывает индукцию 
аутофагии в клетках острого миелоидного лейкоза 
[36]. Предполагается, что 5-Аза может запускать 
разные процессы гибели клеток нейробластом, од-

Таблица 1. Препараты, выбранные для оценки эффек-
тивности их совместного действия с 5-азацитидином 
на клетки SH-SY5Y

Препарат Класс ингибитора

Акситиниб, энтректиниб, 
гефитиниб, сорафениб

Ингибиторы рецепторных 
тирозинкиназ

Белиностат, энтиностат, 
вориностат

Ингибиторы  
гистондеацетилаз

Бортезомиб Ингибитор протеасом

Дексаметазон
Ингибитор глюкокортико-
идных рецепторов, агент 

дифференцировки
Лонафарниб, PD184352 Ингибиторы MAPK

Митрамицин А
Ингибитор синтеза ДНК, 

ингибитор транскрипционной 
активности Sp1 

Метформин Активатор JNK/p38 
MAPK-пути

BI2536, пальбоциклиб, 
воласертиб

Ингибиторы клеточного 
цикла

Стауроспорин Индуктор апоптоза,  
ингибитор PKC

Талазопариб Ингибитор восстановления 
поврежденной ДНК
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Рис. 7. Эффективность комбинаций 5-азацитидина (5-Аза) с противоопухолевыми препаратами для клеток ней-
робластомы человека SH-SY5Y. Клетки одновременно обработали 2.5 мкМ 5-Аза и противоопухолевым препа-
ратом (препараты и их концентрации приведены на рисунке), затем инкубировали в течение 144 ч. Контрольный 
сигнал – клетки, инкубированные с диметилсульфоксидом (ДМСО). А – тепловая карта, отражающая синерги-
ческий эффект действия комбинации 5-Аза и ингибиторов разных классов на клетки SH-SY5Y. Б – фотографии 
клеток SH-SY5Y, содержащих репортерную систему ERK-KTR H2B-Ruby, после совместной обработки 2.5 мкМ 
5-Аза и 15 нМ митрамицина А (Митр) в течение 144 ч. Представлены фотографии, сделанные с помощью ав-
томатического флуоресцентного микроскопа. В – графики изменения количества клеток SH-SY5Y после одно-
временного добавления 2.5 мкМ 5-Аза и 15 нМ митрамицина А или 5 мкМ лонафарниба. На графиках показали 
среднее значение из трех повторов и среднеквадратичное отклонение (SD)
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нако для подтверждения этого предположения не-
обходимы дальнейшие исследования. При анализе 
изменений транскриптома клеток SH-SY5Y нами 
обнаружено изменение путей, связанных с митохон-
дриями и клеточной гибелью, однако существенного 
изменения активностей митохондрий мы не наблю-
дали. 

Митрамицин А – антибиотик, активный в от-
ношении клеток рака легкого, пищевода [37], ко-
лоректального рака [38] и лейкозных клеток [39], 
однако этот препарат оказался высокотоксичным 
[40]. Лонафарниб тестировали в комбинациях с ин-
гибиторами ALK на мутантных по ALK клетках 
нейробластомы in vitro и in vivo [41]. Показано, 
что митрамицин А и лонафарниб вызывают сниже-
ние уровня метилирования ДНК [42, 43]. Возможно, 
что усиление действия 5-Аза в клетках SH-SY5Y 
этими препаратами обусловлено воздействием 
на ДНК-метилтрансферазу 1 (DNMT1). Кроме того, 
клетки нейробластомы характеризуются высокой 
зависимостью от активации определенных рецепто-
ров ростовых факторов [44, 45]. 5-Аза активирует 
ряд сигнальных каскадов, связанных с активностью 
РТК, а лонафарниб может блокировать передачу 
сигнала от РТК за счет ингибирования RAS [41].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Показано, что анализ изменения транскрипто-
ма клеток под действием 5-Аза позволил выявить 
препараты, оказывающие синергический эффект 
на гибель клеток нейробластомы, в частности, си-
нергичность комбинации 5-Аза с митрамицином 
А и лонафарнибом в отношении клеток нейробла-
стомы SH-SY5Y. Дальнейшее исследование эффек-
тивности сочетаний препаратов может быть на-
правлено на более детальное изучение механизма 
совместного действия этих препаратов и тестирова-
ния на других моделях нейробластомы.  

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда грант № 22-14-00353. 
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РЕФЕРАТ Известно, что длинные некодирующие РНК, или lncRNA (long non-coding RNA), могут при-
влекать белки-модификаторы хроматина к определенным геномным локусам, участвуя таким обра-
зом в эпигенетической регуляции экспрессии генов. Ранее были созданы две базы данных HiMoRNA 
и RNA-Chrom. Первая содержит области эпигенетических модификаций (пики), скоррелированные 
с экспрессией длинных некодирующих РНК, вторая – полногеномные взаимодействия десятков ты-
сяч РНК с хроматином. В данной работе мы интегрировали эти два ресурса, что позволило сгене-
рировать интерпретируемые и поддерживаемые экспериментальными данными гипотезы о механиз-
мах эпигенетической регуляции экспрессии генов длинными некодирующими РНК. С этой целью 
мы адаптировали веб-интерфейс HiMoRNA и RNA-Chrom таким образом, чтобы для каждой триа-
ды «lncRNA–эпигенетическая модификация–ассоциированный с модификацией ген» из HiMoRNA 
можно было получить контакты соответствующей lncRNA с конкретным геномным локусом или со 
всем геномом в RNA-Chrom. В частности, нами показано, что для lncRNA MALAT1, HOXC-AS2, NEAT1, 
NR2F1-AS1, PVT1, MEG3 большинство пиков HiMoRNA находятся на расстоянии до 25 т.п.н. от кон-
тактов данных lncRNA из RNA-Chrom. Подробно исследованы и подтверждены контакты lncRNA 
MIR31HG и PVT1 c пиками HiMoRNA для меток H3K27ac и H3K27me3 в локусах генов GLI2 и LATS2 
соответственно, которые, как показано, регулируются данными РНК. Таким образом, интеграция баз 
HiMoRNA и RNA-Chrom позволяет прояснить роль конкретных lncRNA в регуляции гистоновых моди-
фикаций на уровне как отдельных локусов, так и полного генома. Мы считаем, что данная интеграция 
является удобным и ценным инструментом, который может значительно облегчить функциональную 
аннотацию lncRNA человека.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА длинная некодирующая РНК, модификация гистонов, взаимодействие РНК с хро-
матином.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ нкРНК – некодирующая РНК; lncRNA – длинная некодирующая РНК (long non-
coding RNA).
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ВВЕДЕНИЕ
Клетки человека транскрибируют многочисленные 
длинные некодирующие РНК (lncRNA), число ко-
торых сравнимо с числом белок-кодирующих генов 
[1, 2]. lncRNA с трудом поддаются функциональ-
ной аннотации из-за низкого уровня их экспрессии, 
тканевой специфичности и низкой консерватив-
ности последовательности [3–5]. Тем не менее ряд 
характеристик lncRNA часто сохраняется, включая 
синтению с соседними генами, вторичную струк-
туру и сходство коротких фрагментов последова-
тельностей [6]. Кроме того, транскрипция lncRNA 
регулируется не менее сложно, чем белок-кодирую-
щих РНК, обеспечивая их участие в разнообразных 
молекулярных механизмах [7]. Подавление lncRNA 
приводит к значительному изменению транскрипци-
онного профиля клетки [8]. Эти наблюдения позво-
ляют предположить, что многие lncRNA являются 
функциональными. Большинство lncRNA взаимо-
действуют с хроматином и вовлечены в эпигенети-
ческую регуляцию геномных локусов, в структур-
ную организацию хромосом [9–12]. Все это делает 
актуальной идентификацию функциональных ге-
номных мишеней lncRNA, взаимодействующих 
с хроматином. 

Ранее мы разработали базу данных HiMoRNA [13], 
которая содержит более 5 млн эпигенетических «пи-
ков» – геномных регионов, в которых наблюдается 
одна из 10 модификаций гистоновых белков, причем 
уровень модификации значимо коррелирует с экс-
прессией одной из длинных некодирующих РНК 
не менее чем в 20 клеточных линиях и тканях. Пики 
гистоновых меток, представленных HiMoRNA, там, 
где это возможно, ассоциированы с генами, образуя 
триады «lncRNA–пик эпигенетической модифика-
ции–ассоциированный ген». Предполагается, что 
lncRNA в триаде потенциально может регулировать 
соответствующий ген посредством влияния на уста-
новление (1) или удаление (2) модификации гисто-
на в районе ассоциированного с геном пика. В слу-
чае (1) пики будут положительно коррелировать 
с lncRNA («+» пики), а в случае (2) – отрицательно 
(«–» пики). Таким образом, результаты, представлен-
ные в базе данных HiMoRNA, позволяют выдвигать 
предположения о роли lncRNA в установке или уда-
лении эпигенетических модификаций в конкретных 
геномных локусах и, следовательно, в их влиянии 
на экспрессию генов. Однако для выдвижения раз-
умных гипотез такого рода и их дальнейшей экс-
периментальной проверки, список из 5 млн пиков 
необходимо отфильтровать, выбрав наиболее надеж-
ные из них. Экспериментальные методы обнаруже-
ния взаимодействий РНК с хроматином позволяют 
получить ценные данные для этой цели.

Существует ряд экспериментальных методов, 
которые позволяют определить области хромати-
на, с которыми контактирует некодирующая РНК. 
Мы можем разделить их на две группы: «один-
против-всех» [11, 14–18] и «все-против-всех» [19–24]. 
Первая группа методов определяет контакты кон-
кретной РНК с хроматином, а вторая направлена 
на выявление всех возможных контактов РНК–ДНК 
в клетке [25]. К сожалению, все эти эксперименталь-
ные методы генерируют много ложноположительных 
результатов, а методы «все-против-всех» плохо де-
тектируют контакты слабо экспрессирующихся РНК 
и перегружены контактами зарождающихся транс-
криптов. Несмотря на это, полногеномные данные 
взаимодействия некодирующих РНК (нкРНК) с хро-
матином очень важны для понимания механизма их 
действия. В связи с этим недавно была создана база 
данных RNA-Chrom [26], которая содержит экспе-
риментальные данные контактов тысяч РНК с хро-
матином и предоставляет два типа анализа этих 
данных («от РНК» и «от ДНК»), которые можно ис-
пользовать в исследовательских целях.

Чтобы улучшить и значительно облегчить функ-
циональную аннотацию lncRNA, мы интегрировали 
базы данных HiMoRNA и RNA-Chrom. Для этого 
веб-интерфейс HiMoRNA и RNA-Chrom был мо-
дифицирован таким образом, чтобы обеспечить 
прямой доступ к контактам 4124 из 4145 lncRNA 
из HiMoRNA с хроматином в RNA-Chrom. Наш под-
ход позволяет генерировать гипотезы относительно 
механизмов эпигенетической регуляции экспрессии 
генов человека длинными некодирующими РНК, 
подкрепленные экспериментальными данными 
о взаимодействиях соответствующих РНК c хро-
матином. Мы считаем, что эта интеграция являет-
ся удобным и ценным ресурсом, который поможет 
определять надежные триады «lncRNA–эпигенети-
ческая модификация–ассоциированный с модифи-
кацией ген» для их экспериментальной проверки. 
База данных HiMoRNA доступна пользователям 
по адресу https://himorna.fbras.ru (по состоянию 
на 20.10.2024).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Интеграция баз данных HiMoRNA и RNA-Chrom
Базы данных используют разные источники анно-
тации генов. Поэтому, во-первых, необходимо было 
установить соответствие между генами из разных 
версий GENCODE-аннотаций, так как для длинных 
некодирующих РНК HiMoRNA использует «gencode 
basic annotation v31», а RNA-Chrom – «gencode basic 
annotation v35». Мы использовали три показателя 
сходства: (1) одинаковые имена генов (совпадение 
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‘gene_name’, рис. 1А); (2) одинаковые идентифи-
каторы генов (совпадение ‘gene_id’, рис. 1А); и (3) 
индекс Жаккара (отношение длины перекрытия ге-
нов к длине их объединения) больше 0.99 (Индекс 
Жаккара > 0.99, рис. 1А). К сожалению, имена/иден-
тификаторы и координаты генов в разных источни-
ках аннотаций не всегда совпадают. Чтобы решить 
эту проблему, мы пересекли 4145 генов lncRNA 
из HiMoRNA с 60619 генами из RNA-Chrom по ге-
номным координатам с использованием bedtools (ко-
манда intersect), в результате чего получилось 6778 
пар генов (из-за того, что гены из HiMoRNA не-
сколько раз пересеклись с генами из RNA-Chrom, 
пар получилось больше 4145). Два гена из HiMoRNA 
не пересеклись ни с одним из генов из RNA-Chrom 
(ENSG00000267034.1, ENSG00000280076.1). Далее 
для каждой пары генов был рассчитан индекс 
Жаккара. Используя описанные выше три показа-
теля сходства, мы разбили 6778 пар генов на шесть 
групп (рис. 1А). Взяв в качестве главной метри-
ки сходства «Индекс Жаккара > 0.99», мы выде-
лили четыре группы (рис. 1А, группы 2, 4, 5 и 6), 
между которыми гены не пересекались (рис. 1Б). 
Таким образом мы определили 4100 однозначных 
соответствий между генами. Из оставшихся 43 ге-
нов из HiMoRNA нам удалось сопоставить 24 гена 
с генами из RNA-Chrom по метрике совпадение 
‘gene_name’. Всего мы получили 4124 гена lncRNA, 
общих как для HiMoRNA, так и для RNA-Chrom. 
Таблица соответствия генов lncRNA («lncRNA corre-

spondence table») доступна для скачивания на веб-
ресурсе HiMoRNA (дополнительная табл. 1).

Во-вторых, к веб-интерфейсу RNA-Chrom была 
добавлена новая опция – обработка параметров (ло-
кус, название РНК, внутренний для RNA-Chrom 
идентификатор РНК, организм) из специально-
го вида URL-ссылки (например, https://rnachrom2.
bioinf.fbb.msu.ru/basic_graphical_summary_dna_
filter?locus=chrX: 23456-24253566&name=XIST&r
naID=227896&organism=Homo+sapiens) и предо-
ставление информации о контактах запрашиваемой 
в URL-ссылке lncRNA с хроматином в разных ти-
пах экспериментов на новой странице в браузере.

В-третьих, на стороне HiMoRNA были сделаны 
следующие улучшения:

Для правильной генерации URL-ссылки была до-
бавлена таблица соответствия генов lncRNA между 
RNA-Chrom и HiMoRNA.

1) На веб-страницу «Страница результатов поис-
ка» была добавлена кнопка «Перейти в RNA-Chrom 
БД» («Go to RNA-Chrom DB») c выпадающим спи-
ском (рис. 2), который позволяет сгенерировать 
три типа URL-ссылки для перехода на страницу 
RNA-Chrom: 
a) �с контактами данной lncRNA в определенном ге-

номном локусе, расширенном на 1 / 5 / 10 / 25 / 50 
/ 100 т.п.н.; 

b) �со всеми контактами данной lncRNA; 
c) �со всеми РНК, которые имеют контакты в опре-

деленном геномном локусе.

Рис. 1. Пересечение 4145 генов из HiMoRNA с 60619 генами из RNA-Chrom. А – разделение пар генов на шесть 
групп в зависимости от показателей сходства, которым они удовлетворяют. Красными прямоугольниками вы-
делены те группы, в которых достигнуто однозначное соответствие между генами. Б – диаграмма Венна между 
группами генов 2, 4, 5 и 6 (суммарное количество пар генов в четырех группах равно 4100) 
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Односторонний точный тест Фишера 
В большинстве триад обнаруживаются пики ги-
стоновых модификаций как  с  отрицательной, 
так и с положительной корреляцией экспрессии 
lncRNA и уровня сигнала пика (далее «-» и «+» 
пики соответственно). Обнаружение «+» пика соот-
ветствует предположению, что lncRNA участвует 
в установке модификации гистона, тогда как обна-
ружение «-» пика соответствует предположению, 
что lncRNA участвует в удалении модификации ги-
стона. 

Чтобы оценить, насколько хорошо предсказания 
согласуются с опубликованными на данный момент 
результатами экспериментальных исследований, 
были отобраны lncRNA и соответствующие им рас-
ширенные на +/- 25 т.п.н. «-» и «+» – гистоновые 
пики (положительно и отрицательно скоррелиро-
ванные), у которых доля соответствующих пиков, 
поддерживаемых контактами хотя бы по одной 
из гистоновых меток, больше 0.4. Далее мы посчи-
тали правосторонний и левосторонний тест Фишера 
(«right-tailed Fisher’s exact test» и «left-tailed Fisher’s 
exact test») отдельно для каждой lncRNA и гисто-
новой метки (например, таблица сопряженности 
для пары «PVT1–H3K27ac» – дополнительная 
табл. 2). 

Данные Red-ChIP
При рассмотрении lncRNA PVT1 в качестве приме-
ра интеграции HiMoRNA и RNA-Chrom мы допол-
нительно валидировали ее контакты с хроматином 
с помощью внешних данных Red-ChIP [27], которые 
доступны в Gene Expression Omnibus под номером 
GSE174474, образцы GSM5315228 и GSM5315229 
(клеточная линия hES). Метод Red-ChIP фиксирует 
контакты РНК с хроматином, опосредованные бел-
ком EZH2, компонентом комплекса PRC2, который 
устанавливает, в том числе гистоновую модифика-
цию H3K27me3. Первичную обработку этих данных 
проводили в соответствии с протоколом, использо-
ванным в базе данных RNA-Chrom. Далее мы опре-
делили участки генома, обогащенные контактами 
lncRNA PVT1 с хроматином, с помощью програм-
мы BaRDIC (--qval_type all; --qval_threshold 1) [28]. 
Таким образом, мы обнаружили 3242 потенциально 
функциональные геномные области, в которых свя-
зывание PVT1 опосредовано белком EZH2.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Интеграция баз данных
Поскольку HiMoRNA содержит миллионы эпигене-
тических пиков, целесообразно отобрать для после-
дующего анализа наиболее надежные из них. Чтобы 

облегчить эту задачу, мы провели интеграцию пиков 
HiMoRNA с данными РНК-хроматинового интер
актома из RNA-Chrom. Для этого установили вза-
имно однозначное соответствие между генами двух 
баз данных и модифицировали веб-интерфейсы 
(смотри «Экспериментальную часть», подраздел 
«Интеграция баз данных HiMoRNA и RNA-Chrom»). 
При таком подходе HiMoRNA может генерировать 
специальный URL-запрос к 4124 из 4145 lncRNA 
из RNA-Chrom, что, в частности, позволяет отве-
тить на вопрос о том, с какими другими локусами 
хроматина контактирует исследуемая РНК. Этот 
подход позволяет значительно расширить представ-
ление о функции конкретной РНК.

Общая схема интеграции представлена на рис. 2. 
Чтобы воспользоваться интеграцией, для начала 
необходимо найти целевую lncRNA в базе данных 
HiMoRNA. Находясь на главной странице HiMoRNA, 
пользователь может скачать саму базу данных, до-
бавленные в рамках интеграции «Таблицу генов» 
(«Gene table») и «Таблицу соответствия длинных 
некодирующих РНК» («lncRNA correspondence ta-
ble»), для поиска в них интересующих генов/lncRNA 
по геномным координатам. Мы предоставили эту 
опцию, поскольку идентификатор Ensembl или на-
звания lncRNA и ассоциированные с гистоновыми 
модификациями гены, которые пользователь хочет 
использовать, могут не совпадать с приведенными 
в HiMoRNA. На странице поиска пользователю не-
обходимо настроить фильтры под свою задачу, ука-
зывая интересующие lncRNA, модификации гисто-
нов, геномные координаты и гены, ассоциированные 
с выбранной модификацией гистонов. 

Попав на страницу с результатами поиска, поль-
зователь может более подробно изучить найден-
ные по запросу предсказания, в частности, перейдя 
в базу данных RNA-Chrom. Для этого следует вы-
брать интересующую триаду «lncRNA–пик эпиге-
нетической модификации–ассоциированный с пи-
ком ген» в интерактивной таблице результатов, 
а затем нажать на кнопку «Перейти в RNA-Chrom 
БД» («Go to RNA-Chrom DB»). В выпадающем спи-
ске необходимо нажать соответствующую кнопку 
для перехода на страницу: 1) с контактами данной 
lncRNA в области конкретного пика (надо выбрать, 
на сколько расширить координаты пика при поиске 
контактов); 2) со всеми контактами данной lncRNA; 
3) со всеми lncRNA, которые имеют контакты в дан-
ном локусе. Далее пользователь будет перенаправ-
лен на веб-страницу базы данных RNA-Chrom 
с графической сводкой lncRNA-хроматинового ин-
терактома, которая позволяет уточнить, опосредо-
вана ли функциональная связь «lncRNA–эпигене-
тическая модификация» из HiMoRNA физическим 



102 | ACTA NATURAE | ТОМ 17 № 2 (65) 2025

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

нахождением lncRNA у соответствующего геномно-
го локуса, а также какие еще lncRNA потенциаль-
но могут участвовать в регуляции данного локуса. 
Для визуального анализа контакты всех интере-
сующих экспериментов можно загрузить в UCSC 
Genome Browser (нажать на «VIEW IN GENOME 
BROWSER»). Выбрав один эксперимент по РНК-
хроматиновому интерактому, пользователь может 
получить список генов, которые располагаются 
на интересующем участке генома, со статистикой 
контактируемости lncRNA с ними (нажать на «ALL 
TARGET GENES»). Этот список генов пользователь 
может скачать и далее работать с ним, например, 
выполнив GO-анализ. Примеры использования 
интеграции баз данных HiMoRNA и RNA-Chrom 
приведены и подробно рассмотрены в разделе 
«Варианты использования».

Согласованность результатов HiMoRNA 
и RNA-Chrom 
Для оценки полноты интеграции проанализиро-
вали частоту подтверждения скоррелированных 
с экспрессией lncRNA гистоновых пиков HiMoRNA 
данными о контактах соответствующей lncRNA 
с хроматином. Из 4145 lncRNA, присутствующих 
в HiMoRNA, 4011 (96.8%) имеют хотя бы один кон-
такт в базе данных RNA-Chrom, 29 РНК не согласу-
ются между базами данных и еще 105 (2.5%) не име-

ют контактов в RNA-Chrom. Среди интересующих 
нас 4011 lncRNA только 35.5% имеют хотя бы один 
пик, который поддерживается контактами соответ-
ствующей lncRNA. Однако, принимая во внимание, 
что по построению экспериментальных протоколов 
реальное взаимодействие lncRNA с хроматином мо-
жет происходить на удалении от экспериментально 
фиксируемого контакта, мы предлагаем расширять 
координаты контакта для более точной оценки соот-
ветствия предсказанных пиков HiMoRNA и инфор-
мации из RNA-Chrom. При расширении контактов 
на +/- 1, +/- 5, +/- 10, +/- 25 и +/- 50 т.п.н. про-
цент РНК, у которых пики из HiMoRNA подтверж-
даются хотя бы одним контактом, увеличивается 
до 38.5, 42.7, 45.7, 50.1 и 53% соответственно. В част-
ности, для lncRNA MALAT1, HOXC-AS2, NEAT1, 
NR2F1-AS1, PVT1, MEG3 и ряда других доля рас-
ширенных на +/- 25 т.п.н. пиков из HiMoRNA, под-
твержденных в RNA-Chrom, приближается к 1 
(рис. 3). Однако чаще встречаются lncRNA, у ко-
торых доля расширенных на +/- 25 т.п.н. и под-
твержденных контактами пиков сильно меньше 
1 (JPX, AP005263.1, MIR31HG) или приближается 
к 0 (MAPKAPK5-AS1). Это, по-видимому, связано 
с тем, что базы данных HiMoRNA и RNA-Chrom 
содержат неполную информацию о lncRNA из-
за строгой фильтрации предсказаний и несовер-
шенства экспериментальных данных взаимодей-

Главная страница
загрузка:
- базы данных
- таблицы соответствия lncRNA
- таблицы генов

Страница поиска
фильтры:
- lncRNA
- модификации гистонов
- геномные координаты
- �порог значений
  корреляций

фильтр

Страница результатов поиска

Histone 
Modification lncRNA Peak locus Modification-

associated gene
Correlation
Coefficient

H3K27ac	 MIR31HG	 chr9:95446174-95452554	 PTCH1	 -0.49

Go to RNA-Chrom DB

фильтры не применяются
-0.49PTCH1H3K27acMIR31HG

Страница гистоновой метки
- распределение пиков метки H3K27ac
- �все пики H3K27ac, скоррелированные 

с lncRNA, и гены, ассоциированные  
с соответствующими пиками

Страница гена,  
ассоциированного с пиком 

- экспрессия PTCH1
- �все корреляции пиков всех гистоновых 

меток, ассоциированных с геном PTCH1

Страница lncRNA
- экспрессия MIR31HG
- �пики всех гистоновых модификаций, ассо-

циированные с соответствующей lncRNA

Страница коэффициента корреляции
- �распределение MIR31HG RPKMs в различ-

ных тканях в зависимости от сигнала пика 
в тех же тканях

Графическая сводка
Все взаимодействия 
MIR31HG с хроматином в:

 локусе пика� всем геноме

Целевые 
гены

Визуализация карты 
контактов в UCSC 
Genome Browser

уточненное 
предсказание*

Список РНК
- �все РНК, контактирующие 

с хроматином в локусе пика

- �использование РНК из «списка РНК» для по-
иска lncRNA в HiMoRNA с фильтрацией по ге-
нам из списка целевых генов

- �пользовательский анализ (например, 
GO-анализ)

уточненное предсказание*: MIR31HG вовлече-
на в установление гистоновой метки H3K27ac 
в локусе пика

Рис. 2. Сценарий использования баз данных HiMoRNA и RNA-Chrom после интеграции. Прямоугольники представ-
ляют веб-страницы, стрелки – переходы между ними
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ствий РНК–хроматин соответственно. Например, 
в RNA-Chrom половина рассматриваемых в дан-
ной статье lncRNA имеют меньше 200 контактов 
(рис. 3Б), так как для большинства lncRNA имеются 
лишь данные «все-против-всех», полученные экспе-
риментальными методами, которые недостаточно 
полно определяют контакты низко экспрессирую-
щихся РНК.

В базе данных HiMoRNA встречаются триады 
с отрицательной или положительной корреляцией 
экспрессии lncRNA и сигнала эпигенетического пика 
(«-» и «+» пики соответственно). Для того, чтобы 
оценить, насколько хорошо предсказания на основе 
интегрированных баз данных согласуются с опубли-
кованными на данный момент экспериментальны-
ми исследованиями, мы отобрали 30 lncRNA и со-
ответствующие им гистоновые пики, для которых 
статистически значимо (односторонний точный тест 
Фишера, p-value < 0.001) преобладают «+» или «-» 
пики хотя бы одной из гистоновых меток, подтверж-
денные контактами из RNA-Chrom с расширением 
на +/- 25 т.п.н. (смотри «Экспериментальную часть», 
подраздел «Односторонний точный тест Фишера», 
рис.  4) . Отфильтровав результаты по p-value 
< 0.001, мы получили следующие пары «lncRNA-
гистоновая метка»:

21 lncRNA, у которых «+» пики соответствующих 
гистоновых меток лучше поддерживаются контак-

тами из RNA-Chrom нежели «-» пики (правосторон-
ний точный тест Фишера, p-value < 0.001). 

11 lncRNA, у которых «-» пики соответствующих 
гистоновых меток лучше поддерживаются контак-
тами из RNA-Chrom, нежели «+» пики (левосторон-
ний точный тест Фишера, p-value < 0.001).

Ранее было показано потенциальное участие 
значительной части выявленных lncRNA в эпи-
генетической регуляции посредством гистоновых 
модификаций. Разберем случаи, когда «+» пики 
статистически значимо лучше поддерживают-
ся контактами из RNA-Chrom, нежели «-» пики. 
Например, MIR4435-2HG участвует в установлении 
активаторной метки H3K27ac в энхансерном реги-
оне локуса RPTOR [29]. Наши данные показыва-
ют, что у MIR4435-2HG, помимо H3K27ac, вероят-
но, существуют и другие мишени эпигенетической 
регуляции посредством установления таких меток, 
как H3K27me3, H3K36me3, H3K4me1, H3K4me2, 
H3K4me3, H3K79me2 (рис. 4А). Аналогично на ос-
новании данных для MIR31HG [30], SNHG1, PVT1 
[31–33] и lncRNA lnc-Nr2f1 мыши (предположитель-
но имеющей функциональную консервативность 
с lncRNA NR2F1-AS1 человека) [34] мы определи-
ли согласующиеся с этими данными гистоновые 
модификации: NR2F1-AS1 – H3K27ac, MIR31HG – 
H3K4me3, SNHG1 – H3K27me3, PVT1 – H3K27me3. 
Помимо этого, мы выявили функциональную связь 

Рис. 3. Доли пиков HiMoRNA, которые подтверждаются хотя бы одним контактом соответствующей lncRNA 
из RNA-Chrom, относительно суммарного количества пиков HiMoRNA для соответствующей lncRNA (А) и сум-
марного количества контактов для соответствующей lncRNA из RNA-Chrom (Б). Геномные координаты контактов 
расширены на +/- 25 т.п.н.
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этих lncRNA с другими эпигенетическими метка-
ми: NR2F1-AS1 – H3K4me2, MIR31HG – H3K79me2, 
SNHG1 – H3K4me3, PVT1 – H3K4me1, H3K4me3, 
H3K9me3 (рис. 4А). 

У ряда lncRNA (ZFAS1, SNHG4, SNHG1, SNHG3, 
PVT1, MIR4435-HG, CYTOR) выявлено большое 
количество подтвержденных контактами «+» пи-
ков H3K27me3 и H3K4me3, которые статистиче-
ски значимо больше поддерживаются контактами 
из RNA-Chrom, нежели «-» пики (рис. 4А), отвеча-
ющие за противоположные состояния хроматина. 
По аналогии с существующими lncRNA, устанавли-
вающими обе этих гистоновых метки в зависимости 
от ассоциации с различными эффекторными бел-
ками (как, например, нкРНК SRA [35], ANRIL [36]), 
можно предположить, что для них тоже характерны 
более сложные механизмы регуляции активности 
хроматина. 

Случаи, когда «-» пики статистически значимо 
больше поддержаны контактами из RNA-Chrom 
нежели «+» пики, вероятно, можно объяснить тем, 
что соответствующие lncRNA регулируют удале-
ние гистоновых меток посредством привлечения 
деметилаз и деацетилаз к соответствующим ге-
номным локусам (рис. 4Б). Мы не можем оценить 
качество нашего предсказания для этих lncRNA, 
поскольку экспериментальные статьи, показываю-
щие такого рода регуляцию этих lncRNA, не най-
дены. Мы предполагаем, что полученные в данном 
разделе пары «lncRNA-гистоновая метка» (рис. 4), 
являются потенциальными объектами дальнейших 
исследований.

Варианты использования
Основная цель интеграции HiMoRNA и RNA-
Chrom – уточнить функциональную связь внутри 

Рис. 4. Тепловая карта с результатами точного теста Фишера («Fisher exact test») для пар «lncRNA – расши-
ренные на +/- 25 т.п.н. пики гистоновой метки». Черный цвет означает, что доля «-» / «+» гистоновых пиков, 
поддерживаемых контактами соответствующей lncRNA, больше 0.4 и p-value точного теста Фишера меньше 
10-3, иначе – белый цвет. А – правосторонний тест Фишера («right-tailed»): «+» пики соответствующих гистоно-
вых меток лучше поддерживаются контактами из RNA-Chrom, нежели «-» пики. Б – левосторонний тест Фишера 
(«left-tailed»): «-» пики соответствующих гистоновых меток лучше поддерживаются контактами из RNA-Chrom, 
нежели «+» пики 

Точный тест Фишера p-значения Точный тест Фишера p-значенияА Б
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триад «lncRNA–пик эпигенетической модификации–
ассоциированный с пиком ген» с помощью данных 
о локализации соответствующей lncRNA в геномной 
области вблизи пиков конкретной модификации ги-
стонов. Далее мы приведем примеры пользователь-
ского исследования нескольких lncRNA, механизм 
действия которых известен.

lncRNA MIR31HG
Длинная некодирующая РНК MIR31HG является 
известным регулятором гистоновых меток H3K1me1, 

H3K4me3 и H3K27ac. Ранее сообщалось о снижении 
уровней H3K4me1 и H3K27ac в энхансерной обла-
сти гена GLI2 и H3K4me3 и H3K27ac в промотор-
ной области гена FABP4 после нокдауна MIR31HG 
[30, 37]. Это наблюдение можно проверить, исполь-
зуя нашу интеграцию HiMoRNA и RNA-Chrom. 
Для этого мы создали запрос в HiMoRNA: lncRNA 
MIR31HG, метки гистонов H3K4me1 и H3K27ac, 
координаты двух выбранных генов указаны с уве-
личенной на 10 т.п.н. промоторной областью в поле 
геномных координат (рис. 5А). В результате веб-
ресурс HiMoRNA сгенерировал таблицу с пиками 
H3K27ac и H3K4me1, которые коррелируют с экс-
прессией MIR31HG в различных тканях (рис. 5Б). 
Затем мы выбрали триаду с пиком H3K27ac и пе-
решли на страницу RNA-Chrom с эксперименталь-

Рис. 5. Вариант использования интеграции баз данных 
HiMoRNA и RNA-Chrom на примере lncRNA MIR31HG. 
А – создание запроса в HiMoRNA на MIR31HG, гисто-
новые модификации H3K4me1 и H3K27ac, гены GLI2 
и FABP4. Б – таблица с результатами поиска. В – пере-
ход в RNA-Chrom 

Рис. 6. Вариант использования интеграции баз данных 
HiMoRNA и RNA-Chrom на примере lncRNA MIR31HG. 
А – страница RNA-Chrom с контактами MIR31HG 
с хроматином в области расширенного пика HiMoRNA. 
Б – таблица со всеми генами из области расширенного 
пика, с которыми взаимодействует или нет MIR31HG 
(эксперимент Exp.ID: 9)

А

Б

А

Б

В
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но обнаруженными контактами MIR31HG с хро-
матином в области выбранного пика (при нажатии 
на «Go to RNA-Chrom DB», рис. 5В). Выбрав РНК-
хроматиновый эксперимент в верхней таблице и на-
жав на «All target genes» (рис. 6А), получили табли-
цу, в которой, в частности, отражено взаимодействие 
MIR31HG с геном GLI2 (рис. 6Б). Пошаговый анализ 
представлен в дополнительной табл. 3.

Чтобы выяснить, может ли интеграция HiMoRNA 
и RNA-Chrom дать новую биологическую инфор-
мацию о функциональной роли lncRNA, мы пред-
положили, что MIR31HG может регулировать 
не только GLI2, но и другие гены, принадлежащие 
регуляторному пути «Sonic hedgehog» (KEGG:04340). 
С этой целью идентифицировали соответствую-
щие гены с помощью базы данных KEGG Pathway 
[38], после чего был сформирован новый запрос 
в HiMoRNA: lncRNA MIR31HG, гистоновые метки 
H3K4me1 и H3K27ac, названия 56 генов из пути 
«Hedgehog signaling pathway» (дополнитель-
ная табл. 4). В результате мы получили табли-
цу из 162 триад, которые можно проверить с по-
мощью ресурса RNA-Chrom. Например, в локусе 
пика H3K27ac_963553 (chr9:95446174-95452554) 
MIR31HG контактирует с геном PTCH1, кодиру-
ющим рецептор «Sonic hedgehog». Чтобы оценить, 
насколько существенно список генов, ассоции-
рованных со скоррелированными с экспрессией 
MIR31HG пиками H3K27ac и H3K4me1, обогащен 
генами из регуляторного пути «Hedgehog signaling 
pathway», был проведен анализ KEGG обогащений 
при помощи веб-ресурса «g:Profiler» [39]. В каче-
стве запроса подавались отобранные для MIR31HG 
и H3K27ac/H3K4me1 гены, а в качестве бэкграун-
да использовались все остальные ассоциированные 
с пиками HiMoRNA гены. По результатам нашего 
анализа, гены, принадлежащие пути «Hedgehog sig-
naling pathway», обогащены пиками H3K27ac (p-val-
ue = 2.090 × 10-2), но не H3K4me1. Это наблюдение 
позволяет предположить участие MIR31HG в ре-
гуляции пути «Hedgehog signaling pathway» через 

установление гистоновой модификации H3K27ac 
в соответствующих геномных локусах.

lncRNA PVT1
lncRNA PVT1 ингибирует экспрессию гена LATS2 
в клетках немелкоклеточного рака легкого путем 
рекрутирования EZH2 (субъединица комплекса 
PRC2) на соответствующий промотор [40]. Мы вы-
полнили поиск триад в HiMoRNA: lncRNA PVT1, 
все гистоновые модификации, ген LATS2. В резуль-
тате получили пики только для активирующей 
метки H3K4me3, которые отрицательно коррели-
ровали с экспрессией PVT1, что косвенно согласу-
ется с опубликованными данными [39], поскольку 
PVT1 привлекает EZH2 и участвует в установле-
нии репрессивной метки H3K27me3. В RNA-Chrom 
мы наблюдали контакты вокруг одного из пиков 
H3K4me3 (peak_169403, chr13:21045571-21046978) 
в двух экспериментах (клеточные линии К562 
и MDA-MB-231). Визуализация контактов PVT1 
в Genome Browser [41] подтверждает наличие это-
го пика в промоторной области гена LATS2 (рис. 7, 
пошаговый анализ представлен в дополнительной 
табл. 5). Дополнительное подтверждение регуля-
ции LATS2 с помощью lncRNA PVT1 было полу-
чено на основе данных Red-ChIP (смотри раздел 
«Экспериментальная часть», подраздел «Данные 
Red-ChIP»): обнаружен пик EZH2-опосредованных 
контактов PVT1 (chr13 :21168000-21224000 , 
q-value = 0.09) в 106.4 т.п.н. от 5’-конца гена LATS2 
(рис. 7).

Отсутствие в HiMoRNA триад «lncRNA PVT1–
пик H3K27me3–ген LATS2» с положительной корре-
ляцией, по-видимому, связано с чрезмерно строгой 
фильтрацией пиков метки H3K27me3 при создании 
базы данных. Приведенные выше примеры из раз-
дела «Варианты использования» подтверждают, 
что интеграцию можно успешно применять для ге-
нерации гипотез о роли lncRNA в эпигенетической 
регуляции конкретных генов для дальнейшей экс-
периментальной проверки.

Рис. 7. Представление в UCSC Genome Browser в области гена LATS2 и его промоторной окрестности пика 
H3K4me3, скоррелированного с экспрессией lncRNA PVT1, контакты lncRNA PVT1 из двух экспериментов 
(RNA-Chrom Exp.ID: 8, 10) и пик EZH2-опосредованных контактов PVT1. Синяя область отражает расширение 
координат пика H3K4me3 на 25 т.п.н., в пределах которых были отобраны контакты из RNA-Chrom

106.4 т.п.н
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Перспективы использования и ограничения 
подхода
База данных HiMoRNA представляет собой коллек-
цию геномных локусов, в которых сигнал модифи-
кации гистонов значимо коррелирует с экспрессией 
lncRNA во многих типах клеток и тканей. В насто-
ящее время она содержит более 5 млн корреляций 
для 10 типов модификаций гистонов и 4145 lncRNA. 
Предполагается, что некоторые из этих корреля-
ций могут быть ложноположительными или соот-
ветствовать случаям непрямой регуляции, а следо-
вательно, требуется дополнительная верификация 
с помощью внешних данных. RNA-Chrom – это база 
данных, содержащая полногеномные данные о взаи-
модействиях РНК с хроматином. К сожалению, эти 
данные почти не содержат контакты низкоэкспрес-
сирующихся нкРНК и перегружены контактами 
новосинтезированных транскриптов. Помимо этого, 
сами по себе они не позволяют генерировать гипо-
тезы, объясняющие функциональную роль взаимо-
действия. Имея это в виду, разумно интегрировать 
данные, содержащиеся в HiMoRNA и RNA-Chrom, 
чтобы охарактеризовать влияние lncRNA на эпиге-
нетические модификации и экспрессию генов. 

Как упоминалось выше, в базе данных HiMoRNA 
не найдены пики H3K27ac и H3K4me1 в локусе гена 
FABP4. Это наблюдение противоречит эксперимен-
тальным данным и базе данных RNA-Chrom. Есть 
и другие отрицательные примеры как в HiMoRNA, 
так и в RNA-Chrom для известных lncRNA, вы-
полняющих функции в эпигенетической регуляции 
и поддержании структуры хроматина. Например, 
в HiMoRNA не наблюдались пики H3K27me3, кор-
релирующие с MEG3, хотя сообщалось, что MEG3 
является регулятором комплекса PRC2 и участву-
ет в поддержании H3K27me3, особенно в промо-
торных областях генов SMAD2, TGFB2 и TGFBR1 
[11]. Отсутствие таких пиков можно объяснить тем, 
что большинство lncRNA экспрессируются клеточ-
носпецифичным образом, а указанный механизм 
был обнаружен в типе клеток, который не пред-
ставлен в HiMoRNA. Даже когда данные ChIP-seq 
доступны, стандартная процедура поиска пиков мо-
жет оказаться слишком строгой и привести к поте-
ре биологически значимых взаимодействий.

Кроме того, мы сталкивались с ситуациями, когда 
предсказание базы данных HiMoRNA подтвержда-
лось опубликованными данными, но мы не обнару-
живали контактов РНК с хроматином в соответству-
ющем геномном локусе в RNA-Chrom. Например, 
для lncRNA MAPKAPK5-AS1 большинство скорре-
лированных пиков из HiMoRNA не поддерживают-

ся контактами соответствующей РНК с хроматином 
из RNA-Chrom. Это, по-видимому, связано с низкой 
экспрессией данной РНК, что приводит к мало-
му количеству наблюдаемых контактов этой РНК 
с хроматином в экспериментах «все-против-всех». 
Мы полагаем, что подобные случаи также могут 
быть связаны с несовпадением типов клеток в двух 
базах данных. К сожалению, эта ситуация является 
следствием малого количества доступных данных 
такого типа. 

Поскольку экспериментальные данные недоста-
точно полные, обе базы данных не содержат ис-
черпывающую информацию. Поэтому некоторые 
известные биологические примеры могли быть про-
пущены при интеграции. Тем не менее мы полагаем, 
что интеграция баз данных уменьшает различные 
систематические ошибки благодаря мультиомиксной 
природе объединенных данных, тем самым позво-
ляя генерировать интерпретируемые гипотезы о ме-
ханизмах эпигенетической регуляции экспрессии 
генов длинными некодирующими РНК.

БУДУЩЕЕ РАЗВИТИЕ
В дополнение к реализованной интеграции полез-
ным будет привлечение дополнительных полноге-
номных данных и аннотаций. Они могут включать 
информацию о трехмерной структуре хроматина, 
экспрессии и коэкспрессии генов, включая экспрес-
сию lncRNA, целевых генов триады и генов, уча-
ствующих в установлении/удалении гистоновых 
меток, а также о локализации ДНК-связывающих 
и модифицирующих хроматин белков. В связи 
с тем, что экспериментальные данные такого рода 
пока довольно редки, стоит рассмотреть возмож-
ность использования биоинформатических пред-
сказаний. Одним из возможных направлений может 
быть включение результатов предсказания типа 
взаимодействия lncRNA и хроматина (подробнее 
о сравнении программ, определяющих механизм 
взаимодействия lncRNA и других молекул, см., на-
пример, [42]). Предсказания типа взаимодействия 
lncRNA с целевыми молекулами доказали свою 
эффективность в комплексе с мультиомиксными 
экспериментальными данными для генерации гипо-
тез о роли конкретной lncRNA [43–45]. Еще одним 
важным направлением может стать включение ин-
формации об изменении экспрессии генов в ответ 
на искусственное изменение концентрации конкрет-
ной lncRNA в клетке [8] и экспериментально под-
твержденной информации об участии конкретной 
lncRNA в регуляции конкретной гистоновой мо-
дификации [46]. Это создаст дополнительную ста-
дию валидации результатов интеграции HiMoRNA 
и RNA-Chrom. Помимо этого, полезным с практи-
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ческой точки зрения может оказаться дополнение 
интеграции оценкой статистической значимости 
колокализации пиков HiMoRNA и контактов RNA-
Chrom для конкретной lncRNA с помощью специ-
альных программных средств: Genometricorr [47], 
StereoGene [48], RegioneR [49].

О б л а с т ь  фу н к ц и о н а л ь н о й  а н н о т а ц и и 
lncRNA – быстро развивающаяся область иссле-
дований. Мы будем поддерживать интеграцию 
HiMoRNA и RNA-Chrom, поскольку каждая база 
данных будет расширять список доступных орга-
низмов и пополняться новыми данными. По мере 
появления новых экспериментально подтвержден-
ных данных мы планируем построить несколько 
прогностических моделей «lncRNA–эпигенетические 
модификации гистонов–ассоциированный с модифи-
кацией ген». Мы уверены, что дальнейшее совмест-
ное развитие веб-ресурсов HiMoRNA и RNA-Chrom 
будут способствовать более глубокому пониманию 
функциональной роли lncRNA в эпигенетической 
регуляции генов. 
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РЕФЕРАТ Нейродегенеративные заболевания, составляющие группу синуклеинопатий (болезнь 
Паркинсона, деменция с тельцами Леви и мультисистемная атрофия), характеризуются формирова-
нием агрегатов аберрантного синаптического белка α-синуклеина в нейронах или глиальных клетках. 
Эти заболевания манифестируют клинически лишь спустя годы после появления первых следовых 
количеств патологических белковых агрегатов в мозге, что затрудняет их своевременную и коррект-
ную диагностику. В последние годы ведется разработка и апробация нового подхода, который осно-
ван на конверсии белков, индуцированной встряхиванием, в реальном времени – RT-QuIC (Real-Time 
Quaking-Induced Conversion): предполагается, что данная технология сможет предоставить врачам 
мощный инструмент для ранней и точной диагностики синуклеинопатий, открывая тем самым новые 
горизонты в изучении нейродегенеративных заболеваний. Этот подход позволяет обнаруживать непра-
вильно свернутые агрегаты α-синуклеина в физиологических жидкостях человека путем добавления 
избытка рекомбинантного α-синуклеина, который в результате запускаемой экспоненциальной реакции 
принимает конформацию присутствующих аберрантных молекул. Получение чистого α-синуклеина 
критически важно для успешного применения технологии RT-QuIC, так как качество рекомбинант-
ного белка сильно влияет на чувствительность и специфичность метода, что, в свою очередь, опре-
деляет его диагностическую ценность. С применением трехстадийной хроматографической очистки 
из периплазмы бактериальных клеток получен препарат рекомбинантного мономерного α-синуклеина 
с чистотой более 97%. Более высокая степень очистки препарата α-синуклеина увеличивает время ана-
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лиза, но вместе с тем уменьшает фоновый сигнал и позволяет проводить более длительные инкубации 
для уверенной детекции таких синуклеинопатий, как мультисистемная атрофия мозжечкового типа со 
слабо выраженной активностью в тесте RT-QuIC. Представленные данные дают основания утверждать, 
что разработанные компоненты системы RT-QuIC позволят расширить диагностический потенциал 
данного метода в отношении нейродегенеративных заболеваний из группы синуклеинопатий.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА α-синуклеин, синуклеинопатии, мультисистемная атрофия, деменция с тельцами 
Леви, индуцированная конверсия в реальном времени (Real-Time Quaking-Induced Conversion), диа-
гностика.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БП – болезнь Паркинсона; ДТЛ – деменция с тельцами Леви; ИПТГ – изопропил-
β-D-1-тиогалактопиранозид; МРТ – магнитно-резонансная томография; МСА – мультисистемная атро-
фия; МСА-М – мультисистемная атрофия мозжечкового типа; МСА-П – мультисистемная атрофия 
паркинсонического типа; ПААГ – электрофорез в полиакриламидном геле; СРЧ – синдром ригидного 
человека; ЦСЖ – цереброспинальная жидкость; EDTA – этилендиаминтетрауксусная кислота; FPLC – 
Fast Protein Liquid Chromatography (быстрая жидкостная хроматография белков); GF – Gel-filtration 
chromatography (гель-фильтрационная хроматография); HIC – Hydrophobic Interaction Chromatography 
(хроматография гидрофобного взаимодействия); IEX – Ion Exchange Chromatography (ионообменная 
хроматография); RT-QuIC – Real-Time Quaking-Induced Conversion (конверсия, вызванная дрожанием 
в реальном времени); SAA – Seed Amplification Assay (анализ амплификации семян); ThT – Thioflavin 
T (тиофлавин Т). 

ВВЕДЕНИЕ
Синуклеинопатии представляют собой груп-
пу нейродегенеративных заболеваний, включаю-
щую болезнь Паркинсона, деменцию с тельцами 
Леви (ДТЛ) и мультисистемную атрофию (МСА). 
Ключевую роль в патогенезе этих заболеваний 
играет агрегация неправильно свернутого белка 
α-синуклеина в нейронах и/или глиальных клет-
ках: установлено, что α-синуклеин с аберрантной 
конформацией обладает способностью транссинап-
тически распространяться по центральной нервной 
системе подобно прионам [1–4].

α-Синуклеин – это пресинаптический белок мас-
сой 14 кДа, кодируемый геном SNCA, локализо-
ванным на длинном плече 4-й хромосомы в локусе 
4q21–22. Экспрессия α-синуклеина преимуществен-
но наблюдается в черной субстанции среднего моз-
га, неокортексе и гиппокампе [5]. Физиологические 
уровни α-синуклеина необходимы для нормальной 
работы митохондрий, высвобождения нейротранс-
миттеров и поддержания морфологической це-
лостности клеток. Сверхэкспрессия α-синуклеина 
и изменения его агрегационных свойств приводят 
к митохондриальной дисфункции, нейровоспалению 
и нарушению синаптического высвобождения дофа-
мина и других нейротрансмиттеров, что приводит 
к гибели нейронов [6, 7]. Отличительной особенно-
стью семейства синуклеинов является их склон-
ность к образованию агрегатов. В нативной форме 
α-синуклеин представляет собой неструктуриро-
ванный, мономерный растворимый белок. При па-
тологических состояниях он образует β-складчатые 
олигомеры (протофибриллы), которые впослед-

ствии трансформируются в амилоидные фибрил-
лы и откладываются в нейронах в форме телец 
и нейритов Леви, а также других включений [8–
10]. Предполагается, что механизм роста агрегатов 
α-синуклеина в каждом случае основан на затра-
вочной полимеризации. При болезни Паркинсона 
и ДТЛ наблюдается транссинаптическое распро-
странение аберрантных молекул от нейрона к ней-
рону, в то время как при МСА происходит их на-
копление и передача в клетках глиальной природы 
[11].

До настоящего времени не существует какой-
либо общепринятой референсной технологии де-
текции агрегатов α-синуклеина в нервной систе-
ме, а известные методы иммуногистохимического 
определения α-синуклеина в биопсийном матери-
але периферических тканей (кожи, слюнных же-
лез и т.д.) сложны и весьма затратны [12], что за-
трудняет их массовое применение в клинической 
практике. Между тем, внедрение новых высокочув-
ствительных методов определения патологических 
форм α-синуклеина и других церебральных белков 
имеет ключевое значение для совершенствования 
диагностики (в том числе на продромальной ста-
дии болезни) и своевременной терапии нейродеге-
неративных заболеваний. Так, большое внимание 
привлекает метод амплификации белков на осно-
ве нуклеации (seed amplification assay, SAA), из-
начально разработанный для прионных болезней 
и позволяющий объективизировать цепную реак-
цию мисфолдинга белков при наличии в реакцион-
ной среде патологических белковых конформеров 
из биообразцов пациента. Применение прионной 
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гипотезы к α-синуклеину при болезни Паркинсона, 
МСА и ДТЛ позволило начать исследовать возмож-
ности метода SAA в обнаружении патологических 
конформеров α-синуклеина в различных тканях 
и жидкостях организма, таких как кожа, обонятель-
ная слизистая оболочка, цереброспинальная жид-
кость, кровь [12, 13].

Современной разновидностью SAA является тех-
нология конверсии, индуцированной встряхивани-
ем, в реальном времени (Real-Time Quaking-Induced 
Conversion, RT-QuIC) [14, 15]. В данной технологии 
в качестве субстрата используется рекомбинант-
ный белок, в то время как биологический матери-
ал пациента служит «затравкой» для выявления 
мисфолдинга белков. RT-QuIC основан на способ-
ности патологической формы α-синуклеина инду-
цировать конформационные изменения нормального 
мономерного α-синуклеина, приводящие к образова-
нию белковых агрегатов с неправильной укладкой. 
Принцип метода заключается в создании искус-
ственных условий для «затравочной» амплификации 
α-синуклеина путем чередования циклов инкубации 
и интенсивного встряхивания, что способствует до-
полнительной фрагментации образовавшихся агре-
гатов и увеличению образования протофибрилл. 
Для детекции процесса агрегации α-синуклеина ис-
пользуется флуоресцентный краситель тиофлавин 
Т (ThT), который встраивается в агрегаты во время 
полимеризации, что приводит к увеличению флуо-
ресценции с течением времени [14, 16]. Следует от-
метить, что чистота используемого субстрата – мо-
номерного растворимого α-синуклеина – критически 
важна для обеспечения достоверности и воспроиз-
водимости результатов, а также предотвращения 
ложноположительных реакций [17, 18].

Цель данной работы состояла в совершенствова-
нии диагностической системы нейродегенеративных 
заболеваний из разряда синуклеинопатий, основан-
ной на методе RT-QuIC, и в этой связи разработ-
ка метода очистки рекомбинантного мономерного 
α-синуклеина дикого типа особой чистоты для его 
дальнейшего применения в качестве субстрата 
в методе RT-QuIC.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Экспрессия рекомбинантного α-синуклеина 
в клетках Escherichia coli
Плазмида pET33b+, содержащая последователь-
ность гена α-синуклеина человека, была трансфор-
мирована в клетки E. coli One Shot BL21 (DE3) Star 
(Thermo Fisher Scientific, США). Клетки культиви-
ровали в 500 мл бактериальной среды LB, содержа-
щей канамицин в концентрации 50 мкг/мл и глюкозу 

в концентрации 0.1%, при постоянном перемешива-
нии со скоростью 200 об/мин. Культуру выращивали 
до достижения значения оптической плотности 0.6 
при длине волны 600 нм (OD600 = 0.6). Экспрессию 
целевого белка индуцировали, добавляя ИПТГ 
(изопропил-β-D-l-тиогалактопиранозид) до конеч-
ной концентрации 1 мМ, с последующей инкубацией 
клеток в течение 4 ч при температуре 37°С и ин-
тенсивном перемешивании. По завершении периода 
экспрессии клетки осаждали центрифугированием 
при 4000 g в течение 15 мин.

Периплазматический лизис
После центрифугирования клеточный осадок, полу-
ченный из 300 мл культуральной среды, ресуспен-
дировали в 60 мл буфера для осмотического шока 
(30 мМ Трис, 40% сахарозы и 2 мМ EDTA рН 7.2) 
и инкубировали при комнатной температуре в те-
чение 10 мин. Затем суспензию центрифугировали 
при 18000 g в течение 20 мин, после чего суперна-
тант отделяли, а осадок ресуспендировали в 50 мл 
ледяной воды (dH2O) с добавлением 20 мкл насы-
щенного раствора MgCl2. Полученную суспензию 
выдерживали на льду в течение 3 мин перед по-
следующим центрифугированием при 18000 g в те-
чение 20 мин. Супернатант подвергали диализу 
в течение ночи против буферного раствора, содер-
жащего 10 мМ Трис и 1 мМ EDTA (рН 7.2), при тем-
пературе 4°C.

Ионообменная хроматография
Ионообменную хроматографию (IEX) проводили 
с применением колонки C 10/10 Column (Cytiva, 
США), заполненной сорбентом Q Sepharose Fast 
Flow (Cytiva, США), с использованием системы бы-
строй жидкостной хроматографии белков (FPLC) 
BioLab 30 (Jiangsu Hanbon Science and Technology 
Co., Ltd, Китай). Перед нанесением образца белка 
колонку уравновешивали буфером IEX A (10 мМ 
Трис рН 7.2). Перед проведением хроматографии 
все буферные растворы и образцы белка были под-
вергнуты дегазации и фильтрации через мембран-
ный фильтр с диаметром пор 0.22 мкм. Элюцию 
проводили линейным градиентом, соответствую-
щим 7 объемам колонки, с использованием буферов 
IEX A (10 мМ Трис рН 7.2) и IEX B (10 мМ Трис 
и 0.15 М (NH4)2SO4 рН 7.2), после чего проводили 
финальную промывку колонки 100% буфером IEX 
B. Оптическую плотность элюата контролировали 
при длине волны 280 нм. Для определения време-
ни десорбции α-синуклеина с хроматографической 
колонки полученные фракции собирали и анализи-
ровали методом электрофореза в 13% полиакрила-
мидном геле в денатурирующих условиях (ПААГ) 
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с последующим окрашиванием Кумасси бриллиан-
товым синим. Фракции, содержащие белковые по-
лосы, соответствующие молекулярной массе моно-
мерного α-синуклеина, объединяли и диализовали 
в течение ночи против 20 мМ буферного раствора 
Трис, рН 7.0, и 0.15 мМ (NH4)2SO4.

Хроматография гидрофобного взаимодействия
Хроматография гидрофобного взаимодействия 
(HIC) была выполнена с использованием колонки 
C 10/10 Column (Cytiva), заполненной сорбентом 
Phenyl Sepharose High Performance (Cytiva). Перед 
нанесением образца белка колонка была уравно-
вешена буфером HIC A (50 мМ бис-Трис и 1 М 
(NH4)2SO4 pH 7.0). Концентрацию соли в образцах 
доводили до 1 М, постепенно добавляя (NH4)2SO4 
при перемешивании смеси при комнатной темпе-
ратуре; pH образца доводили до 7.0. Далее образец 
наносили на хроматографическую колонку и элю-
ировали линейным градиентом, соответствующим 
7 объемам колонки, с использованием буферов 
HIC А (50 мМ бис-Трис и 1 М (NH4)2SO4 pH 7.0) 
и HIC B (50 мМ бис-Трис pH 7.0), после чего про-
водили финальную промывку колонки 100% буфе-
ром HIC B. Фракции, содержащие α-синуклеин, 
объединяли и подвергали диализу против 20 мМ 
буферного раствора Tрис (рН 7.2) в течение ночи 
при температуре 4°C. Полученный раствор белка 
концентрировали в центробежных концентраторах 
с лимитом пропускания 5000 Да до концентрации 
1.0–1.5 мг/мл и замораживали при -80°C до прове-
дения дальнейших экспериментов.

Гель-фильтрационная хроматография
Гель-фильтрационную хроматографию (GF) вы-
полняли с использованием колонки Superose 12 
10/30 FPLC Column (GE Pharmacia, США). Перед 
нанесением белка колонку уравновешивали бу-
фером (20 мМ Трис pH 7.2). На колонку наносили 
500 мкл предварительно сконцентрированного об-
разца со скоростью 1 мл/мин. Хроматографические 
фракции анализировали в 13% ПААГ в денатури-
рующих условиях с последующим окрашивани-
ем Кумасси бриллиантовым синим. Изображение 
геля анализировали с помощью Image Lab Touch 
Software для денситометрического определения чи-
стоты белка. Полученный рекомбинантный белок 
α-синуклеина аликвотировали до желаемого объема 
и хранили при температуре -80°С до проведения ре-
акции RT-QuIC.

Взятие и пробоподготовка образцов
Для проведения пилотных исследований с примене-
нием технологии RT-QuIC были отобраны образцы 

цереброспинальной жидкости (ЦСЖ) (n = 3) у па-
циентов в возрасте 58–69 лет с МСА (мозжечко-
вый тип), ДТЛ и (в качестве контрольного образца) 
синдромом ригидного человека. Диагнозы были по-
ставлены на основе данных анамнеза, клиническо-
го обследования, а также результатов специальных 
лабораторно-инструментальных тестов, включая 
высокопольную МРТ (3 Тл) в соответствующих ис-
следовательских режимах. Все пациенты дали пись-
менное согласие на обследование. Исследование 
было одобрено локальным этическим комитетом 
ФГБНУ «Научный центр неврологии» (протокол № 
71/24). Люмбальную пункцию проводили утром, на-
тощак. ЦСЖ отбирали стерильным способом в по-
липропиленовую пробирку, центрифугировали, 
аликвотировали по 500 мкл, подвергали быстрой за-
морозке, хранили при температуре -80°C.

RT-QuIC
Реакции RT-QuIC проводили в черных 96-луночных 
планшетах с непрозрачным дном. В каждую лун-
ку были добавлены 37 ± 3 мг стеклянных шариков 
(600–800 мкм), реакционный буфер (100 мМ фос-
фатный буфер pH 8.2, 10 мкМ ThT), содержащий 
синтезированный рекомбинантный α-синуклеин 
в конечной концентрации 0.1 мг/мл, и образцы не-
разбавленной ЦСЖ. Планшет запечатывали клей-
кой пленкой и помещали в мультимодальный план-
шетный ридер ClarioStar (BMG Labtech). Образцы 
инкубировали при температуре 37°C в течение 125 ч 
с прерывистыми циклами встряхивания. Кинетику 
образования фибрилл визуализировали по накопле-
нию флуоресценции ThT в режиме реального вре-
мени каждые 60 мин, при длине волны 450/480 нм. 
Измерения останавливали, когда сигналы флуорес-
ценции ThT выходили на плато. Каждый образец 
анализировали в трех повторах.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Первым этапом хроматографической очистки ре-
комбинантного α-синуклеина была ионообменная 
хроматография. Для оценки чистоты и эффектив-
ности разделения белковых фракций, полученных 
в ходе хроматографии, применяли электрофоре-
тический анализ в полиакриламидном геле в при-
сутствии додецилсульфата натрия с последующим 
окрашиванием геля красителем Кумасси брилли-
антовым синим. Анализ фракций позволил устано-
вить профиль элюции α-синуклеина с хроматогра-
фической колонки. Главная фракция, содержащая 
α-синуклеин, выделена цветом на хроматограмме 
(рис. 1А). Результаты электрофоретического ана-
лиза (рис. 1А, вставка) свидетельствуют о том, 
что элюция белка начиналась при достижении 60% 
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концентрации буферного раствора IEX B в элюенте 
с поправкой на объем колонки. Дальнейшее повы-
шение концентрации буфера IEX B до 80% приво-
дило к полной элюции α-синуклеина. Фракции 7–8, 
содержащие α-синуклеин, объединяли и использо-
вали на дальнейших этапах очистки белка.

Препарат α-синуклеина, выделенного из пе-
риплазмы, содержит белковые примеси, поэтому 
для получения гомогенного продукта требуется до-
полнительная стадия очистки. С этой целью добав-
ляли этап гидрофобной хроматографии. Анализ хро-
матографического профиля элюции α-синуклеина 
показал, что десорбция целевого белка с гидрофоб-
ного сорбента начиналась при достижении доли бу-
ферного раствора HIC B в составе подвижной фазы 
15% и продолжалась до 65%. Фракция, содержащая 
наибольшее количество α-синуклеина, выделена 
цветом на хроматограмме (рис. 1Б). Эффективность 
очистки белкового препарата методом гидрофобной 
хроматографии оценивали при помощи электрофо-
ретического анализа (рис. 1Б, вставка). Результаты 
ПААГ подтвердили удаление основных примесных 
белков после стадии гидрофобной хроматографии.

Для отделения от  возможных ковалентных 
и нековалентных димеров была проведена за-
ключительная очистка α-синуклеина с  при-
менением гель-фильтрационной хроматогра-
фии. Хроматографический профиль элюции 
α-синуклеина (рис. 2) свидетельствует, что время 
удержания белка на колонке составляло 12.5 мин. 
Это соответствует его ожидаемой массе в виде 
мономера. Дополнительные пики не содержали 
полипептидной составляющей и соответствова-
ли колебаниям электропроводности, вызванным 
компонентами буферного раствора α-синуклеина. 
Электрофоретический анализ фракции 1–3 выявил 
дополнительные верхние полосы, тогда как четвер-
тая фракция показала наивысшую степень чистоты 
по сравнению с остальными и была использована 
для проведения RT-QuIC.

Эксперименты по определению содержания абер-
рантного α-синуклеина в ЦСЖ пациентов проведе-
ны с использованием модифицированного протокола 
RT-QuIC [16]. В процессе анализа агрегаты пато-
логического α-синуклеина подвергались частично 
денатурирующему воздействию в результате пе-

Рис. 1. А – ионообменная хроматография образцов после периплазматического лизиса. Пик, выделенный 
цветом, соответствует фракции, содержащей наибольшее количество α-синуклеина. На вставке вверху слева 
показаны результаты электрофореза белковых фракций после ионообменной хроматографии. Б – гидрофобная 
хроматография образцов после ионообменной хроматографии (mAu – единица оптической плотности). Пик, вы-
деленный цветом, соответствует фракции, содержащей основное количество α-синуклеина. На вставке вверху 
слева показаны результаты электрофореза белковых фракций после хроматографии гидрофобного взаимодей-
ствия. Масса целевого белка соответствует 19 кДа (кажущаяся масса). Номера пиков на хроматографических 
профилях соответствуют номерам проб на ПААГ

А БИонообменная хроматография
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Буфер B, %

Объем, мл Объем, мл

кДа	 1	 2	 3	 4	 5	 6	 7	 8 кДа 	 1	 2	 3	

Хроматография гидрофобного взаимодействия
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Буфер B, %

1

2

3
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7
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4
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риодического встряхивания. В условиях избытка 
в реакционной смеси рекомбинантного белка-моно-
мера происходит амплификация и увеличение со-
держания неправильно свернутого агрегированного 
белка, связывающего ThT и, как следствие, рост 
уровня флуоресценции. Результаты приведены 
на рис. 3.

Образец 13 (синдром ригидного человека, СРЧ) 
не показал существенного увеличения флуорес-

ценции, в то время как в образцах 40 (мультиси-
стемная атрофия, МСА) и 225 (деменция с тель-
цами Леви, ДТЛ) наблюдалось явное увеличение 
флуоресцентного сигнала в интервале 40–60 ч, до-
стигающее значений 145000 и 120000 RFU соответ-
ственно. Образец номер 7 (болезнь Паркинсона) по-
казал самый высокий сигнал флуоресценции 170000 
RFU и самую большую скорость выхода на плато 
в интервале 32–45 ч. Таким образом, анализ кри-

Рис. 2. Гель-фильтрационная хроматография белкового препарата α-синуклеина (mAu – единица оптической 
плотности). Пик, выделенный цветом, соответствует фракции, содержащей целевой белок. Справа показан де-
натурирующий электрофорез белковых фракций, где слева нанесена соответствующая фракция α-синуклеина 
в различной концентрации (10, 7.5, 5, 2.5 и 1 мкг), а справа в качестве калибратора нанесен бычий сывороточный 
альбумин (БСА) в тех же концентрациях. Номера фракций на хроматограмме соответствуют номерам проб 
на ПААГ

Препаративная гель-фильтрационная хроматография

Объем, мл

Поглощение, mAu

1

2 3

4

Фракция 1 (мкг)	 БСА (мкг)	 Фракция 2 (мкг)	 БСА (мкг)

Фракция 3 (мкг)	 БСА (мкг)	 Фракция 4 (мкг)	 БСА (мкг)

Рис. 3. Кривые амплификации патологического α-синуклеина у пациентов (RFU – относительные единицы флуо-
ресценции). Анализ образцов от пациентов с синдромом ригидного человека (голубой), деменцией с тельцами 
Леви (зеленый), мультисистемной атрофией мозжечкового типа (желтый) и болезнью Паркинсона (красный)
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вых RT-QuIC выявил повышение уровня флуорес-
ценции до 120–150 тыс. RFU примерно через 75 ч 
наблюдения в образцах ЦСЖ от пациентов с МСА 
и ДТЛ и 170 тыс. RFU для БП через 55 ч наблю-
дения соответственно. В образце ЦСЖ от пациента 
с СРЧ не зафиксировано увеличение флуоресцен-
ции, что свидетельствует об отсутствии аберрантно-
го белка α-синуклеина в биоматериале. В качестве 
отрицательного контроля использовали аналог цере-
броспинальной жидкости (NaCl 100 мМ, KCl 2 мМ, 
CaCl2 1 мМ, мочевина 5 мМ, БСА 300 мкг/мл, глюко-
за 2.5 мМ, NaHCO3, pH 7.3). 

ОБСУЖДЕНИЕ
Представленные результаты свидетельствуют 
о том, что полученный рекомбинантный мономер-
ный α-синуклеин является оптимальным субстра-
том для применения в технологии RT-QuIC. Ранее 
показали, что разнообразие методов очистки и со-
ставов буферов для экстракции может значительно 
влиять на конформацию, стабильность и агрегаци-
онное поведение α-синуклеина, что, в свою очередь, 
существенно осложняет интерпретацию результатов 
анализа [17, 18]. Кроме того, актуальной является 
стандартизация методов производства и очистки ре-
комбинантного α-синуклеина для его использования 
в диагностических целях. Последовательное сочета-
ние методов ионообменной и гидрофобной хромато-
графии позволило нам получить высокоочищенный 
препарат целевого белка (более 97%), соответствую-
щего рекомбинантному мономерному α-синуклеину, 
который может с успехом использоваться в даль-
нейших функциональных тестах. Подобная высокая 
чистота и однородность препаратов α-синуклеина 
являются ключевым фактором поддержания вос-
производимости результатов лабораторной диагно-
стики синуклеинопатий. В будущем это позволит 
обеспечить большую надежность данных RT-QuIC 
и будет способствовать трансляции результатов, по-
лученных в лабораторных условиях, в клинику.

Диагностика синуклеинопатий представляет со-
бой сложную задачу, требующую высокой точности. 
В рамках нашего пилотного исследования с исполь-
зованием метода RT-QuIC проанализированы образ-
цы от пациентов с ДТЛ, а также с МСА мозжечко-
вого типа (МСА-М), находящихся на стадии средней 
степени тяжести с нарушением когнитивного стату-
са. В качестве отрицательного контроля использова-
ли образцы, полученные от пациентов с синдромом 
ригидного человека. Следует отметить, что МСА 
может быть диагностирована с 100% вероятностью 
только посмертно из-за пересечения клинической 
картины с проявлениями других синуклеинопатий. 

Это редкое и быстро прогрессирующее нейродеге-
неративное заболевание делится на два основных 
подтипа: паркинсонический (МСА-П) и мозжечко-
вый (МСА-М). Клинические проявления МСА-П 
включают симптомы, характерные для классическо-
го паркинсонизма, в то время как МСА-М характе-
ризуется мозжечковой атаксией. Аналогично, диа-
гностика ДТЛ осложняется смешением симптомов. 
ДТЛ часто ошибочно воспринимается за болезнь 
Альцгеймера из-за схожести клинических прояв-
лений, при этом единственным надежным диагно-
стическим маркером является наличие аберрантной 
формы α-синуклеина у пациента.

Результаты нашего исследования свидетельству-
ют, что начало значимой агрегации синуклеина на-
чинается через 50 ч после смешивания образцов 
ЦСЖ и компонентов реакционной смеси. В то же 
время в аналогичных исследованиях подъем кри-
вых агрегации начинался приблизительно после 12 
ч инкубации [19]. Скорость агрегации α-синуклеина 
может зависеть от множества факторов и очевид-
но, что наиболее критический из них – это степень 
очистки. Олигомеры, от которых не удалось изба-
виться в процессе выделения рекомбинантного белка, 
могут индуцировать агрегацию наравне с вносимыми 
в реакционную смесь природными патологическими 
вариантами. С одной стороны, более высокая степень 
очистки нашего препарата α-синуклеина увеличи-
вает время анализа, с другой стороны, уменьшает 
фоновый сигнал и позволяет проводить более дли-
тельную инкубацию для уверенной детекции таких 
синуклеинопатий, как МСА со слабо выраженной ак-
тивностью в тесте RT-QuIC [19].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Раннее обнаружение аберрантных белков, которые 
участвуют в реализации механизмов нейротоксич-
ности/нейровоспаления и циркулируют в систем-
ном кровотоке и ЦСЖ, признается сегодня одной 
из наиболее «горячих» точек нейронауки [20]. Серия 
пилотных исследований по определению уровня па-
тологических агрегатов методом RT-QuIC в ЦСЖ 
пациентов с синуклеинопатиями с использованием 
особо чистого рекомбинантного α-синуклеина про-
демонстрировала большой потенциал этой методи-
ки в контексте развития лабораторной нейродиаг-
ностики. Дальнейшее развитие исследований будет 
посвящено разработке стандартизированного мето-
да детекции патологических форм α-синуклеина, 
который должен быть информативным, высоко-
чувствительным, специфичным, воспроизводимым 
и при этом простым в использовании для его по-
следующего внедрения в клиническую практику. 
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РЕФЕРАТ Красные флуоресцентные белки (RFP) часто используются в качестве предпочтительных флу-
оресцентных меток в микроскопии живых тканей и визуализации целого организма. При выборе кон-
кретного варианта RFP приоритетными могут быть такие характеристики, как молекулярная яркость 
флуоресценции, скорость созревания хромофора, мономерность, длины волн возбуждения/эмиссии флу-
оресценции и низкая токсичность, которые в конкретном белке редко сочетаются оптимальным обра-
зом. Если же к метке предъявляются дополнительные требования, такие как продолжительное время 
жизни флуоресценции и/или мигание (blinking), то доступный набор вариантов может существенно 
сузиться. Поскольку все разнообразие традиционных моногенных RFP относится лишь к нескольким 
филогенетическим линиям (основные из которых – производные DsRed, eqFP578 и eqFP611), их прак-
тически значимые свойства ожидаемо распределены между близкими гомологами. В таких случаях 
систематический мутационный анализ, ориентированный на вариант-специфичные аминокислотные 
остатки, может пролить свет на происхождение различий между родственными RFP и быть полез-
ным для объединения их преимуществ в новых вариантах RFP. Так, белок FusionRed, эффективный 
для флуоресцентного мечения благодаря высокой степени мономерности и низкой цитотоксичности, 
имеет значительно сниженные яркость и время жизни флуоресценции по сравнению с предковым 
mKate2. Нами охарактеризован новый быстро созревающий мономерный RFP, полученный на основе 
mKate2 и FusionRed, превосходящий оба родительских белка по молекулярной яркости, обладающий 
увеличенным временем жизни флуоресценции и спонтанным миганием, перспективным для наноско-
пии.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА RFP, FusionRed, mKate2, флуоресцентный белок, время жизни флуоресценции.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ФБ – флуоресцентные белки; RFP – Red fluorescent protein, красные флуорес-
центные белки; FLIM – Fluorescence lifetime imaging microscopy, микроскопия времени жизни флуо-
ресценции; BALM – Bleaching/Blinking Assisted Localization Microscopy, локализационная микроскопия 
с использованием фотообесцвечивания и мигания; OSER – Organised smooth endoplasmic reticulum, ор-
ганизованный гладкий эндоплазматический ретикулум; NE – nuclear envelope, ядерная оболочка; PEI – 
полиэтиленимин; SMLM – single molecule localization microscopy, микроскопия одиночных молекул.
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ВВЕДЕНИЕ
Современные методы биологической визуализации 
используют огромное разнообразие флуоресцентных 
меток, среди которых предпочтение часто отдает-
ся генетически кодируемым флуорофорам, таким 
как флуоресцентные белки (ФБ). ФБ обеспечива-
ют высокоспецифичное внутриклеточное мечение 
и позволяют реализовать продвинутые модально-
сти флуоресцентной визуализации, микроскопию 
сверхвысокого разрешения и времени жизни флу-
оресценции (FLIM) на уровне живых клеток [1, 2]. 
В свою очередь, красные флуоресцентные белки 
(RFP), полифилетическая группа [3–6] ФБ из ко-
раллов (Anthozoa), флуоресцирующие в красной об-
ласти спектра, широко применяются для визуали-
зации мишеней в целом организме и/или в глубине 
биологической ткани. Красные и дальнекрасные ФБ 
зачастую оказываются оптимальным вариантом вы-
бора в таких исследованиях благодаря сниженному 
поглощению биологическими тканями света на дли-
нах волн ~600–1200 нм (в так называемом «диагно-
стическом окне») [7–9].

FusionRed – один из существующих вариантов 
RFP [10], часто используется как метка для визу-
ализации живых клеток (включая визуализацию 
тонких внутриклеточных структур). Способность 
FusionRed поддерживать высоко мономерное состо-
яние даже при высоких локальных концентрациях 
(характерных для некоторых локализаций в клет-
ках млекопитающих [11, 12]) называется «супермо-
номерностью» и сочетается в этом белке с низкой 
токсичностью и низкой чувствительностью к рН 
среды. Благодаря такому набору свойств, FusionRed 
подходит в качестве флуоресцентного ядра для ге-
нетически кодируемых индикаторов, а мечение им 
других белков не влияет на их функциональную 
активность и пространственную структуру [13–16]. 
В то же время у FusionRed есть ряд выраженных 
недостатков, снижающих его практическую цен-
ность как многоцелевого маркера и создающих 
предпосылки для дальнейшей оптимизации это-
го RFP. Так, изящные исследования лаборатории 
Хименеса позволили с помощью направленной бел-
ковой эволюции [17] и полурационального дизайна 
[18] получить более яркие варианты FusionRed (в 
частности, FusionRed-MQV [19] показал примерно 
четырехкратный прирост молекулярной яркости от-
носительно родительского белка, хотя и ценой 20 нм 
гипсохромного сдвига максимума эмиссии). Кроме 
того, результаты рентгеноструктурного анализа по-
казали, что примерно половина молекул FusionRed 
несет хромофор в незрелой форме [20]. Эта особен-
ность значительно снижает эффективную яркость 
FusionRed как флуоресцентной метки (относительно 

ожидаемой на основании измеренной молекулярной 
яркости флуоресцентного белка) и становится еще 
одним направлением структурно-обоснованного ди-
зайна новых вариантов RFP.

Важно отметить, что FusionRed (λem = 608 нм) – 
дочерний вариант наиболее яркого на данный мо-
мент мономерного дальнекрасного ФБ mKate2 
(λem = 633 нм) [21], от которого он отличается 17 
аминокислотными заменами, введенными полу-
рационально при помощи нескольких раундов 
сайт-направленного и случайного мутагенеза [10]. 
При этом структурные основы спектральных раз-
личий (в коэффициентах экстинкции, квантовых 
выходах и временах жизни флуоресценции, по-
ложениях максимумов поглощения/испускания) 
между белками FusionRed и mKate2 не установ-
лены. Основываясь на анализе пространственной 
структуры FusionRed [20], мы сделали предполо-
жение о ключевой роли трех остатков в окружении 
хромофора, Arg-67, Cys-158 и His-197 (Lys-67, Ala-
158 и Arg-197 для mKate2 соответственно) как де-
терминант описанных спектральных различий. 
В настоящем исследовании мы систематически 
изучили влияние указанных положений на свой-
ства обоих белков методом сайт-направленного 
мутагенеза. Среди представителей полученной би-
блиотеки обнаружен вариант, обладающий повы-
шенной яркостью и высоким спектральным сход-
ством с FusionRed – mKate2-K67R/R197H. Этот 
RFP наследует достоинства обоих родственных 
белков: моноэкспоненциальное затухание флуо-
ресценции, как у mKate2, и способность эффек-
тивно функционировать в составе белков слияния, 
как у FusionRed. Очищенный mKate2-K67R/R197H 
продемонстрировал способность к выраженному 
спонтанному миганию флуоресценции (blinking), 
открывающую перспективу использования этого 
белка в микроскопии сверхвысокого разрешения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Сайт-направленный мутагенез
Сайт-направленные аминокислотные замены 
в mKate2 и FusionRed вносили с использованием 
модифицированной процедуры IVA-клонирования 
[22]. Гены исходных RFP клонировали в векторную 
основу pQE-30 (Qiagen, США) по сайтам эндону-
клеаз рестрикции BamHI и HindIII и использова-
ли в качестве матриц для ПЦР. Прямые праймеры 
содержали 5’-концевую область длиной 15–20 ну-
клеотидов, гомологичную матричной ДНК, необхо-
димую для бактериальной рекомбинации. За ней 
следовал триплет с целевой заменой и 3’-кон-
цевая область с расчетной температурой отжига 
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60°C. Обратные праймеры включали аналогичную 
последовательность для рекомбинации длиной 
15–20 нуклеотидов на 5’-конце и 3’-концевую по-
следовательность, вместе составляющие олигону-
клеотид с расчетной температурой отжига 60°C. 
Если расчетные температуры отжига оказывались 
выше, то 5’-концевой фрагмент отжигался частич-
но. 3’- и 5’-Концевые нуклеотиды обоих праймеров 
подбирали так, чтобы избегать комплементарно-
го спаривания и минимизировать гомо- и гетеро-
димеризацию. 3’-Концы праймеров образовыва-
ли сильную комплементарную пару с матричной 
последовательностью. Олигонуклеотиды не об-
разовывали тупых концов при гомо- и гетеро-
димеризации. В ПЦР использовали полимеразу 
Phusion (ThermoFisher, США), протокол, рекомен-
дованный производителем, 35 циклов элонгации. 
Концентрация матричной ДНК составляла 50 нг 
на реакцию. Последовательности использованных 
праймеров: 
a) FusionRed-R67K:
Прямой – 5’-agcttcatgtacggcagcaaaaccttcatcaagcacc
ctccgg-3’
Обратный – 5’-gctgccgtacatgaagctggtag-3’ 
b) FusionRed-C158A: описан в предыдущем иссле-
довании [20]
Прямой – 5’-cggcggcctggaaggcgcagcagacatggccctga
agctcg-3’
Обратный – 5’-tgcgccttccaggccgccgtcagcggggtacatc
gtctcg-3’
c) FusionRed-H197R:
Прямой – 5’-ggcgtctacaacgtggacagaagactggaaagaatc
aaggaggc-3’
Обратный – 5’-gtccacgttgtagacgccgggcatcttgaggt
tcgtagcg-3’
d) mKate2-K67R:
Прямой – 5’-agcttcatgtacggcagcagaaccttcatcaaccaca
cccaggg-3’
Обратный – 5’-tgctgccgtacatgaagctggtag-3’
e) mKate2-А158С:
Мутантный вариант получен ранее [21]
Прямой – 5’-ggcctggaaggcagatgcgacatggccctgaag
ctcg-3’
Обратный – 5’-tctgccttccaggccgccgtcagcggggtacag-3’ 
f) mKate2-R197H:
Прямой – 5’-ggcgtctactatgtggaccacagactggaaagaatca
aggaggc-3’
Обратный – 5’-gtccacatagtagacgccgggcatcttgaggttct
tagcg-3’.

Преципитированные продукты ПЦР обрабатыва-
ли эндонуклеазой рестрикции DpnI для удаления 
матриц. При трансформации 100 мкл компетентных 
клеток E. coli XL1-Blue (Evrogen, Россия) брали 700 
нг продукта ПЦР.

Выделение и очистка белка
Варианты ФБ экспрессировали в штамме E. coli 
XL1-Blue в течение 72 ч при 37°C. После центрифу-
гирования бактериальную биомассу ресуспендиро-
вали в PBS (GIBCO, ThermoFisher Scientific, США, 
pH 7.4) и обрабатывали ультразвуком на Sonics 
Dismembrator (Fisher Scientific, США). Очистку 
белков проводили на металл-аффинной смоле 
TALON (Clontech, США), предварительно промытой 
PBS в соответствии с протоколом производителя. 
Для элюции использовали 0.3 М раствор имидазо-
ла (pH 8.0). Элюаты белков обессоливали и концен-
трировали методом ультрафильтрации на колон-
ках Amicon Ultra 0.5 10K (Merck Millipore, США). 
Обессоленный раствор белка (обычно с концентра-
цией ~5 мг/мл) анализировали методом электрофо-
реза в полиакриламидном геле в денатурирующих 
условиях (SDS-PAGE) или спектроскопически, либо 
кратковременно хранили при 4°C до использования.

Абсорбционная и флуоресцентная спектроскопия
Спектры поглощения и флуоресценции полу-
чали с  помощью спектрофотометра Cary100 
UV/VIS и спектрофлуориметра Cary Eclipse (Agilent 
Technologies, США) соответственно. Во всех слу-
чаях использовали раствор белка в PBS (pH 7.4). 
Квантовые выходы флуоресценции и молярные ко-
эффициенты экстинкции определяли как описано 
ранее [20].

Исследование мономерности

Гель-фильтрация. Колонку Superdex® 200 Increase 
10/300 GL (Cytiva, Швеция), уравновешенную 20 мМ 
натрий-фосфатным буфером (pH 7.4) с концентра-
цией NaCl 150 мМ, использовали в составе хрома-
тографической системы Agilent 1260 Bio-Inert LC, 
оснащенной встроенным детектором поглощения 
и флуоресценции на базе светодиодов (diode array 
detector) Agilent 1260 и детектором флуоресцен-
ции Agilent 1260 при 24°C и со скоростью потока 
0.75 мл/мин. Для калибровки использовали цитох-
ром c (12.4 кДа), карбоангидразу (29 кДа), бычий 
сывороточный альбумин (66 кДа), алкогольдегидро-
геназу (150 кДа), β-амилазу (200 кДа) и ферритин 
(450 кДа). Подробности калибровки представлены 
на рис. S6 и в табл. S1. Оборудованием управля-
ли с помощью программного обеспечения Agilent 
OpenLAB CDS ChemStation Edition C.01.07 SR3.

OSER-тест. OSER-тест проводили в двух вариан-
тах. Первый, на клетках HeLa, был аналогичен опи-
санному в [12]. Клетки трансфицировали FuGENE® 
HD Transfection Reagent (Promega, США) в со-
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ответствии с рекомендациями производителя. 
Микрофотографии получали с помощью флуорес-
центной широкопольной микроскопии на модифи-
цированном инвертированном микроскопе Leica 
6000LX, оснащенном флуоресцентным фильтр-
кубом для mCherry (см. раздел «Широкопольная 
флуоресцентная микроскопия»). Изображения об-
рабатывали с помощью программного обеспечения 
Fiji ImageJ (версия 2.9.0/1.54b). «Завитки» (whorl-like 
structures [23]) обнаруживали в соответствии с ре-
комендациями Constantini и соавт. [23]. Из-за отсут-
ствия этих структур более чем в 80% трансфициро-
ванных клеток HeLa и связанной с этим сложности 
обнаружения достаточного для статистического 
анализа количества клеток с такими структурами, 
расчет соотношений интенсивности флуоресценции 
структур организованного гладкого эндоплазмати-
ческого ретикулума (organised smooth endoplasmic 
reticulum, OSER) и ядерных оболочек (nuclear enve-
lope, NE) не проводился. 

Второй вариант теста OSER был аналогичен 
варианту, описанному в [23]. Клетки U2OS транс-
фицировали с помощью полиэтиленимина (PEI, 
Sigma-Aldrich, США) и наблюдали спустя 18 ч по-
сле трансфекции; изображения анализировали с ис-
пользованием программного обеспечения Fiji ImageJ 
для получения средних значений сигналов NE 
и OSER. Линейные целевые области (ROI) выбира-
ли инструментом обводки «straight»; для ROI OSER 
использовали инструмент «freehand». Для NE выби-
рали не менее трех ROI в различных локализациях 
для каждой клетки. Расчеты проводили в GraphPad 
Prism10.

Инженерия конструкций для экспрессии в клет-
ках млекопитающих. Плазмиды для экспрессии 
в клетках млекопитающих кодировали слитые бел-
ки Diogenes с виментином (Vimentin-Diogenes), лай-
фактом (lifeact-Diogenes), энсконсином (ensconsin-
Diogenes) и цитокератином (Diogenes-cytokeratin), 
а также с сигнальной последовательностью мем-
бранного якоря белка эндоплазматического ре-
тикулума СytERM (используемого для OSER). 
Конструкции получали с помощью методики Golden 
Gate в соответствии со стандартной процедурой 
MoClo [24–26]. Для обеспечения экспрессии в клет-
ках млекопитающих каждая транскрипционная еди-
ница находилась под контролем цитомегаловирусно-
го (CMV) промотора, содержала последовательность, 
кодирующую белок слияния, и терминатор SV40. 
Для Golden Gate использовали T4-лигазный буфер 
(SibEnzyme, Россия). Каждая реакция включала 
10 U T4-лигазы и 20 U эндонуклеаз рестрикции 
BsaI либо BpiI (ThermoFisher) и 100–200 нг ДНК 

каждого фрагмента. Условия реакции включали 
30 циклов инкубации при 37°C и 16°C (90 с при 37°C, 
180 с при 16°C).

Широкопольная флуоресцентная микроскопия
Флуоресцентную микроскопию проводили на ин-
вертированном микроскопе Leica 6000LX с мас-
ляным иммерсионным объективом Leica HCX 
PL APO 100X/1.40–0.70NA, камерой Zyla sCMOS 
(Andor, Великобритания) и источником света 
CoolLED pE-300, оснащенным кубическим филь-
тром для mCherry (Leica, Германия) (фильтр воз-
буждения: 560/40 нм, фильтр эмиссии: 630/75 нм). 
Мощность освещения варьировали от 1 до 5 Вт/см², 
время экспозиции составляло от 50 до 150 мс.

Измерение pH-стабильности
При подготовке образцов использовали ряд готовых 
буферных растворов с pH 3–10.55; растворы содер-
жали (мМ): 130 KCl, 30 NaCl, 0.5 MgCl2, 0.2 EGTA 
и 30 HCl–NaH2C6H5O7 (pH 3.0–4.5) или 15 KH2PO4-
Na2HPO4 (pH 5.0–7.5) или 20 Na2B4O7-HCl/NaOH 
(pH 8.0–11.0) [27]. Концентрация очищенного 
и обессоленного RFP в каждом образце составляла 
5 мкг/мл. Спектры эмиссии измеряли на флуорес-
центном спектрометре Cary Eclipse дважды в трех 
временных точках (немедленно, 3 и 5 мин спустя, 
всего 6 измерений на образец) в спектральном диа-
пазоне от 560 до 700 нм при λex = 540 нм и ширине 
щелей возбуждения/эмиссии 5 нм, при одинаковом 
напряжении на фотоумножителе и скорости скани-
рования. Значения интенсивности флуоресценции 
в максимумах эмиссии усредняли по 6 измерени-
ям. Усредненные данные при всех значениях pH 
для каждого RFP нормировали на максимальное 
значение и отображали на графике со стандартны-
ми отклонениями. Для сигмоидных участков гра-
фиков строили кривые аппроксимаций в GraphPad 
Prism10 (логистическая кривая 4PL, 95% довери-
тельный интервал, n = 6). pKa определяли по зна-
чению pH, при котором показатель нормированной 
флуоресценции на аппроксимирующей кривой до-
стигал половины от максимального.

Измерение времени жизни флуоресценции

Наносекундный и пикосекундный источники воз-
буждения. Коррелированный по времени подсчет 
одиночных фотонов (TCSPC) проводили на флу-
оресцентном спектрометре miniTau (Edinburgh 
Instruments, Великобритания) в окне 20 нс, разде-
ленном на 2048 временных каналов. Флуоресценцию 
возбуждали с помощью: (i) пикосекундного лазера 
EPL-450 (Edinburgh Instruments, Великобритания) 
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с центральной длиной волны эмиссии 445.6 нм 
и шириной импульса (FWHM) примерно 90 пс 
при частоте повторения 20 МГц; (ii) наносекундно-
го импульсного светодиода EPLED-590 (Edinburgh 
Instruments, Великобритания) с центральной длиной 
волны эмиссии 590 нм, шириной импульса (FWHM) 
примерно 1.3 нс при частоте повторения 20 МГц.

Фотоны регистрировали в спектральном диапа-
зоне 575–625 нм. Обработку данных, визуализацию 
и определение χ² (тест Пирсона) проводили с ис-
пользованием программного обеспечения Fluoracle 
2.5.1 (Edinburgh Instruments, Великобритания).

Фемтосекундный источник возбуждения. 
Кинетика затухания флуоресценции RFP была за-
писана с использованием детектора единичных 
фотонов (SPC) с ультранизким уровнем темново-
го счета (HPM-100-07C, Becker & Hickl, Германия) 
в спектральном окне 620/10, настроенном с по-
мощью монохроматора ML-44 (Solar, Беларусь). 
Флуоресценцию возбуждали при 590 нм (частота 
повторения 80 МГц, ширина импульса 150 фс, оп-
тическая мощность 5 мВт) с использованием вто-
рой гармоники (ASG-O, Avesta Project LTD., Россия) 
фемтосекундного оптического параметрического ос-
циллятора (TOPOL-1050-C, Avesta Project LTD.), на-
качиваемого фемтосекундным лазером Yb (TEMA-
150, Avesta Project LTD.). Сигнал эмиссии собирался 
перпендикулярно лучу возбуждения. Температуру 
образца поддерживали на уровне 25°C в течение 
эксперимента с помощью держателя кюветы (Qpod 
2e) с магнитной мешалкой (Quantum Northwest, 
США). Данные собирали при помощи программного 
обеспечения SPCM Data Acquisition Software v. 9.89 
(Becker & Hickl, Германия). Для экспоненциальной 
аппроксимации затухания флуоресценции с уче-
том неполного угасания RFP на высокой частоте 
повторения использовали ПО SPCImage (Becker & 
Hickl, Германия). Проводили постобработку и визу-
ализировали данные в Origin Pro 2018 (OriginLab 
Corporation, США).

Измерения фотостабильности

Очищенные белки, низкая интенсивность воз-
буждения. Измерения проводили для RFP, иммо-
билизованных на металл-аффинной смоле TALON, 
с использованием лазерного сканирующего кон-
фокального инвертированного микроскопа Leica 
DMIRE2 TCS SP2 (Leica Microsystems, Германия), 
оснащенного масляным иммерсионным объективом 
HCX PL APO lbd.BL 63× 1.4NA и HeNe-лазером 
мощностью 1.2 мВт. Флуоресценцию возбуждали ла-
зером с линией испускания 543 нм и детектировали 

в спектральном диапазоне 560–670 нм. Выбранное 
поле зрения (при увеличении 16×) непрерыв-
но сканировали в режиме time-lapse (between the 
frames), количество изображений в серии 500–1500. 
Красный сигнал детектировали при мощности ла-
зера 10–20% и напряжении фотоумножителя (ФЭУ, 
PMT) 700–800 В. Для фотообесцвечивания флуо-
рофоров применяли максимальную мощность ла-
зера (что обеспечивало плотность мощности около 
2 Вт/см²). Измерения флуоресценции корректирова-
ли на фоновый сигнал, усредняли (n = 5) и норми-
ровали по максимальному значению. Общую мощ-
ность возбуждающего света на выходе из объектива 
микроскопа измеряли с использованием измерителя 
мощности LaserCheck (Coherent, США). Плотность 
мощности излучения (Вт/см²) определяли как част-
ное общей мощности и площади сканируемой об-
ласти.

Измерения фотостабильности in cellulo, высокая 
интенсивность возбуждения. RFP транзиентно 
экспрессировали в клетках линии HeLa без сигна-
ла специфической внутриклеточной локализации. 
Кинетику фотообесцвечивания измеряли на ми-
кроскопе Nanoimager S (ONI, Великобритания), 
оснащенном масляным иммерсионным объекти-
вом Olympus UPlanSApo 100× NA 1.40, лазером 
с длиной волны 561 нм, дихроическим делителем 
луча 560 нм и камерой Scope8 sCMOS. Плотность 
мощности при облучении составляла 800 Вт/см². 
Сигнал записывали непрерывно с минимальными 
задержками между кадрами. Данные анализирова-
ли с использованием Fiji ImageJ версии 1.53f51 [28].

Микроскопия локализации одиночных молекул
Непосредственно перед визуализацией культу-
ральную среду заменяли на минимальную среду 
(MEM, Sigma-Aldrich, США), содержащую 20 мМ 
HEPES. Для локализационной микроскопии с ис-
пользованием фотообесцвечивания/мигания (BALM) 
использовали микроскоп Nanoimager S (ONI, 
Великобритания), оснащенный масляным иммерси-
онным объективом Olympus UPlanSApo ×100 NA 
1.40, лазером 561 нм, дихроическим делителем луча 
560 нм и камерой Scope8 sCMOS. Визуализацию 
выполняли при следующих условиях: лазер 561 нм 
с мощностью 2 кВт/см², временем регистрации ка-
дра 16.7 мс и скоростью захвата 60 кадров в се-
кунду. Съемку с использованием вспышек лазера 
405 нм проводили при следующих условиях: лазер 
561 нм с мощностью 2 кВт/см² с 0.4-секундными 
вспышками лазера 405 нм с плотностью мощно-
сти ~215 Вт/см² каждые 22 с, временем регистра-
ции кадра 16.7 мс и скоростью захвата 60 кадров/с. 
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Различие между отношением сигнал/шум локали-
заций mKate2-K67R/R197H, TagRFP-T и mKate2 
проверяли с использованием теста Колмогорова–
Смирнова. Мигания одиночных молекул и ре-
конструкцию сверхразрешенных изображений 
осуществляли с использованием программного 
обеспечения NimOS 490 версии 1.18.3.15066 (ONI, 
Великобритания). Для реконструкции изображения 
использовали стандартные параметры. Данные ана-
лизировали с использованием Fiji ImageJ версии 
1.53f51 [29] и пользовательских скриптов на Python 
3.9.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Положения 67, 158 и 197 ранее были идентифици-
рованы как ключевые, регулирующие поведение 
хромофора FusionRed [20]. Чтобы конкретизировать 
вклад отдельных аминокислотных замен в окруже-
нии хромофоров FusionRed и mKate2, определяю-
щих различия между физико-химическими свой-
ствами этих белков, мы провели систематический 
мутационный анализ. Мутантные варианты в полу-
ченном наборе отличались от родительских белков 
по одному, двум либо трем указанным аминокислот-
ным положениям (рис. S1).

Характеристика мутантных вариантов FusionRed 
и mKate2

Варианты, несущие одиночные аминокислотные 
замены. Показаны различия в эффектах замены 
в положении 67 (Arg↔Lys) в исходных белках. Так, 
вариант mKate2-K67R практически не поглощал 
и не излучал в видимом диапазоне спектра. Эта 
аминокислотная замена, вероятно, существенно по-
влияла на сворачивание белка и/или созревание его 
хромофора. Напротив, обнаружено несколько спек-
тральных форм FusionRed-R67K, которые, вероятно, 
соответствуют различным структурам хромофора 
(табл. 1, рис. S2). Пики поглощения FusionRed-
R67K совпадали с пиками возбуждения флуорес-
ценции: 389, 514 и 580 нм. Красная флуоресцентная 
форма (λabs/ex = 580 нм, λem = 610 нм) была близка 
к таковой в исходном FusionRed, в то время как обе 
коротковолновые спектральные популяции, предпо-
ложительно, соответствовали интермедиатам «со-
зревания» хромофора.

Мы предполагаем, что синяя спектральная форма 
(λabs/ex = 389 нм, λem = 450 нм) соответствует ней-
тральному GFP-подобному хромофору – хорошо 
описанному промежуточному продукту созревания 
DsRed-подобного хромофора [30, 31]. Желтая флу-
оресцентная форма (λabs/ex = 514 нм, λem = 522 нм) 
FusionRed-R67K, спектрально схожая с классиче-

скими желтыми флуоресцентными белками (EYFP, 
TagYFP) с GFP-подобным хромофором, формирую-
щим π-стекинг-взаимодействие с остатком тирози-
на-203 [32], менее типична для RFP. Возможно, за-
мена R67K привела к частичному «замораживанию» 
созревания хромофора FusionRed на предпоследнем 
этапе окисления, где GFP-подобный интермедиат 
хромофора в анионной форме (обычно поглоща-
ющий на 470–500 нм) мог сформировать стекинг-
взаимодействие с имидазольным кольцом гистиди-
на-197, претерпев батохромный спектральный сдвиг.

Влияние замены в  позиции 158 (Cys↔Ala) 
на спектральные свойства FusionRed и mKate2 было 
описано ранее [20]. Хотя эта замена не привела 
к образованию новых спектральных форм или силь-
ному ингибированию созревания хромофора (или 
заметным изменениям молекулярной яркости), 
мы включаем данные о соответствующих мутан-
тах (FusionRed-C158A и mKate2-A158C) в табл. 1 
для единообразия.

Замены в положении 197 (His↔Arg) вызыва-
ли изменения физико-химических свойств белков, 
противоположные вызванным заменой R67K/K67R. 
Подобно mKate2-K67R, FusionRed-H197R практиче-
ски не поглощал в видимом спектральном диапазо-
не и почти не флуоресцировал в силу нарушенно-
го созревания хромофора. Максимумы поглощения 
mKate2-R197H располагались на длинах волн 385, 
510 и 582 нм. Последние две соответствовали так-
же максимумам возбуждения флуоресценции с λem 
= 520 и 612 нм соответственно (табл. 1, рис. S3). 
Идентичность и происхождение этих спектральных 
форм предположительно совпадают с таковыми 
для FusionRed-R67K. Выраженный гипсохромный 
сдвиг максимумов поглощения/эмиссии красной 
формы mKate2-R197H по сравнению с исходным 
белком mKate2 (582/612 нм против 588/633 нм) под-
тверждает ключевую роль His-197 в детерминиро-
вании спектрального своеобразия FusionRed. 

Варианты, содержащие комбинации из двух ами-
нокислотных замен. Введение двух аминокислот-
ных замен в оба белка в целом снижало эффек-
тивность созревания хромофора. Три из шести 
полученных вариантов с двумя заменами имели 
либо чрезвычайно слабые, либо не детектируе-
мые полосы поглощения и эмиссии флуоресцен-
ции в видимом диапазоне (см. табл. 1). У сравни-
тельно яркого варианта FusionRed-R67K/H197R 
замены в позициях 67 и 197 компенсировали эф-
фекты друг друга. В этом белке замена R67K, по-
видимому, способствует «разблокированию» созре-
вания хромофора, которое ингибируется заменой 
H197R. У FusionRed-R67K/H197R обнаружены три 
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флуоресцентные формы (табл. 1, рис. S4): ней-
тральная синяя GFP-подобная (λabs/ex = 380 нм, 
λem = 449 нм), анионная зеленая GFP-подобная 
(λabs/ex = 488 нм, λem = 511 нм) и красная DsRed-
подобная (λabs/ex = 584 нм, λem = 616 нм). Красная 
флуоресцентная форма FusionRed-R67K/H197R по-
казала выраженный батохромный сдвиг как спектра 
поглощения, так и спектра эмиссии флуоресценции 
(на 4 и 8 нм соответственно) по сравнению с ис-
ходным FusionRed, что дополнительно указывает 
на роль заместителя в позиции 197 в детерминиро-
вании спектрального своеобразия красных флуорес-
центных белков.

Вариант mKate2-A158C/R197H показал сложное 
спектральное поведение (табл. 1, рис. S5), схожее 
с наблюдаемым у белков FusionRed R67K и mKate2 
R197H. Замена R197H в mKate2-A158C/R197H, веро-

ятно, привела к гипсохромному сдвигу спектра флу-
оресценции красной формы и вовлечению незрелой 
«зеленой» формы хромофора в стекинг-взаимодей-
ствие, приводящее к образованию «желтой» нефлу-
оресцентной спектральной формы с максимумом 
поглощения при 513 нм. Среди всех полученных ре-
ципрокных вариантов только mKate2-K67R/R197H 
показал высокую скорость созревания хромофора 
и молекулярную яркость. Квантовый выход флуо-
ресценции 0.44 и коэффициент экстинкции 90 000 
делают его в 1.6 раза ярче, чем mKate2, и в 2.2 раза 
ярче, чем FusionRed. В отличие от исходного белка 
этот вариант не имел дополнительных коротковол-
новых пиков поглощения на ~390 и ~450 нм, кото-
рые мы приписываем незрелым формам хромофо-
ра. У смещенной в синюю область основной полосы 
поглощения mKate2-K67R/R197H присутствовало 

Таблица 1. Спектральные свойства и особенности созревания хромофора, наблюдаемые в наборе одиночных, 
двойных и тройных реципрокных мутантных вариантов FusionRed и mKate2

Белок
Максимум 

поглощения, 
нм

λex/λem, нм ECа  
(M-1см-1) FQYб

Молекулярная 
яркость 

(EC×QY/1000)
Комментарий

FusionRed- R67K/C158A/
H197R 376; 488; 583 376/409; 488/508; 

583/616 н/о <0.05 н/о Плохое 
созревание*

FusionRed- C158А/H197R н/о н/о н/о н/о н/о Плохое 
созревание*

FusionRed- R67K/H197R 380; 488; 584 380/449; 488/511; 
584/616 н/о 0.62 н/о

FusionRed- R67K/C158A 386; 513; 580 н/о н/о н/о н/о Плохое 
созревание*

FusionRed-H197R н/о 570/607 н/о <0.01 н/о Плохое 
созревание*

FusionRed-С158A 571 571/598 91 000 0.24 21.84 [20]

FusionRed-R67K 389; 514; 580 389/450; 514/522; 
580/610 н/о 0.3 н/о

FusionRed 580 580/608 94 500 0.19 17.9 [10]
mKate2 586 588/633 62 500 0.4 25 [21, 33]

mKate2-K67R 405; 588 н/о н/о н/о н/о Плохое 
созревание*

mKate2-A158C 380; 590 590/624 47 300 0.47 22.2 [20]
mKate2-R197H 385; 510; 582 510/520; 582/612 н/о 0.26 н/о

mKate2-K67R/A158C н/о н/о н/о н/о н/о Плохое 
созревание*

mKate2-K67R/R197H 579 579/603 90 000 0.44 39.6
mKate2-A158C/R197H 380; 513; 583 380/435; 583/611 н/о 0.39 н/о

mKate2-K67R/A158C/R197H н/о н/о н/о н/о н/о Плохое 
созревание*

Примечание. н/о – не определен.
аКоэффициент молярной экстинкции; не определялся для вариантов с несколькими спектральными формами. 
бКвантовый выход флуоресценции; измерялся только для красной спектральной формы.
*Пометка применялась в случаях, если через 48 ч после трансформации наблюдалась слабая или не детектиру-
емая флуоресценция биомассы бактерий и/или низкое относительное поглощение в спектральном диапазоне, 
связанном с поглощением хромофора (например, A280/A580 > 10).
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ярко выраженное плечо при ~540 нм, характерное 
для FusionRed (табл. 1 и 2, рис. 1).

Варианты, содержащие комбинации из трех ами-
нокислотных замен. Введение полного набора замен 
в положениях 67/158/197 значительно повлияло на со-
зревание белков. Полосы поглощения и эмиссии флу-
оресценции в видимом диапазоне обоих вариантов, 
содержащих замены по трем положениям (mKate2-
K67R/A158C/R197H и FusionRed-C158A/H197R/R67K), 

не детектировались либо были чрезвычайно слабыми 
(см. табл. 1), что указывает на «замораживание» со-
зревания хромофора на ранних стадиях. Эти вариан-
ты оказались малоинформативными для определения 
молекулярных детерминант спектрального своеобра-
зия FusionRed/mKate2. 

Наш  фенотипический анализ  указыва -
ет на вероятное смещение хромофора внутри 
β-бочонка в результате внесения замены в поло-
жение 67, так как спектроскопические признаки 

Рис. 1. Сравнение спек-
тров поглощения (A) 
и флуоресценции (Б) 
mKate2-K67R/R197H, 
mKate2 и FusionRed 
(только поглощение). 
Длины волн максиму-
мов основных полос 
показаны в пузырьках. 
На панели Б пунктирные 
линии соответствуют 
возбуждению флуо-
ресценции, а сплошные 
линии – эмиссии флуо-
ресценции
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Таблица 2. Спектральные характеристики mKate2, FusionRed и mKate2-K67R/R197H (Diogenes)

Белок λex,  
нм

λem,  
нм

EC  
(M-1 · см-1) FQY Молекулярная яркость 

(EC · FQY/1000)
Время жизни флуоресценции, 

нс#

mKate2 588 633 62500 0.4 25 2.41/2.051

FusionRed 580 608 94500 0.19 17.955 1.62

mKate2-K67R/R197H 579 603 90000 0.44 39.6 2.21

#Взвешенное по интенсивностям среднее время жизни флуоресценции. Показаны два времени жизни mKate2, 
полученные при разных режимах съемки (см. раздел «Измерение времени жизни флуоресценции»).
1Моноэкспоненциальное затухание с χ2≤1.3.
2Биэкспоненциальное затухание с χ2≤1.3.
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π-стекингового взаимодействия хромофора с ги-
стидином-197 (если обнаруживались) отличались 
у мутантов по этому положению от родительских 
белков. Замены в обоих этих положениях (67 и 197) 
во всех случаях, кроме mKate2-K67R/R197H, либо 
значительно влияли на созревание хромофора, 
либо приводили к возникновению коротковолно-
вых спектральных форм, соответствующих проме-
жуточным стадиям созревания хромофора. Замены 
в положении 197 вызывали спектральные сдвиги: 
батохромный сдвиг поглощения/эмиссии у произво-
дных FusionRed и гипсохромный сдвиг у произво-
дных mKate2. Мы предполагаем, что причиной этого 
может быть π-стекинговое взаимодействие между 
хромофором и гистидином-197, которое включает-
ся/выключается за счет внесенных мутаций. Кроме 
того, эти мутации оказывают заметное влияние 
на процесс созревания хромофора.

Физико-химические свойства mKate2-K67R/
R197H и его применение в микроскопии
Далее мы детально охарактеризовали физико-хи-
мические свойства мутанта mKate2-K67R/R197H, 
который назвали Diogenes, с акцентом на его при-
менение в клеточной флуоресцентной микроскопии.

Олигомерное состояние и флуоресцентное ме-
чение. Так как олигомеризация значительно вли-
яет на инвазивность и эффективность мечения 
внутриклеточных мишеней, мы в первую очередь 
проанализировали олигомерный статус Diogenes. 
При гель-фильтрации (рис. S6, рис. S7) очищен-
ный белок элюировался в виде одного пика с мо-
лекулярной массой около 38 кДа (при концентра-
ции по крайней мере до 5 мг/мл). Поскольку эта 
молекулярная масса не соответствовала ни моно-
меру (~25 кДа), ни димеру (~50 кДа), результат 
гель-фильтрации нельзя было однозначно интер-
претировать. Предполагается, что в водном раство-
ре концентрированный Diogenes либо строго моно-
мерен, либо формирует исключительно димерную 
форму – с аномальной хроматографической под-
вижностью в обоих случаях. Возможно, Diogenes 
формирует равновесную смесь мономерных и ди-
мерных форм.

mKate2 изначально был описан как мономер 
[21], но в дальнейшем была показана некоторая 
его склонность к олигомеризации в водных раство-
рах при высокой концентрации [10] и in cellulo [12]. 
Так как Diogenes получен из mKate2, предположи-
ли, что он обладает подобной склонностью. Важно 
было также сравнить Diogenes с его спектральным 
аналогом FusionRed, который в ходе разработки 
подвергся значительной оптимизации внешней по-

верхности β-бочонка, направленной на устранение 
остатков, потенциально важных для димеризации 
[10]. Действительно, очищенный FusionRed ведет 
себя как строгий мономер [10] и показывает более 
высокий ранг мономерности, чем mKate2, при иссле-
довании в живых клетках (91.5 ± 3.0% против 81.1 ± 
6.1% в анализе OSER [12]). Однако причинно-след-
ственная связь между улучшенными показателями 
FusionRed in cellulo и введенными мутациями оста-
ется неясной, поскольку рациональный дизайн этих 
замен опирался на пространственную структуру 
mKate [34], а не mKate2. Более того, сворачивание 
белка и молекулярные взаимодействия в кристал-
лах могут не полностью соответствовать наблюда-
емым в водной фазе [35, 36]. В любом случае не-
однозначная хроматографическая картина Diogenes 
побудила нас оценить его олигомерное состояние 
также in cellulo.

С этой целью мы применили анализ структур 
организованного гладкого эндоплазматического ре-
тикулума (OSER) [23], который стал фактическим 
стандартом оценки мономерности флуоресцентных 
белков при экспрессии в клетках млекопитающих 
[12, 37]. Мы провели OSER-анализ двумя способа-
ми. В клетках линии HeLa применяли широко ис-
пользуемую упрощенную фенотипическую оценку 
частотности клеточных OSER-фенотипов. В клетках 
линии U2OS в соответствии с оригинальной методи-
кой, предложенной Costantini и соавт., определяли 
соотношение флуоресцентных сигналов OSER:NE 
в каждой клетке. В клетках HeLa выявлено ~87% 
клеток без завитков (рис. 2А), что указывает на от-
носительно высокую мономерность. Полученное 
значение упрощенной оценки Diogenes находится 
между значениями для FusionRed и mKate2, опу-
бликованными ранее [12]. Следует отметить, что по-
мимо очевидных OSER- и не-OSER-фенотипов 
мы наблюдали фракцию клеток, обладающую фе-
нотипическими признаками, которые, вероятно, 
не следует относить к типичному фенотипу глад-
кого ЭР (мелкие точки, гранулы, локальные области 
с повышенной яркостью). Мы обозначили эту груп-
пу, составляющую ~23% от всей популяции клеток, 
как «смешанный фенотип» (рис. 2Б). Обнаруженные 
нетипичные структуры могут указывать на агре-
гацию белка или его неспецифические взаимодей-
ствия с внутриклеточной средой, что, возможно, 
ограничивает его применимость для решения не-
которых специфических задач. Cреднее отношение 
OSER:NE Diogenes, выявленное при анализе OSER 
в U2OS, составило 2.175 с медианой 1.986 и стан-
дартным отклонением 0.9299 (рис. 2В). Несмотря 
на относительно большое стандартное отклонение 
как среднее OSER : NE, так и медиана позволяют 
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нам считать Diogenes мономерным белком при уста-
новленном ранее пороговом значении OSER : NE 
≤2.3 ± 0.6 [23]. Наконец, мы подготовили несколько 
экспрессионных конструкций для визуальной оцен-
ки эффективности Diogenes в качестве флуорес-
центного ядра в слитых белках в клетках млекопи-
тающих. В качестве мишеней были выбраны белки 
цитоскелета, качество визуализации которых, со-
гласно нашему опыту, существенно зависит от сте-
пени олигомеризации метки (рис. 3). Субъективно 
мы оцениваем качество мечения как очень высокое.

pH-стабильность Diogenes. Сравнение интенсивно-
стей флуоресценции Diogenes и родственных ему 
mKate2 и FusionRed в диапазоне pH 3–11 (рис. S8, 
S9) продемонстрировало высокую pH-стабильность 
Diogenes, аналогичную стабильности mKate2, од-
ного из наиболее pH-стабильных RFP. В частности, 
Diogenes поддерживает уровень флуоресценции 
≥80% от максимального в наиболее физиологически 
и биохимически значимом диапазоне (pH 6.5–9.5). 
В кислом диапазоне (pH 3–6) Diogenes показал худ-
шую относительную яркость, чем FusionRed, но не-
много превзошел mKate2. Значения pKa у Diogenes, 
FusionRed и mKate2 составили 6.1, 5.76 и 6.16 со-

Рис. 2. Результаты OSER-анализа 
Diogenes. A – гистограмма, показыва-
ющая общее количество клеток (HeLa) 
и распределение трех фенотипов между 
ними. Столбец «Whorl-структуры» харак-
теризует клетки, в которых гомоолиго-
меризация метки привела к образованию 
типичных структур организованного 
гладкого эндоплазматического ретикулу-
ма (OSER) («завитков», whorls), как они 
были описаны [12, 23]. Строка «Сме-
шанный фенотип» представляет случаи, 
где наблюдаются артефакты, отличные 
от типичных «завитков» (мелкие точки, 
гранулы, области с локально повышенной 
яркостью). Строка «Нормальный фено-
тип» иллюстрирует клетки с равномерно 
окрашенной трубчатой сетью ЭР. Б – 
иллюстрация фенотипов, наблюдаемых 
в живых клетках HeLa при OSER-анализе. 
В – количественный анализ соотношения 
интенсивности OSER : NE в живых клетках 
U2OS. Красный прямоугольник обозна-
чает 25–75 процентиль; усы обозначают 
минимальное и максимальное значение 
выборки. Горизонтальная линия внутри 
прямоугольника обозначает медиану; 
штрихпунктирная линия на уровне 2.3 обо-
значает пороговое значение OSER : NE 
для мономера [23]. Описательная стати-
стика данных показана на вставке
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ответственно (рис. S9). В отличие от обоих род-
ственных белков, у Diogenes интенсивность флуо-
ресценции резко снижалась в щелочном диапазоне 
(pH 10–11), не имеющем, однако, большого биологи-
ческого значения.

Время жизни флуоресценции. Мы измерили ки-
нетику затухания флуоресценции очищенного 
mKate2-K67R/R197H в водном растворе, используя 
метод коррелированного по времени счета отдель-
ных фотонов (TCSPC) в трех различных аппарат-
ных конфигурациях (рис. S10–S12). Во всех случаях 
затухание флуоресценции Diogenes было моноэк-
споненциальным со значением времени жизни ~2.2 
нс. Аналогично, во всех аппаратных конфигурациях 
наблюдалось биэкспоненциальное затухание флу-
оресценции FusionRed со средним (взвешенным 
по интенсивности) временем жизни ~1.6 нс. Время 
жизни флуоресценции mKate2, однако, зависело 
от оборудования. Так, при возбуждении пикосе-
кундным лазером 450 нм (FWHM ~100 пс, 20 МГц) 
и наносекундным импульсным светодиодом 590 нм 
(FWHM ~1.5 нс, 20 МГц) его время жизни составило 
2.4 нс (см. рис. S10 и рис. S12), тогда как при воз-
буждении фемтосекундным лазером 590 нм (FWHM 
~150 фс, 80 МГц) – 2.05 нс (рис. S11). Причины это-
го явления остаются неясными. Оно может быть 
следствием процессов, происходящих в mKate2 
и родственных белках в возбужденном состоянии 
[30, 38]. Принимая во внимание длины волн возбуж-
дения/эмиссии флуоресценции Diogenes, mRuby 

[39] или mRuby2 [40] можно рассматривать как его 
близких конкурентов с точки зрения яркости/вре-
мени жизни флуоресценции.

Фотостабильность Diogenes. При выборе метки 
для традиционной флуоресцентной визуализа-
ции и микроскопии с высоким пространственным 
и временным разрешением [41] важно учитывать 
ее высокую фотостабильность. Однако известно, 
что динамика фотообесцвечивания метки может 
нелинейно зависеть от мощности источника воз-
буждения [12, 41]. Поэтому мы измерили фотоста-
бильность Diogenes в двух различных модельных 
системах (см. рис. 4). Очищенный Diogenes в во-
дной среде (иммобилизованный на микрочасти-
цах) оказался несколько стабильнее FusionRed 
при плотности мощности, типичной для широко-
польного флуоресцентного микроскопа (~2 Вт/
см2) (время полуобесцвечивания t1/2 составило 215 
с у Diogenes против 165 с у FusionRed). При этом 
Diogenes оказался значительно менее фотоста-
бильным, чем mKate2 (t1/2 ~590 с, рис. 4A). Однако 
при высокоинтенсивном (~1 кВт/см2) возбужде-
нии, типичном для микроскопии одиночных мо-
лекул (single molecule localization microscopy, 
SMLM) в живых клетках HeLa, новый RFP по-
казал примерно в 2 раза более высокую фотоста-
бильность, чем mKate2 (рис. 4Б), и мало отличался 
от FusionRed, обладающего значительно меньшей 
молекулярной яркостью, что позволяло ожидать 
большую фотостабильность.

Рис. 4. Кинетика фотообесцвечивания RFP mKate2-K67R/R197H (Diogenes), mKate2 и FusionRed в водном раство-
ре очищенного белка при плотности мощности возбуждения ~2 Вт/см2 (A) и живых клетках HeLa при ~1 кВт/см2 
(Б). Сплошные линии указывают среднюю интенсивность флуоресценции во время фотообесцвечивания. Про-
зрачные области показывают стандартное отклонение (пять покрытых белком частиц металл-аффинной смолы 
либо 20 клеток для каждого флуоресцентного белка)
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Поведение mKate2-K67R/R197H в режиме 
детекции одиночных молекул 
Увеличенная фотостабильность Diogenes при высо-
кой мощности возбуждения, аналогичной применя-
емой в SMLM, побудила нас исследовать Diogenes 
на уровне одиночных молекул. Предварительные 
измерения, выполненные с использованием настро-
ек флуоресцентного микроскопа сверхвысокого раз-
решения, подобных dSTORM, на каплях очищен-
ного белка, выявили выраженное стохастическое 
мигание (blinking) Diogenes (данные не показаны). 
Важно, что красные и дальнекрасные FP, включая 
mScarlet, mKate2, TagRFP, FusionRed и FusionRed-

MQ, хотя и демонстрируют мигание [28, 42, 43], в ос-
новном уступают зеленым флуоресцентным белкам 
[42] в режиме визуализации одиночных молекул. 
Поэтому в методах SMLM, в которых спонтанное 
мигание используется для уточнения локализации 
меченых молекул, эта способность имеет важное 
значение для оценки новых вариантов RFP.

Мы изучили спонтанное мигание Diogenes 
in cellulo и его применимость для визуализации 
внутриклеточных структур с улучшенным разре-
шением с помощью микроскопии одиночных мо-
лекул (SMLM). Для сравнения мы использовали 
родительский белок mKate2 и обладающий самым 
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Рис. 5. Сравнение результатов микроскопии сверхвысокого разрешения при визуализации живых клеток HeLa, 
экспрессирующих Diogenes, TagRFP-T и mKate2, слитые с виментином (лазер 2 кВт/см2 561 нм, время ка-
дра 16.7 мс, 20 000 кадров). Сверхразрешенные изображения HeLa, временно экспрессирующих виментин-
Diogenes, виментин-TagRFP-T и виментин-mKate2 соответственно (А, Б, В). Стабильность плотности локализации 
Diogenes, TagRFP-T и mKate2 (Г). Гистограмма изменений числа обнаруженных фотонов на событие с одиночной 
молекулой Diogenes, TagRFP-T и mKate2 соответственно; вертикальные линии представляют собой медианные 
значения (Д, Е, Ж). 2D-гистограммы точности локализации на событие с одиночной молекулой Diogenes, TagRFP-
T и mKate2 соответственно (З, И, К); медианные значения показаны как вертикальные линии на 1D-гистограммах. 
Отношение сигнал/шум обнаруженных локализаций (Л); усы показывают стандартное отклонение, оранжевые 
горизонтальные линии указывают медианные значения
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выраженным миганием среди исследованных RFP 
TagRFP-T [42]. Сравнение поведения одиночных мо-
лекул Diogenes, TagRFP-T и mKate2, слитых с ви-
ментином, проводили в модельной системе, где они 
временно экспрессировались в живых клетках HeLa 
(рис. 5).

При плотности мощности лазерного излучения 
2 кВт/см2 при 561 нм и времени кадра 16.7 мс все 
белки мигали на уровне одиночных молекул, по-
зволяя получить изображения волокон виментина 
сверхвысокого разрешения в живых клетках HeLa 
(рис. 5А–В). Согласно результатам сравнительного 
анализа, стабильность плотности локализаций была 
сходной у всех трех белков (рис. 5Г). Кроме того, 
разница в медианном значении яркости одиночной 
молекулы сравниваемых белков не была значимой 
(рис. 5Д–Ж). Точность локализаций Diogenes ока-
залась выше, чем у mKate2 и TagRFP-T (20.5 нм 
против 24 нм и 25 нм соответственно, рис. 5З–К), 
в то время как медианное значение отношения сиг-
нал/шум у Diogenes было примерно в 1.5 раза выше, 
чем у mKate2, хотя статистически значимые раз-
личия в общих наборах значений сигнал/шум от-
сутствовали (рис. 5Л). Таким образом, эффектив-
ность Diogenes в SMLM живых клеток находится 
на одном уровне или превышает эффективность 
TagRFP-T, показанную ранее для этого метода ми-
кроскопии [42]. Однако он уступает по стабильно-
сти плотности локализаций, молекулярной яркости 
и точности локализаций зеленым флуоресцентным 
белкам, способным к спонтанному миганию (напри-
мер, mNeonGreen [44] и mBaoJin [45]). Интересно, 
что дополнительное облучение лазером с дли-
ной волны 405 нм во время визуализации повли-
яло на плотность локализаций всех трех белков 
(рис. S13). Короткие импульсы фиолетового лазе-
ра (плотность мощности около 200 Вт/см2) значи-
тельно увеличили количество зарегистрированных 
локализаций для всех трех белков. Хотя этих экс-
периментальных данных недостаточно для одно-
значного вывода о природе этого явления, можно 
предположить, что коротковолновое излучение до-
полнительно влияет на созревание хромофора и/или 
переключает хромофор из долгоживущего темново-
го во флуоресцентное состояние (например, путем 
цис-транс-изомеризации хромофора).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В этом исследовании мы систематически про-
анализировали библиотеку реципрокных мутантов 
дальнекрасного флуоресцентного белка mKate2 
и дочернего FusionRed для определения влияния 
трех остатков в окружении хромофора (Arg/Lys-67, 
Cys/Ala-158, His/Arg-197) на фотофизические иден-

тичности этих широко используемых генетически 
кодируемых меток.

Один из представителей полученной библиотеки, 
mKate2-K67R/R197H, который мы назвали Diogenes, 
показал хорошее сочетание физико-химических 
и спектральных свойств и, по нашему мнению, пред-
ставляет собой перспективную метку как для тра-
диционных методов флуоресцентной микроскопии, 
так и для более новых модальностей с высоким вре-
менным (FLIM) и пространственным (SMLM) раз-
решением. Он наследует преимущества обоих роди-
тельских RFP, в частности, моноэкспоненциальное 
затухание флуоресценции, как mKate2, хорошую 
эффективность в белках слияния, как FusionRed, 
и высокую молекулярную яркость, превосходящую 
яркость обоих упомянутых RFP. По мономерности 
Diogenes превосходит родительский mKate2 и, воз-
можно, приближается к уровню FusionRed. Стоит 
отметить относительно высокую фотостабильность 
Diogenes (особенно при нормировке на молеку-
лярную яркость белка) в условиях интенсивного 
облучения, а также его способность к фотоакти-
вации, индуцированной облучением (405 нм) и по-
тенциально применимой для модуляции его пове-
дения на уровне одиночных молекул в условиях 
многофотонной микроскопии живых клеток. Наши 
результаты косвенно указывают на присутствие 
в популяции молекул Diogenes некоторого количе-
ства молекул в переходных темновых состояниях 
(рис. S10). Вместе с данными абсорбционной спек-
троскопии (рис. 1A) это может свидетельствовать 
о более высоком качестве созревания хромофора 
и его стерической адаптации внутри молекулы бел-
ка по сравнению с родственными RFP.

Отметим, что по сравнению со своим спектраль-
ным аналогом (FusionRed) Diogenes несет мини-
мальное количество мутаций относительно роди-
тельского mKate2. Более того, комбинация замен 
(K67R/R197H), обнаруженная при анализе реци-
прокной библиотеки, ранее была независимо пере-
несена из яркого, но склонного к олигомеризации 
белка TagRFP, в практически нефлуоресцентный 
мономер mKate2.5 для получения FusionRed [10]. 
Как и FusionRed [18, 46], Diogenes может стать 
отправной точкой дальнейших полурациональ-
ных улучшений красных флуоресцентных белков, 
в частности, использующих современные высоко-
производительные подходы. 

Работа поддержана грантом Российского 
научного фонда (РНФ) № 23-24-00011.

Приложения доступны на сайте  
https://doi.org/10.32607/actanaturae.27545
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ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ
Журнал Acta Naturae публикует экспериментальные и об-
зорные статьи, посвященные наиболее актуальным во-
просам фундаментальных и прикладных наук о живом 
и биотехнологий. Журнал выпускается на русском и ан-
глийском языках. Журнал Acta Naturae входит в Пере-
чень ведущих периодических изданий Высшей аттеста-
ционной комиссии Минобрнауки России, включен в базы 
данных PubMed, Web of Science, Scopus, РИНЦ.

Редакция журнала Acta Naturae просит авторов руковод-
ствоваться приведенными ниже правилами. Статьи, не со-
ответствующие профилю журнала или не соответствую-
щие его требованиям, отклоняются Редакционным советом 
и Редколлегией без рецензирования. Редакция не рассма-
тривает работы, результаты которых уже были опублико-
ваны или находятся на рассмотрении в других изданиях.

Максимальный объем обзора вместе с  таблицами 
и списком литературы не должен превышать 50 000 зна-
ков с пробелами (примерно 30 страниц формата А4, напе-
чатанных через 1.5 интервала, шрифт Times New Roman, 
12 размер) и 16 рисунков.

Объем экспериментальной статьи не должен превы-
шать 30 000 знаков с пробелами (примерно 15 страниц 
формата А4 вместе с таблицами и списком литературы). 
Число рисунков не должно превышать 10. 

Новые, приоритетные данные, требующие срочного 
опубликования, могут быть напечатаны в разделе «Крат-
кие сообщения». Краткое сообщение должно содержать 
постановку задачи, экспериментальный материал и вы-
воды. Объем краткого сообщения не должен превышать 
12 000 знаков (5–6 страниц формата А4 вместе с табли-
цами и списком литературы не больше 12 источников). 
Число рисунков не должно превышать трех. 

Рукопись и все необходимые файлы следует загрузить 
на сайт www.actanaturae.ru: 
1) текст в формате Word 2003 for Windows;
2) рисунки в формате TIFF;
3) текст статьи с рисунками в едином pdf-файле;
4) �перевод на английский язык названия статьи, фамилий 

и инициалов авторов, названий организаций, реферата, 
ключевых слов, сокращений, подписей к рисункам, рус-
скоязычных ссылок;

5) �сопроводительное письмо, в котором надо указать, 
что представленный материал ранее нигде не был опу-
бликован и не находится на рассмотрении на предмет 
публикации в других изданиях; 

6) �лицензионный договор (форму договора можно скачать 
с сайта www.actanaturae.ru).

ОФОРМЛЕНИЕ РУКОПИСЕЙ
Рукопись должна быть построена следующим образом: 

 • УДК в левом верхнем углу. Шрифт – курсив, размер 9.
 • Название статьи. Шрифт – полужирный. Заглавие 
не должно быть слишком длинным или коротким и ма-
лоинформативным. Оно должно отражать главный ре-
зультат, суть и новизну работы. Название не должно 
превышать 100 знаков.
 • Инициалы и фамилии авторов (в обзорах не более 5 
авторов).
 • Указывается электронный адрес автора, ответственного 
за переписку с редакцией, включая работу с корректу-

рой. Автор, ответственный за переписку, выделяется 
значком *. 
 • Приводится полное название научной организации и ее 
ведомственная принадлежность. Если научных учреж-
дений два и более, необходимо цифровыми надстрочны-
ми индексами связать название учреждения и фамилии 
авторов, в нем работающих. 
 • Реферат. Структура реферата должна быть четкой 
и отражать следующее: постановка проблемы, описа-
ние экспериментальных методов, возможность прак-
тических приложений, возможность постановки новых 
задач. Средний объем реферата составляет 20 строк 
(примерно 1500 знаков).
 • Ключевые слова (3–6). В них следует отразить: предмет 
исследования, метод, объект, специфику данной работы.
 • Список сокращений. 
 • Введение.
 • Раздел «Экспериментальная часть».
 • Раздел «Результаты». 
 • Раздел «Обсуждение» (или «Результаты и обсужде-
ние»). 
 • Раздел «Выводы» (или «Заключение»). В конце раздела 
указываются названия организаций, финансировавших 
работу, в скобках – номера грантов. 
 • Раздел «Список литературы». 

РЕКОМЕНДАЦИИ ПО НАБОРУ И ОФОРМЛЕНИЮ ТЕКСТА 
 • Рекомендуется использование редактора Microsoft 
Word 2003 for Windows. 
 • Шрифт – Times New Roman. Стандартный размер 
шрифта – 12. 
 • Интервал между строками 1.5.
 • Нецелесообразно использовать более одного пробела 
между словами. 
 • Запрещено использовать при наборе текста автома-
тическое создание сносок, автоматический перенос 
или автоматический запрет переносов, создание спи-
сков, автоматический отступ и т.п. 
 • При создании таблицы рекомендуется использовать 
возможности Word (Таблица  – Добавить таблицу) 
или MS Excel. Таблицы, набранные вручную (с помо-
щью большого числа пробелов, не используя ячейки), 
не могут быть использованы. 
 • Между инициалами и фамилией всегда ставится про-
бел: А.А. Иванов (кроме перечисления авторов в загла-
вии статьи, где пробелы ставятся и между инициала-
ми – А. А. Иванов). 
 • Все даты в виде «число.месяц.год» набиваются следую-
щим образом: 02.05.1991. 
 • Точка не ставится после: УДК, заглавия статьи, авторов, 
адресов, заголовков и подзаголовков, названий таблиц, под-
писей к рисункам, размерностей (с – секунда, г – грамм, 
мин – минута, ч – час, сут – сутки, град – градус). 
 • Точка ставится после: сносок (в том числе в таблицах), 
примечаний к таблице, краткой аннотации, сокращений 
(мес. – месяц, г. – год, т. пл. – температура плавления), 
но не ставится в подстрочных индексах: Тпл – темпера-
тура плавления, Тф. п – температура фазового перехода. 
Исключение: млн – миллион – без точки. 
 • Десятичные цифры набираются только через точку, 
а не через запятую (0.25 вместо 0,25). 
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 • Сокращения единиц измерений пишутся только рус-
скими буквами (мкМ, но не µM; нм, но не nm).
 • Знак «–» (тире) отбивается пробелами, знаки «минус», 
«интервал» или «химическая связь» пробелами не отби-
ваются.
 • В качестве знака умножения используется только «×». 
Знак «×» ставится только в том случае, если справа 
от него стоит число. Символом «∙» обозначаются ком-
плексные соединения в химических формулах, а также 
нековалентные комплексы (ДНК∙РНК и т.п.).
 • Используются только «кавычки», но не “кавычки”. 
 • В формулах используются буквы латинского и грече-
ского алфавитов.
 • Латинские названия родов и видов животного мира пи-
шутся курсивом, таксонов более высокого ранга, а так-
же названия вирусов и бактериофагов в латинской 
транскрипции – прямым шрифтом. 
 • Названия генов (кроме обозначения генов дрожжей) пи-
шутся строчным курсивом, названия белков – прямым 
шрифтом.
 • Названия нуклеотидов (А, Т, G, C, U), аминокислотных 
остатков (Arg, Ile, Val и т.д.) и фосфатов (ATP, AMP 
и т.д.) пишутся в латинской транскрипции прямым 
шрифтом.
 • Нумерация азотистых оснований и аминокислотных 
остатков пишется без дефиса (T34, Ala89).
 • При выборе единиц измерения необходимо придержи-
ваться международной системы единиц СИ.
 • Молекулярная масса выражается в дальтонах (Да, кДа, 
МДа).
 • Количество пар нуклеотидов обозначается сокращени-
ями (п.н., т.п.н.).
 • Количество аминокислотных остатков обозначается со-
кращением (а.о.).
 • Биохимические термины (в частности, названия фер-
ментов) приводятся в соответствии с международными 
правилами IUPAC.
 • Сокращения терминов и названий в тексте должны 
быть сведены к минимуму. 
 • Повторение одних и тех же данных в тексте, таблицах 
и графиках недопустимо.

ТРЕБОВАНИЯ К ИЛЛЮСТРАЦИЯМ 
 • Рисунки к статьям приводятся отдельными файлами 
в формате TIFF, при необходимости – в заархивирован-
ном виде.
 • Иллюстрации должны иметь разрешение не  ниже 
300 dpi для  цветных и  полутоновых изображений 
и не менее 600 dpi для черно-белых иллюстраций. 
 • Недопустимо использование дополнительных слоев. 

РЕЦЕНЗИРОВАНИЕ, ПОДГОТОВКА РУКОПИСИ К ПЕЧАТИ, 
ОЧЕРЕДНОСТЬ ПУБЛИКАЦИИ
Статьи публикуются по мере поступления. Члены ред-
коллегии имеют право рекомендовать к ускоренной пу-
бликации статьи, отнесенные редколлегией к приоритет-
ным и получившие высокую оценку рецензентов.

Статьи, поступившие в редакцию, проходят эксперти-
зу членов редколлегии и направляются на внешнее ре-
цензирование. Выбор рецензента является прерогативой 
редакции. Рукопись направляется на отзыв специалистам 

в данной области исследований, и по результатам рецен-
зирования редколлегия определяет дальнейшую судьбу 
рукописи: принятие к публикации в представленном виде, 
необходимость доработки или отклонение. 

Возвращение рукописи авторам на доработку не оз-
начает, что статья принята к печати. После получения 
доработанного текста рукопись вновь рассматривается 
редколлегией. Доработанный текст автор должен вернуть 
вместе с ответами на все замечания рецензента. 

Переработанная рукопись должна быть возвращена 
в редакцию в течение одной недели после получения ав-
торами отзывов. 

На всех стадиях работы с авторами, редакторами и ре-
цензентами редакция использует электронно-почтовую 
связь, поэтому авторы должны быть очень внимательны 
к указанному в рукописи электронному адресу и должны 
своевременно сообщать о произошедших изменениях.

Корректуры статей редакция рассылает авторам 
по электронной почте в виде pdf-файла. На стадии кор-
ректуры не допускаются замены текста, рисунков или та-
блиц. Если это все же необходимо, то данный вопрос ре-
шается с редколлегией.

ОФОРМЛЕНИЕ ССЫЛОК
Ссылки на цитируемую литературу приводятся в тексте 
цифрами в квадратных скобках (нумерация в порядке 
цитирования). Ссылке на работу в таблице или в подписи 
к рисунку присваивается порядковый номер, соответству-
ющий расположению данного материала в тексте статьи.

Библиографические описания цитируемых источни-
ков в списке литературы следует оформлять в соответ-
ствии с требованиями Международного комитета редак-
торов медицинских журналов (International Committee of 
Medical Journal Editors — ICMJE) и AMA Manual of Style: 
A Guide for Authors and Editors (11th Edition). 

Подробные правила оформления ссылок представлены 
тут:  https://actanaturae.ru/2075-8251/pages/view/references 

Пользователям специализированного ПО для форми-
рования библиографии редакция рекомендует следующие 
ресурсы:
• �EndNote — скачать файл стиля Acta Naturae.ens, про-

смотреть референтный стиль JAMA: Journal of the 
American Medical Association (AMA 11th edition);

• �Zotero — просмотреть референтный стиль American 
Medical Association 11th edition (brackets);

• �Mendeley — посмотреть референтный стиль  American 
Medical Association.
Примеры оформления ссылок:

1. Hisakata R, Nishida S, Johnston A. An adaptable metric 
shapes perceptual space. Curr Biol. 2016;26(14):1911-1915. 
doi: 10.1016/j.cub.2016.05.047
2. Sambrook J, Russell DW. Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual. 3rd ed. CSHL Press; 2001.
3. Hogue CWV. Structure databases. In: Baxevanis AD, 
Ouellette BFF, eds. Bioinformatics. 2nd ed. Life Sciences 
Series. Wiley-Interscience; 2001:83-109.

Для  связи с  редакцией следует использовать  
следующий электронный адрес: actanaturae@gmail.com,  
телефон: (495) 727-38-60.
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Рис. S1. Гистограмма расстояний между стоп-кодоном и последним интроном в 3’-НТО аннотированных 
транскриптов человека (А). Число предсказанных NMDT в зависимости от выбранного порога на расстояние от 
стоп-кодона до интрона (Б)

Рис. S2. Примеры подробной классификации событий АС, классифицированных NMD Classifier как UTR_Diff: 
удержание интрона (A) и ядовитый экзон (Б). Транскрипты MANE-Select показаны синим цветом, классифициру-
емые NMDT – красным, другие транскрипты, кодирующие белки, – черным

ПРИЛОЖЕНИЯ К СТАТЬЕ Л. Г. ЗАВИЛЕЙСКОГО И СОАВТ. «КЛАССИФИКАЦИЯ И КОЛИЧЕСТВЕННАЯ ОЦЕНКА 
CОБЫТИЙ НЕПРОДУКТИВНОГО СПЛАЙСИНГА»
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Рис. S3. Примеры неверной классификации NMD Classifier. Транскрипты MANE-Select показаны синим цветом, 
классифицируемые NMDT – красным. Наилучшие транскрипты-партнеры показаны оранжевым цветом в том 
случае, если они не совпадают с транскриптами MANE-Select
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ПРИЛОЖЕНИЯ К СТАТЬЕ И. С. ИЛЬНИЦКОГО И СОАВТ. «ИНТЕГРАЦИЯ HiMoRNA И RNA-Chrom: 
ПОДТВЕРЖДЕНИЕ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ РОЛИ ДЛИННЫХ НЕКОДИРУЮЩИХ РНК В ЭПИГЕНЕТИЧЕСКОЙ 
РЕГУЛЯЦИИ ГЕНОВ ЧЕЛОВЕКА С ПОМОЩЬЮ ДАННЫХ РНК-ХРОМАТИНОВОГО ИНТЕРАКТОМА»

Дополнительная таблица 1. Таблица соответствия генов lncRNA между HiMoRNA и RNA-Chrom

https://himorna.fbras.ru/data/lncRNA_CorrespondenceTable.csv

Дополнительная таблица 2. Таблица сопряженности для расчета правостороннего и левостороннего теста Фише-
ра, например, для пары lncRNA PVT1 – пики гистоновой метки H3K27ac»

Общее количество «-» пиков H3K27ac Общее количество «+» пиков H3K27ac

Суммарное количество «+» 
и «-» пиков, поддерживаемых 

контактами PVT1

Количество поддерживаемых 
контактами PVT1 «-» пиков H3K27ac

Количество поддерживаемых 
контактами PVT1 «+» пиков H3K27ac

Суммарное количество «+» 
и «-» пиков, неподдерживаемых 

контактами PVT1

Количество неподдерживаемых 
контактами PVT1 «-» пиков H3K27ac

Количество неподдерживаемых 
контактами PVT1 «+» пиков H3K27ac

Дополнительная таблица 3. Пошаговый анализ lncRNA MIR31HG при помощи интегрированных баз данных 
HiMoRNA и RNA-Chrom

Веб-ресурс Шаг Текущая 
страница Действия Результат

HiMoRNA

1 Главная 
страница

- �нажать на кнопку «Search page» 
или на кнопку «Search» Страница поиска

2 Страница 
поиска

- �добавить «MIR31HG» в соответствующее 
поле

- �выбрать интересующие гистоновые моди-
фикации (H3K4me1, H3K27ac)

- �добавить геномные координаты рас-
ширенного в промоторной области GLI2 
(chr2:120725622-120992653)

- нажать на кнопку «Search» 

Страница результатов поиска

Опцио-
нально

Страница 
результатов 

поиска

- �нажать на гиперссылку гистоновой моди-
фикации Страница гистоновой метки

- нажать на гиперссылку lncRNA Страница lncRNA

- нажать на гиперссылку гена
Страница гена, ассоцииро-
ванного с пиком гистоновой 

модификации
- �нажать на гиперссылку коэффициента 

корреляции
Страница коэффициента 

корреляции

- нажать на кнопку «Download» Скачать таблицу с результатом 
поиска

3
Страница 

результатов 
поиска

- �выбрать интересующий пик при помощи 
переключателя слева от таблицы

- �нажать на кнопку «Go to RNA-Chrom 
DB», затем на «MIR31HG RNA contacts 
with the locus (peak_473655)» и выбрать 
необходимое расширение координат пика 
(например, 25000)

Графическое резюме контак-
тов lncRNA MIR31HG с хрома-
тином в области расширенного 

пика

RNA-
Chrom 4

Страница 
с графиче-

ским резюме

- �выбрать интересующий эксперимент 
при помощи флажка (Exp.ID: 9)

- �нажать на кнопку «ALL TARGET GENES» 

Таблица со всеми генами 
из области расширенного пика, 
с которыми взаимодействует 

или нет MIR31HG

https://himorna.fbras.ru/data/lncRNA_CorrespondenceTable.csv
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Веб-ресурс Шаг Текущая 
страница Действия Результат

HiMoRNA

5 Страница 
поиска

- �добавить «MIR31HG» в соответствующее 
поле

- �выбрать интересующие гистоновые моди-
фикации (H3K4me1, H3K27ac)

- �добавить названия 56 генов из категории 
«Hedgehog signaling pathway» в поле 
«Gene/Gene ID (optional)» – нажать 
на кнопку «Search» 

Страница результатов поиска

6
Страница 

результатов 
поиска

- �выбрать пик H3K27ac_963553 
(chr9:95446174-95452554)

- �нажать на кнопку «Go to RNA-Chrom 
DB», затем на «MIR31HG RNA contacts 
with the locus (peak_963553)» и выбрать 
необходимое расширение координат пика 
(например, 25000)

Графическое резюме контак-
тов lncRNA MIR31HG с хрома-
тином в области расширенного 

пика

RNA-
Chrom 7

Страница 
с графиче-

ским резюме

- �выбрать интересующий эксперимент 
при помощи флажка (Exp.ID: 5)

- �нажать на кнопку «ALL TARGET GENES» 

Таблица со всеми генами 
из области расширенного пика, 
с которыми взаимодействует 

или нет MIR31HG, среди кото-
рых находим PTCH1

Дополнительная таблица 4. Гены из пути «Hedgehog signaling pathway», полученные из базы данных KEGG Pathway

Исходный 
алиас 

Преобразованный 
алиас Имя Описание Пространство 

имён

KEGG:04340 ENSG00000010282 HHATL hedgehog acyltransferase like [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:13242] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000036257 CUL3 cullin 3 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2553] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000054392 HHAT hedgehog acyltransferase [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:18270] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000055130 CUL1 cullin 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2551] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000064309 CDON cell adhesion associated, oncogene regulated 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:17104] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000072062 PRKACA protein kinase cAMP-activated catalytic subunit alpha 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9380] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000072803 FBXW11 F-box and WD repeat domain containing 11 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:13607] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000072840 EVC EvC ciliary complex subunit 1 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:3497] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000074047 GLI2 GLI family zinc finger 2 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:4318] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000081479 LRP2 LDL receptor related protein 2 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:6694] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000082701 GSK3B glycogen synthase kinase 3 beta [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:4617] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000100077 GRK3 G protein-coupled receptor kinase 3 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:290] KEGG
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Исходный 
алиас 

Преобразованный 
алиас Имя Описание Пространство 

имён

KEGG:04340 ENSG00000102858 MGRN1 mahogunin ring finger 1 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:20254] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000105429 MEGF8 multiple EGF like domains 8 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:3233] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000106012 IQCE IQ motif containing E [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:29171] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000106571 GLI3 GLI family zinc finger 3 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:4319] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000107882 SUFU SUFU negative regulator of hedgehog signaling 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:16466] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000108854 SMURF2 SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 2 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:16809] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000110092 CCND1 cyclin D1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1582] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000111087 GLI1 GLI family zinc finger 1 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:4317] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000113712 CSNK1A1 casein kinase 1 alpha 1 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:2451] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000117425 PTCH2 patched 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9586] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000118971 CCND2 cyclin D2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1583] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000121067 SPOP speckle type BTB/POZ protein [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:11254] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000128602 SMO smoothened, frizzled class receptor [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:11119] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000131437 KIF3A kinesin family member 3A [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:6319] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000133275 CSNK1G2 casein kinase 1 gamma 2 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:2455] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000137486 ARRB1 arrestin beta 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:711] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000139549 DHH desert hedgehog signaling molecule [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:2865] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000141480 ARRB2 arrestin beta 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:712] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000141551 CSNK1D casein kinase 1 delta [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:2452] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000142875 PRKACB protein kinase cAMP-activated catalytic subunit beta 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9381] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000143147 GPR161 G protein-coupled receptor 161 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:23694] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000144228 SPOPL speckle type BTB/POZ protein like [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:27934] KEGG
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Исходный 
алиас 

Преобразованный 
алиас Имя Описание Пространство 

имён

KEGG:04340 ENSG00000144857 BOC BOC cell adhesion associated, oncogene regulated 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:17173] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000151292 CSNK1G3 casein kinase 1 gamma 3 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:2456] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000154309 DISP1 dispatched RND transporter family member 1 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:19711] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000163501 IHH Indian hedgehog signaling molecule [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:5956] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000164161 HHIP hedgehog interacting protein [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:14866] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000164690 SHH sonic hedgehog signaling molecule [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:10848] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000165059 PRKACG protein kinase cAMP-activated catalytic subunit 
gamma [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9382] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000166167 BTRC beta-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein 
ligase [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1144] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000166813 KIF7 kinesin family member 7 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:30497] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000169118 CSNK1G1 casein kinase 1 gamma 1 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:2454] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000171791 BCL2 BCL2 apoptosis regulator [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:990] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000173020 GRK2 G protein-coupled receptor kinase 2 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:289] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000173040 EVC2 EvC ciliary complex subunit 2 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:19747] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000175356 SCUBE2 signal peptide, CUB domain and EGF like domain 
containing 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:30425] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000180138 CSNK1A1L casein kinase 1 alpha 1 like [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:20289] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000180447 GAS1 growth arrest specific 1 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:4165] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000185716 MOSMO modulator of smoothened [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:27087] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000185920 PTCH1 patched 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9585] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000198742 SMURF1 SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 1 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:16807] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000203965 EFCAB7 EF-hand calcium binding domain 7 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:29379] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000213923 CSNK1E casein kinase 1 epsilon [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:2453] KEGG

KEGG:04340 ENSG00000283900 TPTEP2-
CSNK1E

TPTEP2-CSNK1E readthrough [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:53829] KEGG
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Дополнительная таблица 5. Пошаговый анализ lncRNA PVT1 при помощи интегрированных баз данных HiMoRNA 
и RNA-Chrom

Веб-ресурс Шаг Текущая 
страница Действия Результат

HiMoRNA

1 Главная  
страница 

- �нажать на кнопку «Search page» 
или на кнопку «Search» Страница поиска

2 Страница 
поиска

- добавить «PVT1» в соответствующее поле
- выбрать все гистоновые модификации
- добавить «LATS2» в поле «Gene/Gene ID» 
- нажать на кнопку «Search» 

Страница результатов 
поиска

3
Страница 

результатов 
поиска

- �выбрать интересующий пик при помощи 
переключателя слева от таблицы (например, 
peak_169403)

- �нажать на кнопку «Go to RNA-Chrom DB», 
затем на «PVT1 RNA contacts with the locus 
(peak_169403)» и выбрать необходимое рас-
ширение координат пика (например, 25000)

Графическое резюме 
контактов lncRNA 

PVT1 с хроматином 
в области расширен-

ного пика

RNA-Chrom 4
Страница 

с графическим 
резюме

- �выбрать интересующие эксперименты 
при помощи флажка (Exp.IDs: 8, 10)

- �нажать на кнопку «VIEW IN GENOME 
BROWSER» 

UCSC Genome 
Browser
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ПРИЛОЖЕНИЯ К СТАТЬЕ Д. А. РУЧКИНА И СОАВТ. «ДВЕ КЛЮЧЕВЫЕ ЗАМЕНЫ В ХРОМОФОРНОМ 
ОКРУЖЕНИИ БЕЛКА mKate2 ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ УЛУЧШЕННОГО FusionRed-ПОДОБНОГО КРАСНОГО 
ФЛУОРЕСЦЕНТНОГО БЕЛКА»

Рис. S1. Схема получения набора мутантов FusionRed и mKate2, содержащих замены по положениям 
67/158/197. Верхняя панель иллюстрирует «обмен» аминокислотными остатками в указанных положениях. В 
центре схемы графически показан принцип сайт-направленного мутагенеза на основе клонирования методом 
IVA (синие стрелки — олигонуклеотиды, розовые круги — кодоны, содержащие замены, пунктирные эллипсы 
изображают векторную основу, пунктирный крест показывает рекомбинацию продукта полновекторной ПЦР). 
Прямые широкие стрелки слева и справа обозначают полученные варианты, положения замен показаны в виде 
вертикальных полос «противоположного» цвета
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Рис. S2. Сравнение спектров поглоще-
ния (A) и эмиссии флуоресценции (Б) 
FusionRed-R67K и FusionRed. Длины волн 
максимумов основных полос показаны 
в пузырьках. Использованные длины 
волн возбуждения показаны в легенде на 
панели Б

Рис. S3. Сравнение спектров по-
глощения (A) и флуоресценции (Б) 
mKate2-R197H и mKate2. Длины волн 
максимумов основных полос показа-
ны в пузырьках. Спектр поглощения 
FusionRed-R67K добавлен для сравнения 
(сплошная синяя линия, А). Использо-
ванные длины волн возбуждения пока-
заны в легенде на панели Б
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Рис. S4. Сравнение спектров поглощения (A) 
и флуоресценции (Б) FusionRed-R67K/H197R 
и FusionRed. Длины волн максимумов основ-
ных полос показаны в пузырьках. Использо-
ванные длины волн возбуждения показаны в 
легенде на панели Б

Рис. S5. Сравнение спектров поглощения (A) 
и флуоресценции (Б) mKate2-A158C/R197H 
и mKate2. Длины волн максимумов основных 
полос показаны в пузырьках. Использован-
ные длины волн возбуждения показаны в 
легенде на панели Б
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Рис. S7. Калибровочная прямая для определения молекулярных масс при хроматографическом анализе (см. 
раздел «Экспериментальная часть», основной текст). Синие квадраты показывают белковые стандарты, исполь-
зованные для калибровки. Тип колонки и параметры уравновешивания/элюции, а также результаты линейной 
аппроксимации показаны на графике

Таблица S1. Белковые стандарты, использованные для 
калибровки установки гель-фильтрации 

Белок Молекулярная 
масса, кДа

Время  
элюции, мин

Цитохром с  
из лошадиного сердца 12.4 23.354

Карбоангидраза 
из бычьих  

эритроцитов
29 21.265

Бычий сывороточный 
альбумин (БСА) 66 17.767

Алкогольдегидрогеназа 
дрожжей 150 15.995

β-Амилаза батата 200 15.253

Ферритин лошадиной 
селезенки 450 12.723

Рис. S6. Хроматограмма очищенного образца mKate2-
K67R/R197H (Diogenes). Элюцию проводили под 
контролем встроенных детекторов поглощения и флу-
оресценции. Синим показано поглощение на 280 нм, 
красным – флуоресценция. Длины волн возбуждения 
и детекции флуоресценции указаны в легенде (правый 
верхний угол)
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Рис. S8. Зависимость интенсивности флуоресценции очищенных mKate2-K67R/R197H (Diogenes), mKate2 и 
FusionRed от pH (pH-стабильность). Каждая точка показывает сигнал, нормированный на максимальное в наборе 
значение 

Рис. S9. Сигмоидные кривые аппроксимации рН-стабильности Diogenes, mKate2 и FusionRed. Цветные графики 
представляют экспериментальные данные со стандартными отклонениями в виде полупрозрачных областей (n = 
6). Сплошная черная кривая – кривая аппроксимации с 95% доверительным интервалом, показанным черными 
пунктирными линиями. Аппроксимация выполнена в пакете GraphPad Prism10 в режиме четырехпараметриче-
ской логистической кривой (4PL). Горизонтальная линия обозначает половину от максимума флуоресценции
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Рис. S10. Сравнение кривых 
затухания флуоресценции 
FusionRed, mKate2 и Diogenes 
при однофотонном возбужде-
нии наносекундным импульс-
ным светодиодом с частотой 
повторения 20 МГц, 590 нм 
(A). Моноэкспоненциальная ап-
проксимация кривой затухания 
Diogenes (Б). Для построения 
кривой использовали деконво-
люцию с IRF. Измеренная аппа-
ратная функция (IRF) показана 
серым

Рис. S11. Сравнение кривых 
затухания флуоресценции 
FusionRed, Diogenes и mKate2 
при однофотонном возбужде-
нии фемтосекундным лазером 
с частотой повторения 80 МГц, 
590 нм. Шариками показаны 
экспериментальные данные, 
сплошными линиями – экспо-
ненциальные кривые аппрокси-
мации. Для FusionRed исполь-
зовали биэкспоненциальную 
аппроксимацию, для mKate2 
и Diogenes – моноэкспонен-
циальную. Средние значения 
времен жизни указаны рядом 
с кривыми. Для аппроксимации 
использовалась деконволюция 
с IRF. Измеренная аппаратная 
функция (IRF) показана серым
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Рис. S12. Кривые зату-
хания флуоресценции 
для FusionRed, mKate2 и 
Diogenes при однофотон-
ном возбуждении пикосе-
кундным диодным лазе-
ром с частотой повторения 
20 МГц, 450 нм (A). Кривая 
затухания флуоресценции 
Diogenes и ее моноэкспо-
ненциальная аппроксима-
ция (Б). Для аппроксимации 
использовали деконво-
люцию с IRF. Измеренная 
аппаратная функция (IRF) 
показана серым

Рис. S13. Влияние лазерного освещения с длиной волны 405 нм на плотность локализации Diogenes, TagRFP-T и 
mKate2, слитых с виментином, в живых клетках HeLa во время визуализации при следующих условиях: лазер 2 
кВт см-2, 561 нм, время кадра 16.7 мс, 10 000 кадров. Интервал между вспышками лазерного излучения с длиной 
волны 405 нм составлял 22 с при продолжительности импульсов 0.4 с и плотности мощности освещения ~215 
Вт·см-2
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ПРИЛОЖЕНИЯ К СТАТЬЕ К. А. ИВАНЕНКО И СОАВТ. «ГИПОМЕТИЛИРУЮЩИЙ АГЕНТ 5-АЗАЦИТИДИН 
УСИЛИВАЕТ ДЕЙСТВИЕ ИНГИБИТОРОВ RAS И Sp1 В КЛЕТКАХ НЕЙРОБЛАСТОМЫ»

Таблица S1. Концентрации и производители использованных в работе препаратов

Название Концентрация Производитель

5-Азацитидин 0–20 мкМ Sigma-Aldrich

BI2536 10 нМ MedChemExpress

PD184352 10 нМ Selleckchem

Акситиниб 0.5 мкМ Sigma-Aldrich

Белиностат 0.1 мкМ Selleckchem

Бортезомиб 0.75 нМ Selleckchem

Воласертиб 25 нМ Selleckchem

Вориностат 1 мкМ Selleckchem

Гефитиниб 1 мкМ Selleckchem

Дактолисиб 50 нМ Selleckchem

Дексаметазон 25 мкМ Selleckchem

Лонафарниб 5 мкМ Selleckchem

Метформин 50 мкМ Macklin

Митрамицин А 15 нМ Sigma-Aldrich

Пальбоциклиб 0.1 мкМ Macklin

Сорафениб 2.5 мкМ Macklin

Стауроспорин 10 нМ Macklin

Талазопариб 25 нМ Selleckchem

Энтиностат 1 мкМ MedChemExpress

Энтректиниб 1 мкМ Selleckchem

В таблице указаны конечные концентрации препаратов, которые использовали в работе.

Таблица S2. Характеристика красителей, использованных в работе

Краситель Концентрация Время  
окрашивания

Длина волны  
возбуждения канала, нм

Длина волны эмиссии 
канала, нм

TMRE 0.1 мкМ 30 мин 541–551 565–605

Tubulin TrackerTM Deep Red 0.33 мкг/мл 30 мин 590–650 662–738

LumiTracker® LysoGreen 0.1 мкМ 5 мин 460–500 512–542

Hoechst-33342 1 мкг/мл 30 мин 325–375 435–485

HMRhoNox-M 2 мкМ 30 мин 541–551 565–605

NucView® 488 2 мкМ 30 мин 460–500 512–542

7-Аминоактиномицин 1 мкг/мл 0 мин 590–650 662–738

Клетки окрашивали красителями в конечных концентрациях, указанных в таблице. Красители регистрировали на 
флуоресцентном микроскопе в каналах с указанными длинами волн возбуждения и эмиссии. 
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Рис. S1. Эффективность комбинаций 5-азацитидина (5-Аза) с противоопухолевыми препаратами для клеток ней-
робластомы человека SH-SY5Y. Клетки одновременно обработали 5-Аза в концентрации 2.5 мкМ и противоопу-
холевым препаратом (препараты и их концентрации указаны на рисунке), затем инкубировали с ними в течение 
144 часов. В качестве контроля использовали ДМСО. На графиках показали среднее значение из 3 повторов, 
отразили стандартное отклонение (SD)
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