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УФ-излучение солнца индуцирует в  ДНК клеток разных организмов фотохимические реакции, 
которые могут приводить к  развитию ряда биологических ответов на  возникающие поврежде-
ния, включая апоптоз, мутагенез и канцерогенез. Химическая природа и количество повреждений 
в ДНК зависят от длины волны УФ-излучения. УФ-излучение В-области (УФВ, 290–320 нм) вы-
зывает образование двух главных дефектов –циклобутановых пиримидиновых димеров и с мень-
шим выходом пиримидин-(6-4)-пиримидоновых фотопродуктов; они формируются в результате 
прямого поглощения фотонов УФВ основаниями ДНК. УФ-излучение А-области (УФА, 320–400 
нм), в отличие от УФВ, индуцирует с малым выходом формирование только циклобутановых диме-
ров – наиболее вероятно путем триплет-триплетного переноса энергии от клеточных хромофоров 
к основаниям тимина ДНК. Вместе с тем УФА намного эффективнее по сравнению с УФВ в сен-
сибилизированном окислительном образовании дефектов в ДНК, таких как одноцепочечные раз-
рывы и окисленные основания; из них наиболее часто встречается 8-оксодигидрогуанин, поскольку 
он может образовываться в нескольких окислительных процессах. За последнее время опублико-
вано много работ с новой, более детальной информацией о молекулярных механизмах фотохими-
ческих реакций, лежащих в основе формирования различных повреждений в ДНК. В настоящем 
обзоре обобщены и проанализированы в основном данные, содержащиеся в этих публикациях. 
Особое внимание уделено окислительным реакциям, которые инициируются активными формами 
кислорода и радикалами, генерируемыми потенциальными эндогенными фотосенсибилизатора-
ми, такими как птерины, рибофлавин, протопорфирин IX, NADH и меланин. Обсуждается роль 
конкретных фотопродуктов ДНК в генотоксических процессах, индуцируемых в живых системах 
УФ-излучением разной длины волны, включая канцерогенез кожи человека.

Ключевые слова: УФ-излучение, фотохимия ДНК, реакции фотоокисления, клеточные сенсибили-
заторы, повреждения ДНК, биологические последствия
DOI: 10.31857/S0026898424010019, EDN: OHVEXS

Сокращения: УФВ/УФА  – ультрафиолет В-области (290–320 нм)/ультрафиолет А-области (320–400 нм); CPD 
(cyclobutane pyrimidine dimer)  – циклобутановый пиримидиновый димер; (6-4)PP  (pyrimidine 6-4  pyrimidone 
photoproduct) – (6-4)-фотопродукт; 8-oxodG (8-oxo-dihydroguanine) – 8-оксодигидрогуанин; Ptr (pterin) – птерин; 
Fop (6-formylpterin) – 6-формилптерин; Cap (6-carboxypterin) – 6-карбоксиптерин; Nep (neopterin) – неоптерин; Bi-
p(biopterin) – биоптерин; H2Bip(7,8-dihydrobiopterin) – 7,8-дигидробиоптерин; H4Bip (5,6,7,8-tetrahydrobiopterin) – 
5,6,7,8-тетрагидробиоптерин; ПКС – программированная клеточная смерть; АФК – активные формы кислорода; 
TTET (triplet-triplet energy transfer) – триплет-триплетный перенос энергии.

ВВЕДЕНИЕ
УФ-диапазон электромагнитного излуче-

ния солнца принято подразделять на  три об-
ласти: УФС (200–280 нм), УФВ (290–320 нм) 
и  УФА (320–400 нм), которая включает УФА1 
(340–400 нм) и  УФА2 (320–340 нм). Фотоны 

УФС поглощаются кислородом и озоном стра-
тосферы и  в  биосфере не  присутствуют. УФВ 
фильтруется стратосферным озоном, поэтому 
только малая его часть (1.5%) проникает в биос-
феру. УФА, фотоны которого не  поглощаются 
озоновым слоем, полностью достигает земной 



4 ФРАЙКИН и др.

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 1 2024

поверхности, и интенсивность этого излучения 
в 20 раз выше интенсивности излучения УФВ. 
Из двух видов “экологического” УФ-излучения 
солнца более сильное повреждающее действие 
на биологические системы оказывают высокоэ-
нергетичные фотоны УФВ. Их значение с точки 
зрения риска индукции канцерогенеза в  коже 
человека и  клеточной смерти у  растений воз-
растает в связи с повышением уровня излучения 
УФВ в биосфере вследствие расщепления стра-
тосферного озона [1, 2]. ДНК  – одна из  кри-
тических молекулярных мишеней в клеточных 
структурах при облучении УФВ живых организ-
мов. Фотоны УФВ в результате прямого погло-
щения основаниями ДНК эффективно инду-
цируют образование в  ней нескольких типов 
фотопродуктов. В ответ на эти повреждения мо-
гут развиваться различные биологические отве-
ты, такие как цитотоксичность, апоптоз и кан-
церогенез [3, 4]. Биологическая эффективность 
реакций повреждения клеточной ДНК при дей-
ствии излучения УФА на 2–4 порядка ниже, чем 
при облучении УФВ. Однако поскольку в биос-
фере на  долю длин волн области УФА прихо-
дится около 95% в УФ-спектре солнца, фотоны 
УФА тоже вносят вклад в гено- и цитотоксиче-
ские эффекты – в основном с участием эндоген-
ных фотосенсибилизаторов [5, 6].

К  настоящему времени установлено, что 
оба компонента УФ-излучения солнца (УФВ 
и УФА) вовлекаются в развитие основных типов 
рака кожи человека. К ним относятся базально- 
и плоскоклеточный рак и меланома. Карциномы 
происходят из кератиноцитов, а меланома обра-
зуется из меланоцитов. Поскольку этиологиче-
ский фактор (УФ-излучение) этих типов рака 
точно известен, они представляют собой пер-
спективную систему для изучения разных этапов 
канцерогенеза. Особенно важно, что существует 
возможность охарактеризовать начальные про-
цессы, происходящие в ДНК, и идентифициро-
вать гены, которые часто и специфически под-
вергаются УФ-индуцированному мутагенезу.

В  ранних исследованиях внимание ученых 
фокусировалось преимущественно на канцеро-
генном действии УФВ, поскольку было твердо 
установлено, что фотоны УФВ путем прямого 
возбуждения оснований ДНК эффективно ин-
дуцируют образование фотопродуктов, прово-
цирующих рак кожи. Была выявлена причинная 
связь между облучением УФВ и немеланомны-
ми типами рака кожи с характерными мутаци-
онными признаками – транзициями C→T в ди-
пиримидиновых сайтах ДНК [1]. Эти мутации 
вызваны главным образом циклобутановыми 
димерами пиримидинов (cyclobutane pyrimidine 
dimers, CPD), которые репарируются в клетках 
медленнее, чем дефекты второго типа, возника-
ющие в дипиримидиновых сайтах при облучении 

УФВ, а именно пиримидин-(6-4)-пиримидоно-
вые фотопродукты (pyrimidine 6-4  pyrimidone 
photoproducts, 6-4PP) [7, 8]. Быстрая репарация 
6-4PP обусловлена тем, что они в большей сте-
пени, чем CPD, нарушают структуру двойной 
спирали ДНК, и  поэтому легче узнаются фер-
ментами эксцизионной репарации нуклеотидов 
и значительно эффективнее устраняются [9].

В последующие годы накопилось достаточ-
но информации, свидетельствующей о том, что 
УФА играет более значительную роль в процес-
сах канцерогенеза, чем считалось ранее [10, 11]. 
Также стало все более очевидным, что УФА1 
не  является фотохимически или биологически 
неактивным, прежде всего в связи с его актив-
ностью в фотосенсибилизированной генерации 
активных форм кислорода (АФК), которые, как 
полагают, играют роль в развитии рака кожи [12]. 
Излучение области УФА намного эффективнее 
УФВ в окислительном повреждении оснований 
ДНК в изолированных клетках и коже человека. 
Индуцированное УФА формирование 8-оксоди-
гидрогуанина (8-oxo-dihydroguanine, 8-oxodG) 
обусловлено в  основном селективным окисле-
нием гуанина синглетным кислородом (1O2), 
генерируемым посредством механизма фото-
сенсибилизации типа II. Меньший вклад в этот 
процесс вносит гидроксильный радикал (∙OH), 
который может образовываться после начальной 
сенсибилизированной генерации супероксид-
ного анион-радикала кислорода (O2

∙−) по меха-
низму фотосенсибилизации типа I. Отмеченные 
фотосенсибилизированные реакции двух типов 
строго зависят от кислорода, и их можно класси-
фицировать как “фотодинамические реакции”. 
Помимо 8-oxodG  – главного фотопродукта 
окислительных реакций в ДНК – УФА вызыва-
ет образование окисленных пиримидинов и од-
ноцепочечных разрывов, а  также независимое 
от кислорода формирование CPD, содержащих 
преимущественно основания тимина [12, 13]. 
В соответствии с таким сложным спектром по-
вреждений спектры мутаций, индуцированных 
УФА в клеточной ДНК, представлены транзици-
ями G →A, обусловленными, по-видимому, CPD 
и трансверсиями G→T, вызванными, вероятно, 
8-oxodG. Как отмечено выше, характерными для 
УФВ мутациями являются транзиции C→T  [1]. 
Очевидно, что спектры повреждений и мутаций 
в ДНК зависят от длины волны фотонов УФ-из-
лучения, вида клеток и эффективности действия 
их репарационных систем по устранению разных 
повреждений.

Цель данного обзора – обобщение и анализ 
основной информации о  молекулярных меха-
низмах формирования дефектов в  ДНК при 
прямом поглощении фотонов УФ-излучения 
и  посредством фотосенсибилизированных ре-
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акций. Особое внимание уделяется процессам 
окислительного повреждения ДНК, которые 
инициируются АФК, генерируемыми эндоген-
ными сенсибилизаторами, такими как прото-
порфирин IX, рибофлавин, птерины, NADH. 
Обсуждается конкретная природа фотопродук-
тов ДНК и их относительный вклад в геноток-
сические и цитотоксические эффекты, вызыва-
емые в биологических системах УФВ и УФА. 

ФОТОХИМИЯ ДНК: ПРЯМЫЕ 
И ОПОСРЕДОВАННЫЕ 

СЕНСИБИЛИЗАТОРАМИ 
ДЕСТРУКТИВНЫЕ РЕАКЦИИ

Механизмы формирования CPD и 6-4PP при 
действии УФ-излучения разной длины волны

Основными хромофорами ДНК, поглощаю-
щими фотоны УФВ, как и “неэкологического” 
УФС, являются пиримидиновые и  пуриновые 
основания, однако квантовые выходы фотохи-
мических реакций пиримидиновых оснований 
на  порядок выше, чем пуриновых. Поглоще-
ние основаниями ДНК УФ-фотонов приводит 
к  образованию их  электронно-возбужденных 
синглетных и  триплетных состояний, в  кото-
рых они вступают в различные фотохимические 
реакции. Из них наибольший квантовый выход 
имеют реакции образования CPD и 6-4PP. Оба 
типа дефектов образуются соседними основани-
ями пиримидинов в одной цепи ДНК (рис. 1). 
В  CPD циклобутановое кольцо формируется 
за 1 пс вследствие разрыва 5-6 двойных связей 
оснований. Формированию в 6-4PP одинарной 
связи предшествует стадия циклизации меж-
ду связью С5–C6 пиримидина и карбонильной 
группы С4 тимина или иминогруппы цитозина, 
а далее образующиеся нестабильные продукты 
циклизации реорганизуются в 6-4PP. Сложный 
механизм данного процесса требует более дли-
тельного времени (4  мс) для его завершения. 
Кроме того, квантовый выход 6-4PP примерно 
в 7 раз меньше квантового выхода CPD. 6-4PP, 
в отличие от CPD, поглощает фотоны в области 
УФА и это вызывает переход 6-4PP при воздей-
ствии УФА в Dewar-изомер в быстрой (130 пс) 
реакции циклизации между N3 и C6 в структуре 
пиримидонового кольца 6-4PP [3]. 

O
CH3CH3 CH3

CH3

O O

OO

OH

O

Циклобутановый
пиримидиновый

димер-CPD: T <> T

6-4 фотопродукт−
6-4PP: T [6-4] T

ON N
N

N
3'

3'
5' 5'

5'
6'

5
6 6

4
N

NH NH NH

Рис. 1. УФ-индуцированные бипиримидиновые 
повреждения в ДНК на примере оснований тимина, 
расположенных в одной цепи ДНК. Фотоны УФВ 
вызывают формирование обоих типов дефектов, 
а  фотоны УФА  – только CPD (T<>T) с  малым 
выходом.

В  экспериментальных и  теоретических ис-
следованиях последних лет удалось изучить 
большинство фотофизических и  фотохими-
ческих процессов, которые происходят после 
фотовозбуждения оснований тимина во  всех 
T-последовательностях. Они вовлекают дезак-
тивацию возбужденных состояний, включая 
возникновение состояний с  переносом заря-
да и  экситона и  последующее формирование 
отмеченных выше дефектов ДНК [14, 15]. Об-

наружено, в  частности, что при прямом воз-
буждении фотонами УФС оснований тимина 
в TT-последовательностях формирование CPD 
происходит преимущественно через синглетное 
возбужденное состояние за 1 пс [16]. Заселение 
триплетного уровня посредством интерком-
бинационной конверсии тоже может приво-
дить к выходу CPD, но он ограничен выходом 
триплетного состояния, составляющим 0.01, 
и сравнительно малым квантовым выходом ди-
меризации с  этого состояния. В  T-олигомере 
(dT)18  триплет тимина распадается за  10  нс, 
вероятно, через бирадикал со временем жизни 
60 нс, который рассматривается как интермеди-
ат в формировании CPD через триплетный ка-
нал [17, 18].

По  сравнению с  процессами УФ-индуци-
рованного формирования дефектов ДНК в TT-
последовательностях, фотофизика и фотохимия 
которых хорошо изучены, о механизмах процес-
сов формирования намного более мутагенных 
повреждений в дипиримидиновых сайтах, содер-
жащих цитозин, до недавнего времени известно 
было мало. Как и  в  TT-последовательностях, 
дефекты в последовательностях TC и CT могут 
формироваться либо путем прямого поглоще-
ния фотонов УФС/УФВ, либо вследствие про-
цессов, происходящих после поглощения фо-
тонов УФА другими хромофорами [14]. Если 
такие хромофоры находятся в  непосредствен-
ной близости к  генетическому материалу, они 
могут индуцировать триплетные состояния 
в ДНК через триплет-триплетный перенос энер-
гии (triplet–triplet energy transfer, TTET) с после-
дующим образованием CPD, но не 6-4PP [3, 19]. 
На  основании данных о  распределении CPD 
в молекулах ДНК с различными композициями 
оснований предположили, что механизм TTET 
не может объясняться возбуждением только от-
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дельных T-оснований, он  вовлекает динукле-
отиды как минимальные мишени в этой фото-
сенсибилизированной реакции [19]. Возможная 
роль делокализации электронно-возбужденно-
го состояния минимум по двум динуклеотидам 
показана и  при прямом поглощении фотонов 
УФ-излучения основаниями ДНК [20, 21].

Известно, что формирование фотосенси-
билизированных повреждений в  ДНК иници-
ируется реакциями при T-основаниях, так как 
у  T-основания энергетически самый низкий 
триплетный уровень (270 кДж моль−1), поэтому 

любое химическое соединение с более высокой 
энергией триплетного состояния можно рассма-
тривать как потенциальный триплетный сенси-
билизатор. В  качестве фотосенсибилизаторов 
могут действовать различные соединения, вклю-
чая ароматические кетоны, например ацетофе-
нон и бензофенон, у которого квантовый выход 
в триплет близок к единице, а энергия триплет-
ного уровня составляет 290 кДж моль−1  [22]. 
Модель фотосенсибилизированной ацетофено-
ном димеризации Т-оснований в  ДНК иллю-
стрирует схема, приведенная на рис. 2.

1S*

3T*

3T*

1S

S0 S0

350 нм
420 нм

Ацетофенон Тимин ДНК

TTET T (T <> T)
CPD

440 нмhν

260 нм

Рис. 2. Модель фотосенсибилизированного ацетофеноном формирования в ДНК CPD (T<>T). Значения уровней 
энергии на схеме приведены в длинах волн квантов соответствующей энергии. При поглощении фотона УФА 
с длиной волны 350 нм (hυ) ацетофенон переходит в синглетное возбужденное состояние (1S*), а  затем путем 
интеркомбинационной конверсии в триплетное состояние (3T*). В процессе фотосенсибилизации происходит 
триплет-триплетный перенос энергии (triplet-triplet energy transfer, TTET) на триплетный уровень тимина (T), 
который в возбужденном состоянии (3T*) взаимодействует с соседним T-основанием, формируя CPD (T<>T).

Помимо внешних сенсибилизаторов, не-
давно выявлены хромофоры внутри самой 
молекулы ДНК, обладающие фотосенсиби-
лизирующими свойствами, в том числе 5-фор-
милурацил – основной продукт окислительного 
повреждения тимина [23, 24]. Его фотосенсиби-
лизирующая активность установлена в  экспе-
риментах по облучению УФА сверхспиральной 
ДНК, а  возможность интеркомбинационной 
конверсии в триплетное состояние и переноса 
энергии на тимин подтверждена в недавнем те-
оретическом исследовании [25]. На основании 
данных модельных экспериментов предполага-
лось, что в качестве внутреннего фотосенсиби-
лизатора может действовать и  пиримидоновая 
субъединица фотопродукта 6-4PP, которая после 
фотовозбуждения в триплетное состояние пере-
дает энергию на триплетный уровень соседнего 
тимина с  последующим формированием CPD 
[26]. Однако выяснение роли этой фотосенси-
билизированной реакции в  дцДНК показало, 
что опосредованный 6-4PP триплет-триплет-
ный перенос энергии вносит очень малый вклад 
в индуцированное УФА повреждение ДНК [27]. 
Это объясняется весьма эффективной фотои-
зомеризацией 6-4PP в Dewar-изомер – главной 
индуцированной УФА реакцией после образо-
вания в ДНК 6-4PP под действием УФВ [3].

Процессы эффективного переноса энергии, 
запускаемые хромофорами либо вне, либо вну-
три ДНК, приводят к преимущественному засе-
лению возбужденных состояний T-оснований. 
Это лежит в  основе повреждений ДНК, воз-
никающих в  сайтах TpT, CpT и  TpC. Из  них 
особенно мутагенны дефекты, формируемые 
в C-содержащих сайтах, что обусловлено реак-
циями гидролитического дезаминирования, ко-
торые превращают C-образуемую часть повреж-
дения (CPD) в  CPD, содержащий урацил (U). 
Впоследствии U-содержащие дефекты репли-
цируются в TpT-сайты, и такая C→T-конверсия 
является главной причиной высокой мутагенно-
сти УФ-излучения [28].

С применением ИК-спектроскопии времен-
ного разрешения проведено детальное изуче-
ние триплетного пути фотосенсибилизирован-
ного 2ʹ-метоксиацетофеноном формирования 
CPD в  последовательностях CpT и  TpC. По-
казано, что триплетное состояние сначала об-
разуется у  T-основания, но  оно распадается 
за  30  нс  вследствие перехода в  бирадикальное 
состояние, которое распространяется на оба ос-
нования дипиримидинов и в котором одна связь 
циклобутанового кольца уже сформирована. Да-
лее это состояние либо возвращается в основное 
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к  формированию катион-радикала S∙+ или его 
депротонированной формы S∙ и супероксидно-
го анион-радикала O2

∙− и его протонированной 
формы HO∙

2  (рис.  3, реакция 2). Супероксид-
ный анион-радикал  – это ион молекулы кис-
лорода с одним неспаренным электроном. По-
сле первичного одноэлектронного окисления 
молекулы биосубстрата (рис. 3, реакция 1) оба 
формируемых радикала участвуют в нескольких 
последующих реакциях. Так, анион-радикал 
фотосенсибилизатора реагирует с O2, вследствие 
чего происходит регенерация сенсибилизатора 
и образуется O2

∙− (рис. 3, реакция 4). Считает-
ся, что этот процесс является главным источни-
ком O2

∙− в фотосенсибилизированных реакциях, 
и он намного более значим, чем прямое восста-
новление O2 возбужденным сенсибилизатором 
(рис. 3, реакция 2). O2

∙− находится в равновесии 
(pKa = 3.6) со своей протонированной формой 
HO∙

2 и может подвергаться спонтанной или фер-
ментативной дисмутации в пероксид водорода 
(H2O2)  – еще одну АФК, обладающую малой 
реакционной способностью. Как и  O2

∙−/HO∙
2, 

H2O2 не проявляет значительной реакционной 
активности в  отношении большинства биомо-
лекул [31]. Однако H2O2 может мигрировать 
по всей клетке и вызывать в присутствии Fe2+ 

протекание реакции Фентона – одной из двух 
реакций Хабера–Вайса:

O2
∙− + Fe3+ → O2 + Fe2+ 

H2O2 + Fe2+ → ∙OH + OH− + Fe3+ (реакция Фентона).

Высокореакционноспособный ˙OH-радикал, 
образующийся в  ходе этой реакции, способен 
реагировать в  месте генерации с  биомолекула-
ми посредством присоединения к двойным свя-
зям и/или отрыва атома водорода. Обе реакции 
приводят к образованию нейтральных радикалов 
молекул (M˙)  – вероятных предшественников 
пероксильных радикалов (MOO˙), возникающих 
при взаимодействии M˙ с O2. Процесс завершает-
ся окислительным повреждением молекул. Кати-
он-радикал молекулы субстрата (M∙+), который 
формируется в реакции 1 (рис. 3), после депрото-
нирования может подвергаться гидратации с об-
разованием M˙-OH. В дальнейшей реакции этой 
формы с  O2 путем присоединения либо одноэ-
лектронного окисления образуются окисленные 
и/или оксигенированные продукты (Mok)[32].

В отличие от радикального механизма реак-
ций типа I  первичный механизм реакций типа 
II вовлекает перенос энергии от возбужденного 
в триплетное состояние сенсибилизатора к рас-
творенному кислороду, который находится в ос-
новном триплетном состоянии (O2) (рис. 3, реак-

электронное состояние за 100 нс, либо из него 
формируется CPD [28]. Недавно выявлен новый 
путь формирования CPD в  ДНК, содержащей 
5-метилцитозин. Как установлено, стабилиза-
ция триплетного бирадикального интермедиата 
5-метилцитозина посредством его метильной 
группы повышает выход CPD [29]. 

Фотосенсибилизированные реакции 
окислительного повреждения ДНК

Эти реакции, в  отличие от  рассмотренных 
выше фотосенсибилизированных реакций, 
строго зависят от кислорода. В фотосенсибили-
зированном окислении молекул биосубстрата 
кислород может реагировать с электронно-воз-
бужденным сенсибилизатором или участвовать 
на вторичных стадиях в реакциях с радикалами, 
возникающими от  фотосенсибилизатора либо 
субстрата (рис.  3). По  механизму первичного 
процесса реакции фотосенсибилизированного 
окисления разделяют на два типа – I и II [30].

O2

O2

S*

O2

O2

S + O•−/HO•
2 2

S + 1O2 MO2
M

S•+/S• + O•−/HO•
2 2 MOK (2)

(3) Тип II

Тип I

M

M S•−/SH• + M•+/M• MOK (1)

(4)

Рис. 3. Начальные стадии сенсибилизированных 
окислительных реакций типа I и типа II в молекулах 
биосубстрата (M). S*  – фотовозбужденный 
сенсибилизатор; Mok  – продукт окисления 
молекулы.

Общая характеристика фотосенсибилизиро-
ванных окислительных реакций типа I и типа II. 
Механизм типа I инициируется реакцией пере-
носа электрона между фотовозбужденным сен-
сибилизатором (S*) и  молекулой биосубстрата 
(M), в результате чего образуется пара радика-
лов: анион-радикал S∙−или его протонирован-
ная форма SH∙ и  катион-радикал M∙+ или его 
депротонированная форма M∙ (рис. 3, реакция 
1). В альтернативной первичной бимолекуляр-
ной реакции, которая может инициировать 
механизм типа I, фотовозбужденный сенси-
билизатор восстанавливает O2, что приводит 
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ция 3). Это приводит к образованию синглетного 
молекулярного кислорода (1O2) в результате об-
ращения спина одного из двух неспаренных элек-
тронов у O2. Разница энергий между основным 
(триплетным) и синглетным состояниями кисло-
рода составляет 94.2 кДж моль−1 и соответствует 
переходу в  инфракрасной области (около 1270 
нм). Перенос энергии от триплетного сенсиби-
лизатора на кислород с переводом его в синглет-
ное возбужденное состояние показан прямым 
методом измерения фотосенсибилизированной 
люминесценции 1O2 при 1270 нм [33]. Молеку-
лярный кислород в  активированном (синглет-
ном) состоянии намного реакционноспособнее, 
чем в основном состоянии. Вместе с тем 1O2 – 
более селективный окислитель по  сравнению 
с  ∙OH; он  также имеет существенно меньшее 
время жизни, а его переход в основное состояние 
является физическим процессом. 

Формирование окисленных G-оснований ДНК 
в реакциях типа I и типа II. 

Окисление гуанина синглетным кислородом 
по механизму типа II. 1O2, как электрофил, мо-

жет реагировать со многими богатыми электро-
нами биомолекулами, включая ДНК, но из всех 
пиримидиновых и пуриновых оснований ДНК 
только гуанин восприимчив к  1O2 в  водных 
растворах [34]. Эта селективная реакционная 
активность 1O2, предложенная на  основе дан-
ных о  наивысшей скорости его химического 
тушения у гуанина, получила дальнейшее под-
тверждение в теоретических исследованиях [35]. 
Во многих работах с использованием различных 
фотосенсибилизаторов показано, что конечным 
продуктом окисления гуанина синглетным кис-
лородом является 8-oxodG. Процесс, иницииру-
ющий его формирование, состоит в присоеди-
нении 1O2 к имидазольному кольцу посредством 
реакции циклизации “[2 + 4] Diels-Alder”, со-
провождаемой образованием 4,8-эндопероксида 
гуанина (рис. 4). Формирование исключительно 
8-oxodG в  ДНК объясняется реорганизацией 
эндопероксида преимущественно в 8-гидропе-
роксигуанин с последующей конверсией этого 
нестабильного интермедиата в  8-гидроксигуа-
нин, который находится в  динамическом рав-
новесии с 8-oxodG – более стабильным тауто-
мером в растворе [36].

H2N

O

1O2

Гуанин

Эндопероксид
гуанина

Гидропероксигуанин

Гидроксигуанин 8-oxodG

HN N

NN
dR

H2N

O

O

O

HN N

NN
dR

H2N

O

HN N

NN
dR

H2N

O

HN N

NN
dR

H2N

O

OH

OOH

O
HN N

NN
dR

Рис. 4. Реакция окисления синглетным кислородом гуанина в  ДНК. Первый продукт реакции, формируемый 
присоединением 1O2 к имидазольному кольцу гуанина (эндопероксид), подвергается реорганизации с образованием 
гидропероксигуанина, который восстанавливается в гидроксигуанин, находящийся в динамическом равновесии 
с наиболее стабильным конечным продуктом окисления 8-oxodG. 

Реакции окислительной деградации гуанина, 
опосредованные ∙OH  и  одноэлектронным окисле-
нием по механизму типа I. В соответствии с ре-
акцией 1  (рис.  3) фотосенсибилизированное 
одноэлектронное окисление гуанина вызывает 
на первой стадии образование катион-радикала 
dG∙+ (рис. 5). В последующей реакции гидрата-

ции dG∙+ формируется радикал 8-гидроксидиги-
дрогуанил, который далее может превращаться 
в  8-oxodG путем O2-опосредованного одноэ-
лектронного окисления [37, 38]. Радикал 8-ги-
дроксидигидрогуанил может быть индуцирован 
и  ∙OH посредством присоединения к C8 гуани-
на, а дальнейшее превращение этого радикала 
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ФОТОХИМИЧЕСКИЕ ПРОЦЕССЫ ПОВРЕЖДЕНИЯ

H2N

O

HN N

NN
dR

H2N

O

HN N

NN
dR

H2N

O

OH
HN N•

OH−

8-oxodG

•+

NN
dR

H2N

O

O
HN N

NN

H

dR

dG•

−e−

−e−

dG

•OH

O2

Рис. 5. Реакции фотосенсибилизированного окисления гуанина (dG) в ДНК по механизму типа I. Показаны два 
пути образования нейтрального гидроксигуанил-радикала (dG∙) – предшественника конечного продукта окисления 
гуанина. dG∙ может формироваться как в результате гидратации катион-радикала dG, который образуется при 
одноэлектронном окислении dG, так и  вследствие присоединения ∙OH  к  C8  dG. Последующее O2-зависимое 
одноэлектронное окисление dG∙ приводит к формированию 8-oxodG. 

в 8-oxodG происходит с участием O2 путем од-
ноэлектронного окисления (рис. 5). Как пока-
зано выше, ∙OH образуется в реакции Фентона 
из H2O2 – продукта дисмутации O2

∙−, который 
формируется при взаимодействии анион-ради-
кала S∙− с O2 (рис. 3, реакция 4).

УФ-ИНДУЦИРОВАННЫЕ ПРОЦЕССЫ 
ПОВРЕЖДЕНИЯ КЛЕТОЧНОЙ ДНК: 
БИОЛОГИЧЕСКИЕ ПОСЛЕДСТВИЯ

Биологические последствия фотохимиче-
ских деструктивных реакций в клеточной ДНК 
изучают, воздействуя УФ-излучением на  ми-
кроорганизмы, растения, а  также культиви-
руемые клетки и  кожу человека in  vivo. В  этих 
работах твердо установлено, что УФ-фотоны 
повреждают клеточную ДНК, вызывают му-
тации и  фотоокислительный стресс [3, 4, 13, 
39]. Хотя общепринято, что УФ-повреждения 
в ДНК индуцируют цитотоксические эффекты, 
апоптоз и  канцерогенез кожи, вопрос о  кон-
кретном типе фотопродуктов ДНК, которые мо-
гут быть критичными в развитии каждого из от-
меченных биологических ответов, еще далек 
от окончательного решения. Одна из основных 
причин этого состоит в том, что распределение 
и квантовый выход конкретного дефекта в ДНК 
во  многом зависят от  длины волны УФ-света, 
природы эндогенных фотосенсибилизаторов, 
а также от активности систем репарации ДНК 
и  антиоксидантов, присутствующих в  различ-
ных типах клеток [13, 39].

Индуцированные УФ-излучением фотохи-
мические реакции в  ДНК клеток разных ор-
ганизмов могут быть результатом как прямых 
взаимодействий УФ-фотонов с  основаниями 
нуклеотидов, так и  фотосенсибилизированных 
процессов, запускаемых эндогенными хромофо-
рами. Молекулярные механизмы действия УФВ 
и УФА на клеточную ДНК существенно различа-
ются. Фотоны УФВ вызывают прямое возбужде-
ние оснований ДНК и индуцируют независимое 
от  кислорода образование двух главных типов 
фотопродуктов – CPD и 6-4PP. В ДНК клеток, 
облученных УФА, выявлены только CPD, при-
чем в основном T-содержащие [7]. УФА намного 
эффективнее, чем УФВ, формирует в клеточной 
ДНК окислительные повреждения оснований 
и 2-дезоксирибозы [40]. Индуцированное УФА 
образование 8-oxodG обусловлено главным об-
разом селективным окислением G-основания 
синглетным кислородом. Помимо этого, гидрок-
сильный радикал (∙OH) вносит дополнительный 
вклад в деградацию ДНК вследствие формирова-
ния окисленных оснований и одноцепочечных 
разрывов [41]. Рассматриваемые ниже фотоо-
кислительные реакции повреждения клеточной 
ДНК в большинстве случаев опосредуются эндо-
генными сенсибилизаторами – потенциальны-
ми источниками АФК. Вопрос о молекулярных 
основах этих процессов обсуждается с привле-
чением данных детальных модельных исследова-
ний, согласно которым в этих процессах может 
участвовать синглетный кислород, гидроксиль-
ный радикал и реакции одноэлектронного окис-
ления [35, 42–44]. 
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Окислительное повреждение клеточной ДНК  
при облучении УФВ

Помимо главных фотопродуктов (CPD 
и 6-4PP), формирование которых от кислорода 
не зависит, УФВ может с малой эффективностью 
индуцировать реакции окислительной деграда-
ции клеточной ДНК. Показано, что при воздей-
ствии УФВ в  дозе 1  кДж/м2  на  106 оснований 
в ДНК формируется 150 CPD, а O2-зависимых 
одноцепочечных разрывов, окисленных пири-
мидиновых оснований и  модифицированных 
пуринов – 0.37, 0.36 и 0.62 соответственно [45]. 
Эти данные служат подтверждением того, что 
молекулярные основы действия УФВ на клеточ-
ную ДНК определяются преимущественно CPD. 
Относительный вклад окислительных реакций 
в  общее формирование фотопродуктов ДНК 
составляет примерно 1%, если дополнительно 
учесть 6-4PP, которые образуются, как и CPD, 
путем прямого возбуждения пиримидиновых 
оснований фотонами УФВ. Сходные результаты 
получены также при измерении продукта окис-
ления гуанина (8-oxodG) и CPD в облученной 
УФВ клеточной ДНК: отношение выходов этих 
фотопродуктов составляет около 1% [37].

Как уже сказано, существует несколько 
окислительных путей образования 8-oxodG 
в  ДНК (рис.  4, 5). Однако механизмы, вовле-
каемые в индуцированное УФВ формирование 
этого фотопродукта в клеточной ДНК, изучены 
недостаточно. Согласно данным, полученным 
в  экспериментах с  кератиноцитами человека, 
в окислении G-оснований ДНК может участво-
вать гидроксильный радикал (∙ОН) [46]. После 
присоединения ∙ОН  к  С8  гуанина образуется 
8-гидроксидигидрогуанил-радикал, в  последу-
ющем одноэлектронном окислении которого 
формируется 8-oxodG [37, 42, 47]. Образование 
8-гидроксидигидрогуанил-радикала – предше-
ственника 8-oxodG  – может инициироваться 
также путем фотосенсибилизированного од-
ноэлектронного окисления dG, вызывающего 
на первой стадии процесса формирование кати-
он-радикала dG∙+с  последующей реакцией его 
гидратации [37, 48, 49]. Считается, однако, что 
этот механизм формирования 8-oxodG в  кле-
точной ДНК при действии фотонов УФВ мало-
вероятен [12]. Третья возможность формирова-
ния 8-oxodG, основанная на данных модельных 
исследований, предполагает окисление гуанина 
синглетным кислородом [35], но доказательства 
генерации 1O2 в  клеточной ДНК при воздей-
ствии УФВ пока отсутствуют. 

Индуцированные УФА окислительные реакции 
повреждения клеточной ДНК

В последние два десятилетия молекулярным 
механизмам действия УФА на  клеточные си-

стемы посвящены обширные и  всесторонние 
исследования. Значительное внимание в  этих 
исследованиях уделено роли различных АФК, 
генерируемых потенциальными эндогенными 
фотосенсибилизаторами, в инициации процес-
сов окислительного повреждения клеточной 
ДНК, а также мембранных компонентов клеток. 
Установлено, что эти процессы вовлекаются 
в  цитотоксические фотодинамические эффек-
ты [13, 50] и канцерогенное действие УФА [51]. 
Клетки различных организмов, в том числе клет-
ки кожи человека, содержат много хромофоров, 
поглощающих в области УФА, включая порфи-
рины, флавины, птерины (Ptr), NADH и другие 
молекулы. Они отличаются разнообразными хи-
мическими структурами, локализацией в клет-
ках и  механизмами фотосенсибилизирующего 
действия [6]. Активностью фотосенсибилизато-
ра окислительного стресса обладает и пигмент 
эпидермиса меланин, известный фотозащитной 
функцией [52]. Фотосенсибилизаторы вступа-
ют в  окислительные реакции преимуществен-
но в  долгоживущих триплетных состояниях, 
на  несколько порядков превышающих время 
жизни их синглетных возбужденных состояний. 
Это особенно важно для эффективной инициа-
ции реакций типа I, поскольку сенсибилизатор 
в триплетном состоянии может диффундировать 
в среде до столкновения с молекулой субстра-
та – донором электрона, тогда как в синглетном 
возбужденном состоянии он  реагирует только 
в  том случае, если уже находится в  непосред-
ственной близости от молекулы субстрата.

Порфирины. Среди соединений порфирино-
вой природы в биологических системах наибо-
лее распространен протопорфирин IX  – клас-
сический сенсибилизатор фотодинамических 
реакций типа II. В  абсорбционном спектре 
протопорфирина главный максимум находит-
ся в области 400–410 нм с небольшими пиками 
в области 500–620 нм. Вместе с тем протопор-
фирин интенсивно поглощает фотоны во всей 
области УФА, что расширяет спектральный диа-
пазон его фотосенсибилизирующей активности, 
связанной с  генерацией 1O2. Тушение возбуж-
денного триплетного состояния протопорфи-
рина кислородом с  образованием 1O2 проис-
ходит с  высокой квантовой эффективностью 
[33]. С другой стороны, эффективность реакций 
отрыва электрона от большинства биомолекул 
у протопорфирина крайне низка. Поэтому он, 
в отличие от упомянутых выше сенсибилизато-
ров, почти не вовлекается в фотосенсибилизи-
рованные окислительные реакции типа I.

В ряде исследований протопорфирин и его 
производные идентифицированы как эндоген-
ные сенсибилизаторы фотодинамических ре-
акций в  клеточных структурах, вызывающих 
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цитотоксический эффект у дрожжей [53]. В ми-
тохондриях протопорфирин сенсибилизирует 
реакции перекисного фотоокисления липи-
дов (ПФОЛ) [54]. Продукт ПФОЛ, малоновый 
диальдегид (МДА), содержится также в  изо-
лированных из  клеток плазматических мем-
бранах [54]. Как показано ранее [55, 56], реак-
ции ПФОЛ инициируются преимущественно 
синглетным кислородом, фотогенерируемым 
мембраносвязанным сенсибилизатором. На ос-
новании флуоресцентных характеристик, по-
лученных при изучении фотовыцветания этого 
сенсибилизатора [57], его можно отнести к про-
дукту протопорфирина хлоринового типа. Фото-
сенсибилизированные им реакции ПФОЛ лежат 
в  основе деструкции барьеров проницаемости 
плазматических мембран [56].

В  связи с  вопросом о  вкладе продуктов 
ПФОЛ в  цитотоксический эффект в  клетках 
дрожжей представляет интерес работа, в кото-
рой показано, что электрофильные ненасыщен-
ные альдегиды, включая МДА, образующиеся 
вследствие разложения нестабильных перекисей 
липидов, способны мигрировать по всей клетке 
и  реагировать с  гуанином ДНК. МДА присо-
единяется к  2-экзоциклической аминогруппе 
гуанина с последующей циклизацией и форми-
рованием после дегидратации циклического ди-
ола [58]. Вполне вероятно, что такого рода аль-
дегидные аддукты могут образовываться в ДНК 
дрожжевой клетки в результате присоединения 
к основаниям гуанина продуктов ПФОЛ – про-
цесса, эффективно сенсибилизируемого прото-
порфирином и его производными в клеточных 
структурах. В  этом мог бы  заключаться вклад 
ПФОЛ не  только в  фотодинамический цито-
токсический эффект, но и в изменение спектра 
мутаций в ДНК. Данное предположение требу-
ет, однако, экспериментального подтверждения.

Флавины. Группу этих биологически значи-
мых молекул составляют рибофлавин и его нукле-
отидные производные – FMN и FAD. Система 
сопряженных двойных связей изоаллоксазино-
вого кольца флавинов определяет их фотофизи-
ческие, фотохимические и спектроскопические 
свойства. Спектры поглощения и  возбуждения 
флуоресценции окисленных состояний флави-
нов имеют два максимума в  области 300–500 
нм – при 360 и 450 нм, а спектры флуоресцен-
ции – один максимум около 530 нм. При погло-
щении фотона УФА/синего света в изоаллокса-
зиновом кольце происходит перераспределение 
заряда и изменение редокс-потенциала флавина, 
что инициирует его фотохимические превраще-
ния. В молекулах FMN и FAD, которые служат 
хромофорами в  сенсорных фоторецепторных 
белках, фотохимические реакции, вовлекающие 
перенос электрона/протона, индуцируют сиг-
нальные и регуляторные процессы в живых си-

стемах. В  ДНК-фотолиазах флавиновый ко-
фактор в  форме FADH− в  фотовозбужденном 
состоянии непосредственно участвует в репара-
ции УФ-индуцированных CPD и  6-4PP путем 
переноса на них электрона [59–61].

В  отличие от  прочно связанных с  белками 
хромофоров FMN и FAD свободный рибофла-
вин при фотовозбуждении проявляет выражен-
ную сенсибилизирующую активность. Так как 
в  возбужденном состоянии рибофлавин при-
обретает сильные окислительные свойства, его 
относят к фотосенсибилизаторам реакций типа 
I. Вместе с тем рибофлавин может фотосенсиби-
лизировать реакции типа II, поскольку способен 
генерировать 1O2 c  квантовым выходом около 
0.5  [62]. Действие рибофлавина как фотосен-
сибилизатора типа I  продемонстрировано при 
изучении формирования сшивок ДНК-белок, 
которые возникают с  участием ионизирован-
ных оснований нуклеотидов, преимуществен-
но G-оснований [32]. Интересно в  этой связи 
отметить, что рибофлавин может образовывать 
комплексы с  пуринами в  растворе, о  чем сви-
детельствует тушение его флуоресценции. Как 
показано в исследовании c модельными соеди-
нениями, фотосенсибилизированная рибофла-
вином генерация G∙+ в  олигонуклеотиде TGT 
инициирует нуклеофильную реакцию с ε-ами-
ногруппой центрального лизина в пептиде, со-
стоящем из трех лизинов. Основной фотопро-
дукт этой реакции  – аддукт между гуанином 
и лизином, который образуется при добавлении 
остатка лизина к C8 гуанина [63]. В последую-
щих теоретических работах, рассматривающих 
ДНК и  пептиды/полиамины, получена допол-
нительная информация, уточняющая механизм 
образования сшивок гуанин–лизин [64, 65].

По механизму типа I может происходить так-
же фотосенсибилизированное рибофлавином 
окисление G-оснований в ДНК. Показано, что 
воздействие УФА (365 нм) приводит к формиро-
ванию 8-oxodG посредством переноса электрона 
к триплетному возбужденному состоянию рибо-
флавина с образованием интермедиатов – ани-
он-радикала рибофлавина и dG∙+ [66]. Для объ-
яснения формирования 8-oxodG в  клеточной 
ДНК при воздействии УФА на культивируемые 
клетки млекопитающих в присутствии рибофла-
вина предложен механизм, основанный на ги-
дратации dG∙+. В соответствии с полученными 
данными предполагается потенциальная роль 
фотосенсибилизированного рибофлавином по-
вреждения ДНК в канцерогенезе кожи [67].

Птерины (Ptr). Эти широко распространен-
ные в  живых организмах гетероциклические 
соединения представляют собой сопряженные 
системы двух колец  – пиримидинового и  пи-
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разинового. Семейство Ptr включает множество 
производных, которые различаются природой 
боковых заместителей, присоединенных к пира-
зиновому кольцу. К ним относятся окисленная 
форма Ptr, 7,8-дигидроптерин (7,8-dihydropterin, 
H2Ptr), 6-формилптерин (6-formylpterin, 
Fop), 6-карбоксиптерин (6-carboxypterin, 
Cap), неоптерин (neopterin, Nep), биопте-
рин (biopterin, Bip), 7,8-дигидробиоптерин 
(7,8-dihydrobiopterin, H2Bip) и 5,6,7,8-тетрагид-
робиоптерин (5,6,7,8-tetrahydrobiopterin, H4Bip), 
а также фолиевая кислота (folic acid–pteroyl-L-
glutamic acid, PteGlu). В живых системах неко-
торые Ptr выполняют биологические функции, 
действуя, в  том числе, как коферменты, в  ре-
акциях, связанных с синтезом физиологически 
активных соединений (H4Bip) или пуриновых 
и пиримидиновых оснований (PteGlu). 5,10-Ме-
тенилтетрагидрофолат (5,10-methenyltetrahydrof
olate) – одно из производных PteGlu – присут-
ствует в ДНК-фотолиазах как светособирающая 
антенна, передающая энергию возбуждения 
на каталитический FADH− [60]. 

Известно, что некоторые производные Ptr 
вовлекаются в  фотобиологические процессы, 
поэтому изучение их фотохимических и фото-
физических свойств вызывает неослабевающий 
интерес у  исследователей. При возбуждении 
в области УФА (365 нм) эти биомолекулы могут 
флуоресцировать с максимумом при 440–450 нм, 
генерировать АФК (1O2, O2

∙ −) и  подвергаться 
фотоокислительной деградации с образованием 
различных продуктов, которые тоже могут обла-
дать сенсибилизирующей активностью [68]. Под 
действием солнечного света Ptr накапливаются 
в  коже человека и, генерируя в  возбужденном 
состоянии АФК, вызывают фотоокислитель-
ный стресс, который особенно заметно прояв-
ляется при витилиго и приводят к образованию 
белых (депигментированных) пятен в коже [69]. 
Накопление в них Bip обусловлено окислением 
H4Bip пероксидом водорода (H2O2). Установле-
но, что фотоокисление Bip индуцирует форми-
рование потенциального фотосенсибилизатора 
(птерин-6-карбоновая кислота) и значительного 
количества H2O2 [69]. Как показано в последую-
щих экспериментальных и теоретических иссле-
дованиях, реакции окисления H4Bip могут про-
исходить по  механизмам фотосенсибилизации 
как типа I, так и типа II [70, 71]. В окисленной 
форме Ptr при возбуждении УФА способны ге-
нерировать АФК в процессах переноса энергии 
(1O2) или электрона (O2

∙ −) триплетным состо-
янием Ptr. Формирование O2

∙− в результате пе-
реноса электрона между анион-радикалом Ptr∙− 
и  O2  приводит к  образованию H2O2 в  реакции 
диспропорционирования:

2O2
∙ − + 2H+ = H2O2 + O2..

H2Ptr не  генерирует 1O2, но  окисляется 
в присутствии 1O2 с высокой константой скоро-
сти, образуя H2O2 и Ptr-производные, которые 
могут быть сенсибилизаторами 1O2 [68].

При изучении генерации 1O2 производными 
Ptr установлено, что квантовые выходы обра-
зования 1O2 в водном растворе сильно зависят 
от химической природы их боковых заместите-
лей, а также от pH среды. В этих эксперимен-
тах значения квантовых выходов определяли 
путем анализа фосфоресценции 1O2 при 1270 
нм после возбуждения Ptr в области УФА (337 
нм) [72]. Согласно полученным данным, наибо-
лее эффективно сенсибилизируют 1O2 Fop, Bip, 
Cap и Nep с квантовыми выходами в зависимо-
сти от  pH  среды для каждого Ptr в  диапазонах 
0.45–0.47, 0.34–0.40, 0.27–0.37 и 0.23–0.34 соот-
ветственно, поэтому эти производные Ptr рас-
сматриваются как возможные сенсибилизаторы 
фотодинамических процессов in  vivo [68]. По-
рядок величины квантовых выходов генерации 
1O2 некоторыми производными Ptr оценен так-
же на основе их фотофизических характеристик, 
рассчитанных методами квантовой химии [73]. 

Индуцированная УФА генерация Ptr-
производными O2

∙− и  H2O2 в  водных раство-
рах может происходить по  двум различным 
механизмам. В  основе первого механизма ле-
жит процесс переноса электрона от  молекулы 
донора электрона к  триплетному состоянию 
Ptr, что вызывает его переход в анион-радикал 
Ptr∙−. При взаимодействии Ptr∙− с  O2  форми-
руется O2

∙−, реакция диспропорционирования 
которого приводит к  образованию H2O2 [74]. 
Второй механизм генерации O2

∙− и H2O2 связан 
с окислением интермедиата, который возника-
ет при воздействии УФА на  Ptr-производные 
Bip и Nep. Показано, что интермедиат (наибо-
лее вероятно, формил-5,8-дигидроптерин) бы-
стро окисляется кислородом, переходя в  Fop. 
В этой реакции образуются также O2

∙− и H2O2. 
Завершается окислительный процесс фотоин-
дуцированным превращением Fop в Cap и до-
полнительным образованием H2O2 [75, 76]. Как 
отмечено выше, Fop и  Cap проявляют эффек-
тивность и как фотосенсибилизаторы 1O2.

Фотохимическое образование 1O2, O2
∙− 

и  H2O2 определяет сенсибилизирующие свой-
ства Ptr, которые проявляются в их способности 
индуцировать при воздействии УФА окисли-
тельное повреждение биомолекул [77, 78]. Фото-
сенсибилизирующая активность соединений Ptr 
была впервые показана на ДНК [79, 80]. В даль-
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нейших работах, направленных на изучение ме-
ханизмов фотосенсибилизирующего действия 
Ptr, в качестве окисляемых молекул использова-
ли пуриновый нуклеотид dGMP [81, 82]. Уста-
новлено, что при индуцированном окислении 
dGMP птеринами (Ptr, Bip, Fop и  Cap) в  ней-
тральной форме, в  которой они присутству-
ют в нейтральной и кислой среде, преобладает 
механизм фотосенсибилизации типа I.  Этот 
механизм вовлекает инициирующий перенос 
электрона от нуклеотида к триплетному возбуж-
денному состоянию Ptr, сопровождаемый фор-
мированием Ptr∙− и  катион-радикала dGMP∙+, 
депротонирование и гидратация которого при-
водят к окислительной деградации нуклеотида. 
В отсутствие O2 эти стадии окислительного про-
цесса блокируются из-за рекомбинации радика-
лов Ptr∙ − и  dGMP∙+ и  их  перехода в  исходные 
состояния. В щелочной среде отмеченные выше 
Ptr находятся в анионной форме и фотосенси-
билизированное окисление dGMP может вовле-
кать реакции с участием 1O2 [83].

Как известно, гуанин имеет самый низкий 
из всех оснований нуклеотидов потенциал ио-
низации, поэтому большинство фотосенсибили-
заторов типа I индуцируют только его одноэлек-
тронное окисление. В этой связи представляют 
интерес данные, свидетельствующие о способ-
ности Ptr фотосенсибилизировать окисление 
тимина в  пиримидиновом нуклеотиде (dTMP) 
[84]. Инициированный УФА перенос электро-
на от нуклеотида к триплетному состоянию Ptr 
приводит к формированию анион-радикала Ptr∙− 
и  катион-радикала dTMP∙+. Катион-радикал 
находится в  равновесии с  депротонированной 
формой (dTMP∙), а Ptr∙−протонируется до PtrH. 
В последующих реакциях этих радикалов с O2, 
включающих генерацию O2

∙−, H2O2 и  ∙OH, об-
разуется ряд конечных продуктов деградации 
dTMP. В отсутствие O2 с участием отмеченных 
радикалов происходит еще один процесс. В ос-
нове этого процесса, который не наблюдали при 
действии других фотосенсибилизаторов, лежит 
связывание радикалов PtrH∙ и  dTMP∙, сопро-
вождаемое образованием ковалентного аддукта 
Ptr–dTMP. Аддукт сохраняет спектроскопиче-
ские свойства свободного Ptr за  исключением 
уменьшения интенсивности его флуоресцен-
ции в составе аддукта. Важно отметить, что при 
воздействии УФА в отсутствие O2 аддукт между 
Ptr и  основанием тимина формируется также 
в дцДНК [85]. Предполагается, что формирова-
ние такого аддукта может происходить и в кле-
точной ДНК. Это обосновано следующими фак-
тами: во-первых, концентрация O2 в некоторых 
тканях может быть очень низкой; во-вторых, Ptr 
свободно проникает через биомембраны, т.е. 

может находиться в  ядре; в-третьих, концен-
трация Ptr, использованная в работе с изолиро-
ванной ДНК, сопоставима с концентрацией Ptr 
в клетках кожи. В соответствии с приведенными 
выше данными, Ptr рассматриваются как эндо-
генные фотосенсибилизаторы, способные инду-
цировать генотоксические процессы [85]. 

NADH – восстановленная форма известно-
го кофермента редокс-реакций NAD, который 
может находиться также в  окисленной форме 
(NAD+). Эти формы различаются спектроско-
пическими характеристиками: NAD+ погло-
щает только в  области длин волн короче 300 
нм и не флуоресцирует, тогда как NADH имеет 
поглощение в области УФА с максимумом в аб-
сорбционном спектре при 340 нм и флуоресци-
рует с  максимумом в  спектре флуоресценции 
около 450 нм. Важное свойство NADH  – его 
способность при поглощении фотонов УФА ге-
нерировать O2

∙− в O2-зависимых окислительных 
реакциях:

УФА (340 нм) → NADH + O2 + H2O →  
NAD + O2

∙− + H3O+ 
NAD + O2 → NAD+ + O2

∙.−

В  последующих реакциях с  участием O2
∙− 

сначала путем диспропорционирования O2
∙−об-

разуется H2O2, а затем ∙OH, посредством реакции 
Фентона (показано выше). Как уже отмечалось, 
высокореакционноспособный радикал ∙OH мо-
жет вовлекаться в УФ-индуцированные процес-
сы сенсибилизированного окислительного об-
разования таких дефектов в ДНК, как продукты 
окисления пиримидиновых и пуриновых основа-
ний, включая 8-oxodG, а также одноцепочечные 
разрывы. В одной из первых работ с использова-
нием изолированной плазмидной ДНК, ингиби-
торов ферментов и тушителей АФК было пока-
зано, что в  NADH-фотосенсибилизированном 
формировании одноцепочечных разрывов непо-
средственно участвует ∙OH, а H2O2 играет роль 
интермедиата на пути превращения первично-
го NADH-фотогенерируемого продукта (O2

∙−) 
в  ∙OH  [86]. Вероятно, формирование NADH-
сенсибилизированных повреждений в ДНК кле-
ток при воздействии УФА происходит по более 
сложному механизму, детальное изучение кото-
рого требует новых экспериментальных подхо-
дов.

Роль повреждений ДНК в программированной 
смерти растительных клеток при облучении УФВ

ДНК  – одна из  критических клеточных 
мишеней при воздействии УФВ на  растения. 
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Важно отметить, что повышение уровня УФВ 
в биосфере, вызванное длительным истощением 
стратосферного озонового слоя, может умень-
шать геномную стабильность растительных 
популяций. В  ответ на  индуцированные УФВ 
дефекты в ДНК (рассмотрены выше) в клетках 
активируются различные сигнальные пути, ко-
торые играют ключевую роль в сохранении це-
лостности генома. К ним относится активация 
чекпойнтов повреждения ДНК, сопровождае-
мая остановкой клеточного цикла. Это увели-
чивает время репарации ДНК и предотвращает 
передачу поврежденных хромосом. Вместе с тем 
арест клеточного цикла может индуцировать 
процесс программированной клеточной смерти 
(ПКС), одной из распространенных форм кото-
рой является апоптоз – генетически контроли-
руемый механизм, обеспечивающий устранение 
сильно поврежденных либо нерегулируемых 
клеток. Апоптоз характеризуется такими спец-
ифическими признаками, как, например, фраг-
ментация ДНК, конденсация хроматина и сжа-
тие клетки [2]. Эти морфологические признаки 
выявлены при программированной смерти рас-
тительных клеток, вызванной действием УФВ 
[87]. Кроме того, у растений идентифицирован 
ряд генов, вовлекаемых в ПКС в ответ на облу-
чение УФВ [88].

Молекулярный механизм действия чекпой-
нтов повреждения ДНК в  клетках расте-
ний включает сенсорные киназы ATAXIA-
T E L A N G I E C T A S I A - M U T A T E D  ( A T M ) 
и  ATAXIA-TELANGIECTASIA-MUTATED 
RAD3-RELATED (ATR), детектирующие разные 
повреждения ДНК и  инициирующие каскады 
трансдукции сигнала посредством фосфорили-
рования сигнальных чекпойнт-киназ. В расте-
нии Arabidopsis thaliana ATR участвует в повыше-
нии толерантности клеток к действию УФВ. Это 
подтверждается данными о  повышенной чув-
ствительности к УФВ ATR-дефицитного мутан-
та и высоком уровне смерти мутантных клеток 
в  результате изменения чекпойнта в  G2-фазе 
клеточного цикла. У BY-2-клеток табака выяв-
лена прямая связь между накоплением в  ДНК 
индуцированных УФВ повреждений (CPD и од-
ноцепочечные разрывы), арестом клеточного 
цикла при переходе от G1 к S-фазе и высоким 
уровнем клеточной смерти [89]. На тех же BY-
2-клетках показано, что в больших дозах УФВ 
индуцирует специфичную нуклеосомную фраг-
ментацию ДНК, которая является неотъемле-
мым компонентом ПКС, а также типичные для 
апоптоза морфологические изменения – сжатие 
клетки и  конденсацию хроматина в  ядре [87]. 
Центральный компонент ПКС у  растений  – 
транскрипционный фактор SUPPRESSOR 
OF GAMMARESPONSE 1 (SOG1) – регулиру-
ет большинство ответов на повреждение ДНК, 
включая транскрипцию, остановку клеточного 

цикла и  смерть клетки. Для функциональной 
активности SOG1 требуется его фосфорилиро-
вание ATM-киназой [90]. 

Роль различных УФ-индуцированных повреждений 
ДНК в канцерогенезе кожи человека

Как отмечено выше, канцерогенез кожи че-
ловека связан с  воздействием УФ-излучения 
солнца, причем обе области УФ-излучения 
(УФВ и УФА) могут индуцировать развитие ме-
ланомы и базальноклеточного рака. Ключевую 
роль в  начальной фазе развития раковых опу-
холей играет УФ-индуцированное поврежде-
ние ДНК. Если фотопродукты в ДНК остаются 
нерепарированными или поврежденные клетки 
(меланоциты, кератиноциты) не  устраняются 
в процессе апоптоза, то определенные дефекты 
ДНК проявляют мутагенные свойства, вызывая 
активацию онкогенов. Результаты обширных 
исследований последнего времени свидетель-
ствуют, что УФВ и УФА вызывают разные типы 
и количества повреждений в ДНК меланоцитов 
и кератиноцитов, чем можно объяснить разли-
чия в  спектрах мутаций в  меланомах и  карци-
номах. Известная система эксцизионной репа-
рации нуклеотидов (nucleotide excision repair, 
NER) репарирует димерные фотопродукты 
в ДНК и играет важную роль в предотвращении 
УФ-индуцированного рака кожи. С  дефекта-
ми в  NER связаны несколько редких генети-
ческих заболеваний, в  том числе пигментная 
ксеродерма (xeroderma pigmentosum). Клетки та-
ких пациентов сверхчувствительны к действию 
УФ-излучения. У  больных пигментной ксеро-
дермой на несколько порядков повышена веро-
ятность развития рака кожи всех типов, вклю-
чая меланому, что может свидетельствовать 
о  вкладе пиримидиновых димеров в  развитие 
меланомы и  немеланомных типов рака кожи. 
С другой стороны, дефекты в эксцизионной ре-
парации оснований, способные снижать репа-
рацию окислительных повреждений оснований, 
в большинстве случаев не связаны с раком кожи 
[1].

Базальноклеточная карцинома. Этот тип рака 
кожи возникает из кератиноцитов, находящихся 
в базальном слое эпидермиса и подвергающих-
ся неконтролируемому делению, что характерно 
для раковых клеток. Как известно, рак разви-
вается из делящихся клеток, а не из полностью 
дифференцированных и  более не  способных 
к делению. УФ-индуцированные повреждения 
в ДНК кератиноцитов вызывают мутации толь-
ко в том случае, если клетка поделится прежде, 
чем станет способной осуществить репарацию 
поврежденной ДНК. Имеет значение и  тот 
факт, что разные дефекты в ДНК различаются 
по мутагенному потенциалу. Это особенно от-



15

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 1 2024

ФОТОХИМИЧЕСКИЕ ПРОЦЕССЫ ПОВРЕЖДЕНИЯ
носится к цитозинсодержащим димерным фо-
топродуктам, поскольку они значительно более 
мутагенны по сравнению с тиминсодержащими 
CPD и (6-4)PP [91]. Согласно результатам ряда 
исследований, основным классом фотопродук-
тов в ДНК при облучении УФА клеток и кожи 
человека являются CPD, что характерно для 
УФВ. Однако в отличие от УФВ-индуцирован-
ных димеров, которые содержат основания ти-
мина и  цитозина, УФА индуцирует в  большей 
степени T-содержащие димеры и  не  вызывает 
формирования (6-4)PP [3]. 

Значительный интерес представляют дан-
ные, полученные при изучении зависимости 
образования T-содержащих димеров от проник-
новения фотонов УФВ или УФА1 в различные 
слои эпидермиса кожи человека. Показано, что 
количество димеров, индуцированных УФВ, 
уменьшается с увеличением глубины эпидерми-
са, тогда как их количество при действии УФА1 
значительно возрастает с  глубиной, достигая 
максимума в базальном слое эпидермиса. Осла-
бление активности УФВ с увеличением глубины 
эпидермиса объясняется присутствием в  коже 
хромофоров, поглощающих фотоны этого излу-
чения. Фотоны УФА1 в меньшей степени погло-
щаются верхними слоями эпидермиса и поэтому 
могут проникать глубже. Согласно выдвинутому 
предположению, повышенная чувствительность 
базального слоя эпидермиса, где находятся ке-
ратиноциты (и меланоциты), к генотоксическо-
му действию УФА1 может быть связана с обрат-
ным дермальным рассеянием этого излучения 
(например, от коллагена), а также прямым эпи-
дермальным рассеянием [92].

Главный индуцируемый УФА продукт и био-
маркер окислительного повреждения ДНК, 
8-oxodG, формируется в  клетках и  коже чело-
века преимущественно в  реакции, опосредо-
ванной 1O2. Другие окислительные реакции, 
инициирующие образование 8-oxodG, а  также 
малого количества окисленных пиримидино-
вых оснований и  разрывов цепи ДНК, вовле-
кают ∙OH. Фермент репарации ДНК 8-оксогу-
анин-ДНК-гликозилаза 1  (8-oxoguanine DNA 
glycosylase 1, OGG1) специфически репарирует 
8-oxodG, предотвращая возникновение GC→-
TA-мутаций из  этого фотопродукта. Фермент 
OGG1 слабо экспрессируется в базальном слое 
эпидермиса человека по сравнению с верхними 
слоями эпителия. Предполагается, что экспрес-
сия OGG1 регулируется состоянием дифферен-
цированности кератиноцитов, поэтому в  диф-
ференцированных клетках экспрессия фермента 
повышена. Соответственно, в  базальном слое 
фотопродукт 8-oxodG репарируется медленнее, 
нежели в верхних слоях эпидермиса, и это мо-
жет лежать в  основе высокой чувствительно-

сти базального слоя эпидермиса к накоплению 
8-oxodG. К  тому же,  в  облученных УФА кера-
тиноцитах с  высоким выходом, в  3  раза пре-
вышающим количество 8-oxodG, образуются 
тиминсодержащие димеры, из  которых могут 
развиваться мутации GC→AT, а  мутации GC→-
TA возникают, вероятно, из 8-oxoG. Эти мута-
ции обнаружены, соответственно, в  генах p53 
и Brm немеланомных типов рака кожи человека. 
Уязвимость базального слоя эпидермиса в отно-
шении накопления отмеченных фотопродуктов 
и мутаций позволяет предполагать, что кожа че-
ловека более чувствительна к канцерогенезу, ин-
дуцированному УФА, чем считалось ранее [91].

В последнее время появились сообщения, со-
гласно которым под действием УФА1 (340–400 
нм) в ДНК кератиноцитов возникают задержан-
ные во времени “темновые” CPD и окисленные 
фотопродукты. Поскольку образование и  этих 
фотопродуктов и соответствующих “световых” 
дефектов ингибировалось витамином E, обла-
дающим антиоксидантными свойствами, мож-
но предположить, что в основе формирования 
этих повреждений лежат фотоокислительные 
реакции. Показано также формирование “тем-
новых” CPD в  коже человека через 2  ч  после 
воздействия излучения с длиной волны 385 нм, 
которые сохранялись в коже в течение 24 ч [93, 
94]. Изучение механизмов “световых” и после-
дующих “темновых” стадий формирования CPD 
и других фотопродуктов в ДНК кератиноцитов 
представляется важной задачей для дальнейше-
го прояснения вклада УФА в канцерогенез кожи 
человека.

Меланома. Эта злокачественная опухоль 
происходит из  эпидермальных меланоцитов. 
Меланоциты отличаются от кератиноцитов ре-
зистентностью к апоптозу и длительным време-
нем жизни в  коже, а  также спектром мутаций 
в  активированных онкогенах, которые могут 
возникать из другого класса УФ-индуцирован-
ных повреждений ДНК. При сравнительном 
определении дефектов в  ДНК, формируемых 
под действием УФВ или УФА в  меланоцитах 
и  кератиноцитах человека, установлено, что 
CPD образуются с одинаковой эффективностью 
в  обоих типах клеток, облученных как УФВ, 
так и УФА [95]. В то же время при воздействии 
УФА количество 8-oxodG в меланоцитах было 
в 2.2 раза выше, чем в кератиноцитах. Эти дан-
ные показывают, что продукты окислительных 
реакций, индуцируемых УФА, вносят боль-
ший вклад в  повреждение ДНК меланоцитов, 
чем кератиноцитов, и  это может быть связано 
с  фотосенсибилизирующей активностью пиг-
мента меланина, образующегося в меланоцитах. 
Важная роль меланина в  индукции меланомы 
установлена в  исследовании с  применением 
УФ-излучения строго определенных длин волн 
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[96]. Согласно полученным данным, УФА 
(320–400 нм) индуцирует формирование в ДНК 
8-oxodG – мутагенного окислительного повреж-
дения, из которого могут образовываться GC→-
TA-трансверсии, и это требует присутствия ме-
ланина в меланоцитах. Действие УФВ (280–320 
нм), в  отличие от  действия УФА, инициирует 
развитие меланомы независимо от присутствия 
пигмента и связано с прямым формированием 
CPD в ДНК.

В  ряде работ показано, что воздействие 
УФВ или УФА на  меланоциты человека, со-
держащие пигмент меланин, индуцирует задер-
жанное на  несколько часов образование CPD 
в  темноте после их  прямого фотохимического 
формирования [97]. В отличие от меланоцитов, 
содержащих меланин, облучение УФА беспиг-
ментных меланоцитов не  вызывало образова-
ния “темновых” CPD. На  основании защит-
ного действия антиоксидантов предположили, 
что в  формирование “темновых” CPD вовле-
кается окислительный процесс с  участием ме-
ланина [97, 98]. Как известно, при клеточном 
ответе на  УФ-индуцированный стресс через 
некоторое время ферментативно образуются 
O2

∙− и NO∙, а их рекомбинация генерирует пе-
роксинитрит (ONOO−). Постулировано, что 
ONOO− реагирует с мономерами меланина, об-
разуя нестабильные диоксетаны вблизи ДНК, 
а после их распада в триплетно-возбужденные 
карбонилы в темноте формируются CPD путем 
триплет-триплетного переноса энергии от кар-
бонилов к  пиримидиновым основаниям ДНК 
[97–99]. Предложенный механизм химического 
возбуждения может лежать в основе перераспре-
деления в составе CPD, а именно значительно-
го возрастания количества димеров с цитозином 
и тимином, которые более мутагенны по срав-
нению с тиминсодержащими димерами, инду-
цируемыми УФА.

В  недавнем исследовании показана двой-
ственная роль меланина (защитная и  сенси-
билизирующая) в  формировании “световых” 
и  “темновых” CPD в  эпидермисе кожи типа 
Fizpatrick (Fizpatrick skin type, FST) I/II и VI при 
воздействии излучения, имитирующего излуче-
ние солнца [100]. Максимальное формирование 
“темновых” CPD наблюдали через 1–2 ч после 
облучения, вероятно в  результате окислитель-
ных реакций, фотосенсибилизированных ме-
ланином. С  другой стороны, в  базальном слое 
FSTIV “световые” CPD не образовывались, что, 
возможно, связано со способностью меланина 
действовать в качестве фильтра, предохраняю-
щего ДНК от проникновения УФ-излучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В  исследованиях последних лет получены 

новые результаты, способствующие более глу-
бокому пониманию молекулярных механизмов 
фотохимических процессов повреждения ДНК, 
индуцированных УФВ и  УФА. При изучении 
фотохимических реакций, которые не  зависят 
от кислорода, установлено, что дефекты в ДНК 
могут формироваться как путем прямого погло-
щения фотонов УФВ (CPD и 6-4PP), так и с уча-
стием сенсибилизаторов, которые поглощают 
фотоны УФА и посредством TTET индуцируют 
триплетные состояния T-оснований с последу-
ющим образованием CPD (но не 6-4PP). Меха-
низм, предложенный для фотосенсибилизиро-
ванного формирования CPD, состоит в том, что 
триплетное состояние T-основания переходит 
сначала в  бирадикальное состояние, которое 
распространяется на оба основания дипирими-
динов, а затем из бирадикального интермедиата 
формируется CPD. Недавно, помимо внешних 
сенсибилизаторов (бензофенон, ацетофенон, 
2ʹ-метоксиацетофенон), внутри самой молеку-
лы ДНК выявлены хромофоры, поглощающие 
фотоны УФА и  обладающие сенсибилизирую-
щей активностью, действуя по механизму TTET. 
К ним относятся 5-формилурацил и пиримидо-
новая субъединица 6-4PP, способная иниции-
ровать формирование CPD посредством TTET 
в  модельной системе. Однако в  повреждение 
ДНК этот фотосенсибилизированный процесс 
вносит очень малый вклад из-за быстрой фото-
изомеризации 6-4PP в Dewar-изомер – главной 
индуцированной УФА реакции после образова-
ния в ДНК 6-4PP под действием УФВ. 

Фотосенсибилизированное образование 
окисленных повреждений в  ДНК, в  отличие 
от формирования CPD, строго зависит от кис-
лорода, а  реакции фотосенсибилизированного 
окисления по механизму первичного процесса 
разделяют на  два типа. Окислительные реак-
ции типа I инициируются переносом электрона 
между фотовозбужденным сенсибилизатором 
и  биомолекулой, в  результате чего образуется 
пара радикалов, вступающих в  реакции с  O2, 
и это вызывает образование АФК. Первичный 
механизм реакций типа II  вовлекает перенос 
энергии от фотовозбужденного сенсибилизатора 
к O2, что приводит к формированию 1O2. Совре-
менные представления о механизмах начальных 
стадий фотосенсибилизированных окислитель-
ных реакций подробно изложены в  соответ-
ствующем разделе статьи. Там же рассмотрены 
механизмы реакций типа I и типа II, индуциру-
ющих окисление гуанина в 8-oxodG – главный 
фотопродукт и биомаркер фотосенсибилизиро-
ванных окислительных реакций в ДНК. 
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ФОТОХИМИЧЕСКИЕ ПРОЦЕССЫ ПОВРЕЖДЕНИЯ
В отдельном разделе представлена информа-

ция о  фотосенсибилизирующих свойствах Ptr, 
рибофлавина, протопорфирина IX  и  NADH, 
которые имеют характерные особенности у каж-
дого из  этих сенсибилизаторов. На  основании 
приведенных данных, полученных в модельных 
экспериментах, Ptr, NADH и рибофлавин можно 
рассматривать как потенциальные фотосенсиби-
лизаторы в клеточных системах, однако прямые 
доказательства этого пока отсутствуют. Что ка-
сается протопорфирина IX и его производных, 
то они могут действовать в клетках как фотосен-
сибилизаторы окислительных цитотоксических 
процессов. Активностью фотосенсибилизитора 
окислительных реакций в меланоцитах обладает 
также пигмент эпидермиса меланин. 

Данные о фотохимических реакциях в кле-
точной ДНК обсуждаются главным образом 
в  аспекте роли различных УФ-индуцирован-
ных повреждений в  мутагенезе и  канцероге-
незе кожи человека. Результаты исследований 
последнего времени свидетельствуют, что УФВ 
и  УФА вызывают в  ДНК меланоцитов и  кера-
тиноцитов дефекты разного типа и  в  разных 
количествах, и  этим можно объяснить разли-
чия в  спектрах мутаций у  меланом и  карци-
ном. Из сравнительного определения дефектов 
в ДНК, индуцированных УФВ или УФА в ме-
ланоцитах и  кератиноцитах человека, следует, 
что продукты окислительных реакций, форми-
руемые при облучении УФА, вносят больший 
вклад в  повреждение ДНК меланоцитов, чем 
кератиноцитов, что может быть связано с фото-
сенсибилизирующей активностью пигмента ме-
ланина, образующегося в меланоцитах. О важ-
ной роли меланина в индукции меланомы при 
облучении меланоцитов УФА свидетельствуют 
данные, согласно которым для формирования 
в  ДНК 8-oxodG и  последующего возможно-
го образования GC→TA-трансверсий требуется 
присутствие пигмента меланина в меланоцитах. 
В противоположность этому УФВ инициирует 
развитие меланомы из беспигментных мелано-
цитов, и его действие связано с прямым форми-
рованием CPD в  ДНК. Значительный интерес 
вызывают недавние сообщения о  том, что под 
действием УФА1 в ДНК кератиноцитов возни-
кают задержанные во времени “темновые” CPD 
и  окисленные фотопродукты, в  основе фор-
мирования которых могут лежать фотоокис-
лительные реакции. Раскрытие молекулярных 
механизмов первичных фотопроцессов и после-
дующих “темновых” стадий формирования CPD 
и других фотопродуктов в ДНК кератиноцитов 
представляется одной из  важных задач даль-
нейших исследований, направленных на выяс-
нение роли УФА в канцерогенезе кожи челове-
ка. Аналогичные результаты получены недавно 
при воздействии УФА на  меланоциты челове-
ка, содержащие пигмент меланин, который, 

как предполагается, участвует в  окислитель-
ном процессе формирования “темновых” CPD. 
Согласно выдвинутой гипотезе, этот процесс 
связан с  химическим возбуждением карбони-
лов и триплет-триплетным переносом энергии 
к пиримидиновым основаниям ДНК. Изучение 
молекулярных основ фотосенсибилизирующей 
активности меланина и  его вовлечения в  хи-
мическое возбуждение компонентов окисли-
тельных реакций, инициирующих формирова-
ние “темновых” CPD, представляется важным 
в  аспекте совершенствования способов пре-
дотвращения канцерогенеза кожи человека при 
воздействии УФ-излучения разных длин волн.

Работа выполнена в  рамках научного про-
екта Государственного задания МГУ № 121032 
500058-7.

Настоящая статья не  содержит каких-ли-
бо исследований с  использованием животных 
и людей в качестве объектов.

Авторы заявляют об  отсутствии конфликта 
интересов.
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Photochemical Processes to Cellular DNA Damage by UV Radiation of Different 
Wavelengths: Biological Consequences 

G. Ya. Fraikin1, *, N. S. Belenikina1, and A. B. Rubin1

1Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: GFraikin@yandex.ru

UV radiation of sunlight induces in cellular DNA of different organisms photochemical reactions, which may 
lead to the development of series biological responses to arising lesions, including apoptosis, mutagenesis, 
and carcinogenesis. The chemical nature and the amount of  DNA lesions depend on  the wavelength 
of UV radiation. Photons of UV radiation in the region B (UVB, 290–320 nm) cause the production of two 
main defects, namely, cyclobutane pyrimidine dimers and, with a less yield, pyrimidine (6-4) pyrimidone 
photoproducts; their formation is the result of the direct UVB photon absorption by DNA bases. Photons 
of UV radiation in the region A (UVA, 320–400 nm) induce only cyclobutane dimers that can be formed 
by triplet-triplet energy transfer from cellular chromophores, absorbing photons of this UV region, to DNA 
thymine bases. UVA is much more effective than UVB in the sensitized oxidatively lesion formation in DNA 
such as single strand breaks and oxidized bases; among those, 8-oxo-dihydroguanine is the most frequent 
since it can be produced from several oxidation processes. In recent years, multiple papers, reporting novel, 
more detailed information about molecular mechanisms of photochemical reactions underlying the formation 
of different lesions in DNA were published. The present review mainly aims at summarizing and analyzing 
data contained in these publications, particularly regarding oxidative reactions that are initiated by reactive 
oxygen species and radicals generated by potential endogenous photosensitizers such as pterins, riboflavin, 
protoporphyrin IX, NADH, and melanin. The role of specific DNA photoproducts in genotoxic processes 
induced in living systems by UV radiation of different wavelengths, including human skin carcinogenesis, 
is discussed.

Keywords: UV radiation, DNA photochemistry, photooxidation reactions, cellular sensitizers, DNA lesions, 
biological consequences
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Технология CRISPR/Cas активно применяется для редактирования геномов различных организмов 
уже 10 лет. Этот метод, позволяющий вносить двухцепочечный разрыв в нужный участок ДНК, 
произвел революцию в биоинженерии. Разработан также метод редактирования азотистых основа-
ний (Base Editing, BE), в котором мутантная нуклеаза Cas (никаза), сшитая с дезаминазами и неко-
торыми другими ферментами, вносит в ДНК только одноцепочечные разрывы. С помощью этого 
метода можно производить замены, используя транзиции A↔G и C↔T и только один тип трансвер-
сий C→G. Чуть более трех лет назад появился еще один вариант CRISPR/Cas – праймированное 
редактирование (прайм-редактирование, или Prime Editing). В отличие от BE, никаза здесь сши-
та с обратной транскриптазой, способной строить новую цепь по матрице pegРНК (prime editing 
guide) – удлиненной гидовой РНК с дополнительной последовательностью на 3ꞌ-конце. Прайм-ре-
дактирование позволяет вносить в эту последовательность нужные мутации, а также любые замены 
и индели азотистых оснований без использования специальной донорной ДНК. В представленном 
обзоре кратко рассмотрены варианты прайм-редактирования с акцентом на редактирование ге-
номов растений. Определенное внимание уделено программам дизайна pegРНК, а также эффек-
тивности редактирования. Появление различных вариантов прайм-редактирования обусловлено 
потенциальными возможностями высокоточного внесения разноплановых изменений (с довольно 
низкой частотой нецелевых мутаций) в геномы различных организмов. Относительно невысокая 
эффективность прайм-редактирования заставляет исследователей предлагать все новые его вари-
анты. Можно надеяться, что дальнейшее развитие технологии прайм-редактирования позволит на-
столько улучшить этот метод, что он займет достойное место в арсенале методов направленного 
воздействия на геномы любых организмов.

Ключевые слова: CRISPR, прайм-редактирование, nCas9, гидовые РНК, pegРНК, ngРНК, web-при-
ложение
DOI: 10.31857/S0026898424010023, EDN: OHRIQW

Сокращения: PE – прайм-редактирование (Prime Editing); HA – гомологичное плечо (Homologous Arm); PAM – при-
лежащий к протоспейсеру мотив (Protospacer adjacent motif); RTT – матрица для обратной транскриптазы (Reverse 
Transcriptase Template); PBS – сайт связывания праймера (Primer Binding Site); РНП – рибонуклеопротеидный ком-
плекс (ribonucleoprotein complex); pegРНК  – гидовая РНК для прайм-редактирования (prime editing guide RNA); 
sgRNA – единая гидовая РНК (single guide RNA); ngRNA – единая РНК для внесения ников (nicking sgРНК).

ВВЕДЕНИЕ
Метод CRISPR/Cas редактирования гено-

мов  – один из  самых бурно развивающихся 
методов биоинженерии. Одна из  важнейших 
особенностей этого метода состоит во  внесе-
нии в  целевой участок ДНК двухцепочечных 
разрывов, что повышает успешность процесса 
рекомбинации, но может приводить и к возник-

новению разных типов мутаций [1]. В настоящее 
время продолжается активное совершенствова-
ние системы для повышения ее точности и эф-
фективности [2]. Важное значение для практи-
ческого применения геномного редактирования 
имеет возможность внесения направленных 
мутаций, в  том числе определенных нуклео-
тидных замен, инсерций и  делеций. Сначала 
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был предложен метод редактирования (замены) 
отдельных азотистых оснований без внесения 
двухцепочечных разрывов, получивший назва-
ние редактирование оснований (Base Editing, 
BE). Этот метод основан на использовании му-
тантной нуклеазы Cas (никазы), которая вносит 
одноцепочечный разрыв в ДНК. В зависимости 
от того, какой нуклеотид предполагается изме-
нить, возможно редактирование азотистых ос-
нований аденинового (ABE) или цитозиново-
го (CBE) типа. К  никазе nCas9 в  этих случаях 
пришивают дополнительные ферменты  – ци-
тидиндезаминазу вместе с  ингибитором ура-
цил-ДНК-гликозилазы или аденозиндезамина-
зу. Применительно к растениям эта технология 
подробно рассмотрена в обзоре [3].

Довольно перспективным вариантом ге-
номного CRISPR/Cas-редактирования является 
прайм-редактирование (Prime Editing, PE), раз-
работанное в лаборатории D.R. Liu [4]. РЕ имеет 
преимущества перед редактированием отдель-
ных нуклеотидов, поскольку способно прицель-
но изменить определенный нуклеотид, тогда 
как при редактировании оснований возможны 
ошибки, особенно если в целевом участке на-
ходятся несколько одинаковых азотистых ос-
нований или гомополимерный тракт. К  тому 
же с помощью BE можно вносить замены путем 
транзиций A↔G  и  C↔T  и  только одного типа 
трансверсий C→G, а РЕ позволяет осуществлять 
все 12 возможных замен азотистых оснований. 
Кроме того, с  помощью РЕ  можно заменить 
сразу несколько нуклеотидов подряд, а  также 
внести инсерцию или делецию без использова-
ния специальной донорной ДНК. PE позволяет 
осуществлять нокаут гена более направленно 
и эффективно, максимально исключая непред-
сказуемые мутации, возникающие при обыч-
ном CRISPR/Cas-редактировании с  двухцепо-
чечными разрывами. В начале своего развития 
технология РЕ была малоэффективной отчасти 
из-за отсутствия двухцепочечных разрывов, од-
нако ее удалось усовершенствовать, в том числе 
добавив еще одну Cas-никазу, расщепляющую 
дополнительно нередактированную цепь ДНК 
после репарации редактированной [4].

Несмотря на то что метод РЕ появился со-
всем недавно, разработано уже значительное 
число его модификаций, и  нет никаких со-
мнений в  дальнейшем его развитии, что отча-
сти объясняется необходимостью повышения 
эффективности. Этот недостаток РЕ  отмечен, 
в  том числе в  статье, посвященной 10-летию 
CRISPR/Cas-технологии и  ее  перспективам 
[5]. В РЕ задействованы Cas9-никаза, обратная 
транскриптаза и удлиненная гидовая РНК, по-
этому все варианты улучшения данного метода 
предполагают различные модификации этих 
трех основных компонентов как по  отдельно-
сти, так и в комплексе. 

Прайм-редактированию, в том числе расти-
тельных геномов, посвящены несколько обзо-
ров [6–16]. Появились и подробные протоколы 
проведения такого редактирования [17], в  том 
числе на  растительных объектах [18], а  также 
важные усовершенствования, которые необхо-
димо рассмотреть дополнительно. Существует 
множество программ для дизайна гидовых РНК 
(sgРНК, single guide), используемых в  класси-
ческом CRISPR/Cas-редактировании [19–21]. 
Однако для РЕ их пока не так много, что свя-
зано не только с новизной метода, но и с более 
сложной структурой pegРНК, которая содержит 
в себе донорную последовательность.

В  данном обзоре основной акцент сделан 
на РЕ растительных геномов, первые результа-
ты которого появились уже весной 2020 г. [22], 
и с тех пор их количество неуклонно растет [23–
25]. При этом внимание уделено и  различным 
модификациям PE, предложенным для живот-
ных, включая клетки человека, поскольку через 
некоторое время многие из них наверняка будут 
адаптированы и к геномам растений.

ПРАЙМ-РЕДАКТИРОВАНИЕ –  
PE1, PE2, PE3

В 2019 г. было опубликовано описание сра-
зу нескольких вариантов нового метода РЕ [4]. 
Все эти варианты основаны на  использовании 
химерного белка, состоящего из  никазы nCas9 
(H840A), сшитой с  обратной транскриптазой 
вируса лейкоза мышей Молони (M-MLV). При 
этом оба белка несли сигналы ядерной локали-
зации (Nuclear Localization Signal, NLS) вируса 
SV40. Никаза nCas9 – это производное нуклеазы 
Cas9 дикого типа, узнающей прилежащий к про-
тоспейсеру мотив PAM (Protospacer Аdjacent 
Мotif), участок NGG бактерии Streptococcus 
pyogenes. У никазы nCas9 нарушен домен HNH, 
тогда как домен RuvC остается каталитически 
активным, что определяет формирование этим 
ферментом только одноцепочечного разрыва. 
Химерный белок позволяет применять видо-
измененную (удлиненную) гидовую РНК, так 
называемую pegРНК, несущую на 3ꞌ-конце до-
полнительную последовательность, состоящую 
из нескольких зон, одна из которых – PBS (сайт 
связывания праймера, Primer Binding Site) – слу-
жит местом отжига праймера – фрагмента редак-
тируемого участка ДНК со  свободным 3ꞌ-кон-
цом, образующимся при никировании мишени 
nCas9 и расплетании цепей под действием этого 
фермента. Другая зона pegРНК – RTT (Reverse 
Transcriptase Template) – представляет собой ма-
трицу с намеченными изменениями нуклеотид-
ных последовательностей для ее  копирования 
обратной транскриптазой. Кроме того, в состав 
RTT входит участок HA (Homologous Arm), го-
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мологичный ДНК-мишени за пределами места 
непосредственного редактирования, служащий 
для облегчения интеграции внесенных измене-
ний в исходную последовательность ДНК. В ре-
зультате такого РЕ  образуются два типа цепей 
ДНК с так называемыми лоскутами (Flap). При-
чем один из них (3ꞌ-Flap) несет отредактирован-
ную последовательность, тогда как 5ꞌ-Flap пред-
ставляет собой неизмененную исходную ДНК. 
В результате репарационных процессов в самой 
клетке происходит восстановление цельных по-
следовательностей ДНК как подвергнутых редак-
тированию, так и исходных, что, к сожалению, 
заметно снижает эффективность РЕ. Однако 
существует мнение, что 5ꞌ-Flap более подвержен 
воздействию структурно-специфичных эндону-
клеаз и 5ꞌ-экзонуклеаз самой клетки. Описанный 
процесс схематично изображен на рис. 1. Нужно 
еще заметить, что вносить изменения в участок 
PAM желательно таким образом, чтобы исклю-
чить его дальнейшее узнавание никазой Cas9 
и тем самым остановить возможное продолже-
ние (повторного) редактирования. 

В  варианте PE1, оказавшемся востребо-
ванным практически лишь на этапе отработки 
технологии РЕ  in vitro, использовали обратную 
транскриптазу M-MLV дикого типа с  неопти-
мальными характеристиками, поэтому для улуч-
шения этого фермента [4] использовали мута-

генез и отобрали пентамутант (D200N/L603W/
T330P/T306K/W313F), который сшили с ника-
зой nCas9. Вариант РЕ на их основе, названный 
PE2, превзошел предшественника PE1 в  1.6–
5.1  раза на  разных мишенях. Помимо улуч-
шения свойств фермента M-MLV, проведена 
и оптимизация pegРНК в части протяженности 
PBS и GC-состава дополнительной последова-
тельности – от 40 до 60%. Усовершенствование 
РЕ продолжилось, в результате чего был разра-
ботан вариант PE3 с подвариантом PE3b. Прин-
ципиальное отличие РЕ3 и РЕ3b от PE2 и PE1 
состояло в участии второй никазы nCas9, внося-
щей дополнительный одноцепочечный разрыв, 
что заметно повысило эффективность получе-
ния желаемых мутаций. В PE3 ngРНК (nicking 
sgРНК) вносила дополнительный разрыв 
в ту же цепь на расстоянии 14–116 нуклеотидов 
от  разрыва, полученного с  помощью pegРНК, 
что повысило эффективность редактирования 
в 1.5–4.2 раза по сравнению с PE2. Подвариант 
PE3b, в  свою очередь, оказался эффективнее 
PE3 в 13 раз благодаря тому, что дополнитель-
ный разрыв находился на  нередактированной 
цепи. С этой целью ngРНК к Cas9-никазе наце-
ливали на уже редактированную последователь-
ность. В  целом в  ходе этой пионерной работы 
[4] получены 19 вставок с наибольшим размером 
44 п.н., 23 делеции с максимальным размером 
80 п.н., 119 точечных мутаций, включая 83 тран-
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Рис. 1. Схематичное изображение процесса прайм-редактирования геномной ДНК. HA – гомологичное плечо; 
RTT – матрица для обратной транскриптазы; edit – участок, содержащий мутации, который планируется внести 
в геном; PBS – сайт связывания праймера (другие пояснения в тексте). 
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сверсии, а также еще ряд изменений в геномах 
человека и мыши (в культурах клеток) без обра-
зования двухцепочечных разрывов. 

Варианты РЕ, а также эффективность внесе-
ния изменений сравнивали во многих публика-
циях, однако численные показатели в большей 
степени зависят от выбранных мест редактиро-
вания, а также от используемого оборудования, 
методов и квалификации экспериментатора.

ПРАЙМ-РЕДАКТИРОВАНИЕ  
– PE4, PE5, PEMAX

Под руководством D.R. Liu разработаны 
усовершенствованные варианты РЕ  – PE4, 
PE5 и PEmax [26]. В ходе PE возникают участ-
ки с неполным спариванием, которые репари-
руются присущими клеткам механизмами, что 
снижает эффективность внесения целевых из-
менений. Одним из  решений этой проблемы 
стало ингибирование данного процесса с помо-
щью специфического доминантно-негативно-
го белка MLH1dn человека, состоящего из 756 
аминокислотных остатков. Ген этого белка 
транзиентно экспрессировался с  отдельной 
плазмиды. Таким образом, вариант PE2 пре-
вратился в PE4 (PE2+MLH1dn), а PE3 – в PE5 
(PE3+MLH1dn), использование которых приве-
ло к повышению эффективности редактирова-
ния в несколько раз и одновременно уменьшило 
количество нежелательных инделей. Варианты 
PEmax (PE2|PE3|PE4|PE5)max получены в  ре-
зультате внесения двух дополнительных мута-
ций в  SpCas9-никазу, а  также добавления еще 
одного NLS (c-Myc) на C-конец химерного бел-
ка. Размещение NLS (c-Myc) на N-конце этого 
белка привело к получению варианта PE* [27].

Помимо этого, в  PEmax предлагалось ис-
пользовать защищенную от действия РНКаз ги-
довую РНК, названную epegРНК (engineered). 
Это улучшение позволило провести 191 редак-
тирование 20 локусов в семи типах клеток мле-
копитающих. Причем в  одном из  случаев до-
стигнуто 72-кратное улучшение по  сравнению 
с  PE2 [26]. Изучая влияние клеточных систем 
репарации неспаренных азотистых оснований 
на  РЕ, обнаружили, что эффективность вне-
сения целевых изменений в нуклеотидные по-
следовательности в культурах клеток с несколь-
кими нарушенными генами репарации могла 
увеличиваться вплоть до 17 раз [28].

ПРАЙМ-РЕДАКТИРОВАНИЕ 
С НАТИВНОЙ CAS-НУКЛЕАЗОЙ –  

PEA1-NUC, PE-CAS9, PEN
В  описанных вариантах РЕ  в  качестве ос-

новного фермента использовали никазу nCas9, 
делающую одноцепочечные разрывы в ДНК. 

Позже стали применять комплекс обратная 
транскриптаза дикого типа  – нуклеаза Cas9 
с  полноценными функционально активными 
доменами RuvC и  HNH, обеспечивающими 
формирование двухцепочечных разрывов. Этот 
подход получил название PEA1-Nuc (all-in-one 
prime editing nuclease) [29], особенностью ко-
торого следует считать расположение на одной 
плазмиде всех элементов, необходимых для РЕ, 
включая дополнительную ngРНК и  селектив-
ный маркер (ген устойчивости к  пуромицину 
или GFP). В этом исследовании эффективность 
редактирования некоторых культур клеток че-
ловека достигала 95%, а  инъекции компонен-
тов редактирования в зиготы мышей приводили 
к корректным модификациям в 100% случаев. 

Подобный химерный комплекс, состоящий 
из  нуклеазы Cas9 и  обратной транскриптазы 
M-MLV (PE-Cas9), использовали также в каче-
стве вспомогательного, поскольку на его основе 
провели РЕ с парными pegРНК (более подробно 
описано в разделе о парном РЕ) [30]. 

Также описаны две стратегии РЕ с  полно-
ценной нуклеазой [31]. Первая подразумевала 
гомологичную репарацию (Homology-Directed 
Repair, HDR), основанную на  гомологичных 
участках в мишени и в RTT. Вторая – негомо-
логичную репарацию (Non-Homologous End 
Joining, NHEJ), приводящую к большему коли-
честву случайных инделей. Метод с  использо-
ванием полноценной нуклеазы как с HDR, так 
и с NHEJ получил название PEn (Prime Editor 
nuclease). Показано, что инсерция неболь-
ших фрагментов ДНК происходила с  большей 
эффективностью, чем в  варианте PE2 с  теми 
же pegРНК. К тому же в данной работе исполь-
зуемые для редактирования клетки человека 
обрабатывали ингибитором ДНК-зависимой 
протеинкиназы, что также повысило специфич-
ность редактирования. Позже вариант PEn был 
улучшен путем использования убиквитиниро-
ванных белков, действующих как ингибиторы 
NHEJ, что заметно повысило эффективность 
редактирования [32]. Этот подход получил на-
звание uPEn (ubiquitin). 

МОДИФИКАЦИИ pegРНК
Поскольку длина pegРНК больше, чем 

у sgРНК, и часть ее молекулы при формирова-
нии РНП-комплексов не экранируется Cas-бел-
ком, то  она в  большей степени, чем обычная 
sgРНК, подвержена разрушению РНКазами, по-
этому необходимо защищать свободный 3ꞌ-ко-
нец pegРНК. Например, обеспечить защиту 
pegРНК можно с  помощью расположенного 
на  3ꞌ-конце стабильного структурированного 
мотива (псевдоузла). Такая pegРНК получила 
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обозначение epeg (engineered) [33]. В  качестве 
псевдоузлов были выбраны аптамер evopreQ1, 
имеющий относительную небольшую длину 
(42  нуклеотида), а  также последовательность 
mpknot вируса М-МLV. Использование mpknot 
позволило не только обеспечить защиту от ну-
клеаз, но и могло способствовать повышенной 
активности обратной транскриптазы этого ви-
руса в составе химерного белка при РЕ. Изуче-
ние влияния epegРНК на эффективность РЕ ге-
нома риса показало, что вариант PPE3-evopreQ1 
заметно улучшил введение замен нуклеотидов 
в целый ряд мишеней, тогда как вариант PPE3-
mpknot проявил себя несколько хуже, но  обе-
спечил преимущество перед обычной pegРНК 
в немодифицированной системе PPE3 [34]. 

Размещение на  3ꞌ-конце pegРНК доволь-
но протяженного структурированного мотива 
(xrРНК), устойчивого к вирусной экзонуклеазе, 
привело к созданию xr-pegРНК и подхода xrPE. 
Использование xr-pegРНК в несколько раз уве-
личило эффективность получения коротких ин-
делей [35]. Получена также pegРНК, названная 
MS2pegR [36], содержащая на 3ꞌ-конце довольно 
протяженный аптамер MS2 со стабильной вто-
ричной структурой. Такая гидовая РНК спо-
собствовала значительному улучшению РЕ ряда 
локусов в протопластах риса. Недавно было по-
казано, что использование транскрипционного 
фактора P65 в дополнение к MS2 повысило эф-
фективность систем PE3 и PE5 [37].

Внесение в участок RTT pegРНК единичных 
мутаций, не  приводящих к  аминокислотным 
заменам, заметно повысило эффективность не-
скольких вариантов РЕ. Новая форма гидовой 
РНК получила название spegРНК, а  варианты 
редактирования  – sPE3 и  sPE5 [38]. Описаны 
также варианты aPE3 и aPE5, в которых исполь-
зовали apegРНК (altered). Структура apegРНК 
отличалась тем, что в малой шпильке констант-
ной части за  счет двух замен образовалась до-
полнительная GC-пара, упрочившая третичную 
структуру молекулы, что оказало положительное 
воздействие на эффективность РЕ [38]. 

Расположение на  3ꞌ-конце pegРНК G-ква-
друплексной структуры (17–18  нуклеотидов  – 
G3N1-3G3N1-3G3N1-3G3) показало ее  пригод-
ность для защиты гидовой РНК. Этот вариант 
РЕ получил название G-PE [39]. 

Во  избежание циклизации pegРНК за  счет 
гомологии части спейсерной последовательно-
сти и PBS-участка предложено дополнительно 
удлинять pegРНК, добавляя на ее 3ꞌ-конец 20 ну-
клеотидов, отвечающих за связывание со спец-
ифической нуклеазой Csy4 [40]. Эта нуклеаза 
может выполнять и другие полезные функции. 
Так, для варианта PE3, в котором требуется так-

же обычная гидовая sgРНК, pegРНК и  ngРНК 
экспрессировались полицистронно и расщепля-
лись РНКазой Csy4, ген которой располагался 
в  конструкции, кодирующей химерный белок 
из никазы и обратной транскриптазы. При этом 
отмечена возможность трудностей с доставкой 
к  месту редактирования необходимых компо-
нентов, но в целом этот подход, названный ePE 
(enhanced), позволил несколько повысить эф-
фективность РЕ [40]. 

Предложена также pegРНК, разделенная 
на  две части  – на  обычную ngРНК и  на  так 
называемую petРНК (prime editing template), 
представляющую собой объединение PBS- 
и RTT-участков pegРНК с аптамерной шпилеч-
ной структурой. Причем petРНК имеет как ли-
нейную, так и кольцевую форму, повышающую 
ее устойчивость к действию нуклеаз, генериру-
емую с помощью специальных рибозимов [41]. 

Нежелательными в pegРНК являются участ-
ки из четырех и более остатков урацила подряд, 
поскольку они приводят к  терминации цепи, 
транскрибируемой РНК-полимеразой III, про-
мотор которой обычно используют в генно-ин-
женерных конструкциях при геномном редак-
тировании методом CRISPR/Cas. Чтобы обойти 
это ограничение, предложено пользоваться про-
моторами РНК-полимеразы II [42]. Этот подход 
к РЕ получил название p2PE3. Следует заметить, 
что если синтезировать pegРНК химическим пу-
тем, то проблем с подобными последовательно-
стями не возникает. 

ПРАЙМ-РЕДАКТИРОВАНИЕ – pPE2, EPPE, 
PE-P3, ENPPE2, O-PE

В  первой работе по  РЕ  растений [22] была 
проведена оптимизация кодонов гена химер-
ного фермента и  использован убиквитиновый 
промотор Ubi-1. Это позволило провести ре-
дактирование геномов пшеницы и риса, причем 
в  последнем случае удалось достичь регенера-
ции 21.8% трансформантов. Разработан вариант 
pPE2 для растений [43], в котором использовали 
оптимизированную для улучшенной экспрессии 
в  растениях пентамутантную обратную транс-
криптазу M-MLV, сшитую с никазой nCas9 че-
рез 33-аминокислотный линкер. С  помощью 
pPE2, доставляемого в каллус риса с помощью 
Agrobacterium tumefaciens, удалось успешно от-
редактировать несколько последовательностей. 
В отдельных случаях эффективность редактиро-
вания превышала 30%, но при этом отмечалась 
сильная зависимость от  выбранной мишени. 
В варианте pPE3/pPE3b в ту же генно-инженер-
ную конструкцию под другим промотором был 
добавлен фрагмент ДНК, кодирующий дополни-
тельную ngРНК. Однако в отличие от животных 
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клеток это не привело к повышению эффектив-
ности редактирования [43]. Сообщалось также 
о  разработке нескольких версий прайм-редак-
тирования растений риса, обозначенных PPE3/
PPE3b-V01/V02, использующих оптимизацию 
кодонов для трансляции [25].

Вскоре был предложен способ РЕ ДНК риса 
с  использованием инактивированного доме-
на RTT M-MLV, ответственного за активность 
РНКазы H, способной разрушить цепь РНК 
в  гетеродуплексах pegРНК с  протоспейсером 
[44]. Метод получил название ePPE (engineered 
Plant Prime Editor), в  ходе разработки которо-
го в РНКазу H ввели мутацию D524N, а также 
удалили весь домен, отвечающий за  данную 
активность этого фермента. Для соединения 
nCas9 (H840A) никазы с измененной обратной 
транскриптазой M-MLV (∆RNase H) исполь-
зовали линкер из 32 аминокислотных остатков 
вирусного белка нуклеокапсида с шаперонной 
активностью. Испытание этих конструкций 
в РЕ протопластов риса выявило превосходство 
последнего варианта и  в  целом преимущество 
ePPE над обычным РЕ (1.8–3.4 раза). При этом 
не отмечено увеличения частоты нецелевого ре-
дактирования. 

Практически одновременно возможность 
снижения потенциального вреда домена РНКа-
зы H при РЕ изучали на животных [45]. Удале-
ние этого домена позволило уменьшить размер 
весьма крупной химеры белков nCas9 и M-MLV, 
кодирующая часть в которых составляет около 
6.35 т.п.н., что приводит к определенным про-
блемам при доставке генно-инженерной кон-
струкции к месту редактирования, что, впрочем, 
не столь существенно при работе с растениями. 
Укорочение фермента M-MLV привело к созда-
нию белков из 497, 474, 418 и 362 аминокислот-
ных остатков, но лишь первый из них оказался 
приемлемым для РЕ, названного компактным – 
compact PE. Укороченный химерный фермент-
ный комплекс, доставляемый с  помощью аде-
новирусного вектора (максимальная емкость 
которого составляет 4.8 т.п.н.) в клетки печени 
мыши, использовали при РЕ  в  формате PE3. 
Этот комплекс позволяет получать как делеции, 
так и вставки. 

Несколько позднее удалили фрагмент ДНК 
длиной 471 п.н., кодирующий домен РНКазы 
H, после чего обратная транскриптаза M-MLV 
была подвергнута дальнейшему укорочению. 
В результате кодирующая часть гена этого фер-
мента уменьшилась на 621 п.н., что позволило 
успешно доставить его в клетки печени мыши 
с использованием аденовирусного вектора [46].

В первом и во всех последующих вариантах 
РЕ  в  химерном ферментном комплексе обрат-

ная транскриптаза M-MLV следовала за ника-
зой nCas9, но возможно и иное их расположе-
ние [47]. При этом на примере редактирования 
трансгенных растений риса, протопластов куку-
рузы, а также клеток человека в отдельных слу-
чаях отмечено двух-трехкратное преимущество 
такой конструкции, содержащей участок RTT 
с множественными заменами, перед конструк-
циями с единичной заменой. Подобное редак-
тирование названо Prime Editor-Plant version 
3 (PE-P3). 

С использованием модифицированных гидо-
вых РНК (pegРНК-evopreQ1 и pegРНК-mpknot), 
а также композитного промотора создана целая 
группа векторов, обеспечивших 64 и 77% точных 
мутаций в  отдельных локусах эмбриогенного 
каллуса риса. Подход получил название enpPE2 
(enhanced plant) [48]. В другой работе при РЕ A. 
thaliana перебор различных промоторов и дру-
гих компонентов привел к  созданию варианта 
O-PE (optimized-prime editor) [49]. 

ПАРНОЕ ПРАЙМ-РЕДАКТИРОВАНИЕ – 
HOPE, PRIME-DEL, PEDAR, GRAND, WT-

PE, TWINPE, BI-PE, PETI
Практически одновременно и  независи-

мо друг от  друга несколько исследовательских 
групп начали разработку сшитых с  обратной 
транскриптазой Cas9-никаз с соответствующи-
ми им парными pegРНК (рис. 2). 

В  парном РЕ  одновременно используются 
две pegРНК, вносящие бреши в  разные цепи 
ДНК. Это приводит к  формированию каждой 
RTT 3ꞌ-Flap, комплементарных друг другу, что 
заметно увеличивает вероятность возникнове-
ния целевых мутаций. Благодаря такому подхо-
ду появляется возможность получить делеции 
и инсерции увеличенного размера.

Так, опубликованы данные о  применении 
двух nCas9-никаз в методе, получившем назва-
ние HOPE (homologous 3ꞌ-extension mediated 
prime editor [50], особенностью которого мож-
но считать нацеливание гидовых РНК на  раз-
ные цепи ДНК, из-за  чего они были названы 
S-pegРНК и  AS-pegРНК (sense и  antisense со-
ответственно). К этим РНК подобраны участки 
S-PAM и AS-PAM соответственно. Также в RTT 
отсутствовали HA-последовательности, которые 
в  этих двух pegРНК заменены последователь-
ностями, комплементарными друг другу, что 
приводило к образованию двух 3ꞌ-Flap, готовых 
спариваться между собой. Это заметно повыша-
ло эффективность РЕ при получении делеций 
и  инсерций по  сравнению с  вариантами PE2 
и PE3. 
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Рис. 2. Схематичное изображение процесса парного прайм-редактирования геномной ДНК с использованием двух 
никаз. – гомологичное плечо; RTT – матрица для обратной транскриптазы; edit – участок последовательности, 
содержащий мутации, которые планируется внести в геном; PBS – сайт связывания праймера (другие пояснения 
в тексте). 

Описано также парное РЕ, названное 
PRIME-Del [51] и  ориентированное в  первую 
очередь на  получение протяженных делеций, 
одна из  которых превышала 10  т.п.н. (10204 
п.н.), и  с  эффективностью 1% локализовалась 
в  локусе HPRT1 культуры клеток человека. 
Внесение делеции 546 п.н. в ген зеленого флу-
оресцентного белка, внедренного до этого в ге-
номную ДНК человека, оказалось заметно более 
успешным. Помимо этих и ряда более коротких 
делеций, метод парного РЕ PRIME-Del позво-
лил вносить в геном также небольшие инсерции 
(менее 100 п.н.). 

Разработан схожий метод PEDAR (Deletion 
And Repair)  – модификация PE-Cas9, особен-
ность которого состоит в использовании полно-
ценной нуклеазы Cas9 вместо никазы и второй 
pegРНК [30]. Отмечена более высокая эффек-
тивность PEDAR, но  при этом увеличилось 
и  количество нежелательных мутаций, что не-
удивительно, учитывая возникновение двухце-
почечных разрывов. Возможности этого мето-
да продемонстрированы с  помощью делеций 
длиной 991 п.н. и более протяженных, пример-
но 8 и 10 т.п.н., а также инсерций 44 и 60 п.н., 

несущих сайты узнавания эндонуклеазы I-SceI 
и рекомбиназы Cre/LoxP соответственно.

Предложен еще один метод парного 
РЕ  GRAND (genome editing by  RTTs partially 
aligned to each other but nonhomologous to target 
sequences within duo pegРНК) [52]. В нем также 
отказались от  HA-последовательностей, а  для 
повышения эффективности внесения измене-
ний в редактируемый геном в RTT интегрирова-
ли участки, комплементарные друг другу. Такой 
подход позволил вводить инсерции длиной 150 
и 250 п.н. с эффективностью 63 и 28% соответ-
ственно. Внедрение вставок длиной свыше 400 
п.н. происходило с низкой частотой, тем не ме-
нее удалось вставить около 1 т.п.н. 

Описано использование нуклеазы Cas9 ди-
кого типа вместе с  парными pegРНК, а  метод 
РЕ на ее основе получил название WT-PE (Wild 
Type) [53]. Существуют варианты этого мето-
да  – C1-WT-PE  и  C2-WT-PE  (Class 1  и  Class 
2), отличающиеся, соответственно, наличием 
и отсутствием HA-последовательностей в RTT. 
Помимо относительно небольших делеций (не-
сколько сотен пар нуклеотидов), с  помощью 
данного метода удалось осуществить межхромо-
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сомную транслокацию в клетках человека, раз-
мер которой составил около 16.8 млн.п.н. 

В 2022 г. основоположники РЕ описали но-
вый вариант, названный twinPE и ряд его моди-
фикаций, одна из которых не содержит HA-по-
следовательности, но  образующиеся при этом 
3ꞌ-Flap у  парных никаз комплементарны друг 
другу, что способствует возникновению протя-
женных делеций. Например, из гена DMD, от-
ветственного за возникновение миотонической 
дистрофии Дюшенна, было удалено 780 п.н. 
с эффективностью 28% при частоте случайных 
инделей 5.1%. Метод twinPE позволяет осущест-
влять не только делеции, но и вставки длиной 
около 100 п.н. В  одной из  вставок находились 
attB- и  attP-сайты рекомбиназы Bxb1, с  помо-
щью которой в геномы затем удалось вставить 
фрагмент ДНК протяженностью 5.6 т.п.н. с эф-
фективностью, варьирующей от  1.4  до  6.8%. 
С  использованием этих сайтов и  рекомбина-
зы в одностадийном эксперименте осуществи-
ли инверсию фрагмента ДНК длиной около 
40 т.п.н. с частотой 2% [54].

В  дальнейшем эта группа методов РЕ  по-
полнилась вариантами Bi-PE 2 и 3 (Bi-direction) 
с  парными pegРНК [55]. В  отличие от  Bi-
PE-2, при Bi-PE-3  в  RTT дополнительно вне-
дряли участок HA, длина которого менялась 
от 8 до 50 нуклеотидов. Однако особой разницы 
во влиянии длины HA на эффективность деле-
ций не обнаружено. С помощью Bi-PE-3 из гена 
HEK3 человека удалили 831 п.н., а также ввели 
инсерции длиной до 100 п.н., включая вставку 
парных сайтов системы Cre/LoxP, позволяющих 
затем внедрять протяженные фрагменты ДНК. 

Парные pegРНК использовали еще в одной 
работе с использованием PE2 [56]. Предложен-
ный подход был назван PETI (Translocation and 
Inversion), с его помощью наряду с модельным 
экспериментом, в котором беспромоторный ген 
зеленого флуоресцентного белка поместили под 
действующий промотор, в клетках человека по-
лучили транслокации и инверсии протяженных 
участков ряда генов, связанных с  онкологиче-
скими заболеваниями.

Интересно, что парные pegРНК, разрезаю-
щие противоположные цепи ДНК, использова-
ли для повышения эффективности PE и назва-
ли этот подход Dual pegRNA strategy [57]. Это 
исследование заслуживает особого внимания, 
поскольку его объектом служили растения риса, 
хотя обычно наука о растениях несколько “от-
стает” в  вопросах применения передовых тех-
нологий. Однако в этой работе редактирование 
генома риса с помощью парных pegРНК было 
выполнено с  целью введения точечных мута-
ций, а также получения коротких одно-, двух-

нуклеотидных инделей. При этом эффектив-
ность редактирования возросла в 2.9–17.4 раза 
по сравнению с обычным PE2. При этом соот-
ношение побочных продуктов редактирования 
было не больше, чем при использовании одной 
pegРНК. Эта работа примечательна еще тем, что 
обстоятельно определяли оптимальную темпе-
ратуру плавления PBS, которая оказалась рав-
ной 30°С. Дизайн pegРНК разрабатывали с ис-
пользованием специализированной программы 
PlantPegDesigner, которая будет подробно рас-
смотрена в  соответствующем разделе. Следует 
отметить, что авторы [57] не ставили задачи ин-
дуцировать инсерции или делеции протяженных 
фрагментов ДНК, как в других работах по пар-
ному РЕ.

В целом описанные варианты РЕ с исполь-
зованием парных pegРНК имеют определенные 
преимущества для создания инделей. В частно-
сти, удается получить более протяженные инде-
ли, чем, например, с помощью вариантов PE2 
и PE3. Во многом это возможно благодаря двум 
одноцепочечным разрывам на  противополож-
ных цепях ДНК (при использовании Cas-ни-
каз), которые до определенной степени можно 
приравнять к двухцепочечным разрывам, в зна-
чительной степени способствующим процессам 
рекомбинации. 

ПРОЧИЕ ВАРИАНТЫ ПРАЙМ-
РЕДАКТИРОВАНИЯ

Используемая в  РЕ  никаза nCas9 узнает 
PAM-участок NGG, что может ограничивать 
ее  применение на  AT-богатых последователь-
ностях. При этом у  разных видов бактерий 
найдено множество Cas-нуклеаз, распознаю-
щих другие виды PAM. Эти никазы весьма ши-
роко используются в  классических вариантах 
CRISPR/Cas-редактирования. Помимо при-
родных Cas-нуклеаз созданы их  генно-инже-
нерные мутантные формы, узнающие еще бо-
лее широкий спектр PAM. Однако необходимо 
признать, что оптимально иметь фермент, 
не зависящий от PAM-участка, который наце-
ливается на нужное место редактирования лишь 
протоспейсерной последовательностью. И  ра-
боты в этом направлении ведутся [58]. Такими 
ферментами, почти нетребовательными к нали-
чию PAM-участков, можно считать мутантные 
Cas-нуклеазы SpG и  SpRY, где R  = A  или G, 
а Y = C или T. При конструировании SpG-ну-
клеазы произведено шесть замен аминокислот 
в Cas9, а для получения второй нуклеазы к этим 
шести заменам добавили еще пять. Разумеется, 
не  могло не  возникнуть идеи воспользоваться 
ферментами, подобными Cas9, для РЕ. В одной 
из работ [59] в данные нуклеазы ввели мутации 
H840A, чтобы превратить их  в  никазы. Затем 
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уже на  их  основе были разработаны варианты 
РЕ, названные PE2-VQR, PE2-VRQR (с  PAM 
участками NGA), PE2-VRER (PAM – NGCG), 
PE2-NG, PE2-SpG, PE2-SpRY, позволившие 
получить более 50 мутаций в клетках HEK293T 
человека. Недавно для РЕ  успешно использо-
вали нуклеазу FnCas9 из  бактерии Francisella 
novicida, узнающую традиционную PAM-после-
довательность NGG – в нуклеазу FnCas9 внес-
ли мутацию H969A и  получили из  нее никазу 
[60]. Ранее никазу nSaCas9 (N580A) применили 
в РЕ ряда генов риса, однако надежд на улучше-
ние процесса внесения изменений она не оправ-
дала [61]. 

Что касается альтернативы обратной транс-
криптазе M-MLV, то сообщается об испытании 
девяти подобных ретровирусных ферментов, 
из  которых лишь фермент XMRV (xenotropic 
murine-leukemia-virus-related virus) показал не-
которую пригодность для РЕ, приблизитель-
но в 3 раза уступив пентамутанту M-MLV [46]. 
Однако ниже будет рассмотрено более карди-
нальное решение применения в  РЕ  обратной 
транскриптазы как индивидуального фермента, 
не сшитого с Cas. 

Так, стало известно о возможности исполь-
зования в РЕ несшитых никазы nCas9 и обрат-
ной транскриптазы M-MLV, что позволило за-
действовать два аденовирусных вектора, один 
из которых нес ген никазы nCas9, а второй – ген 
обратной транскриптазы вместе с  участками, 
кодирующими pegРНК и ngРНК [41]. Этот под-
ход получил название разделенного РЕ  (split-
PE, sPE). Гидродинамическая инъекция этих 
компонентов в клетки печени мышей позволила 
получить намеченные мутации с сопоставимым 
числом нецелевых мутаций, характерным для 
варианта PE3 [41]. 

Описано разделение никазы nCas9 и обрат-
ной транскриптазы M-MLV, причем обратная 
транскриптаза была укорочена почти на  треть 
и потеряла РНКазную (РНКаза H) активность 
[62]. Эффективность РЕ клеток человека с по-
мощью PE2 и split-PE2 была сопоставимой.

Еще до  начала использования несшитых 
ферментов nCas9 и  M-MLV в  ряде работ при-
менили временное разделение этих ферментов 
с их последующим восстановлением с помощью 
интеиновых систем. Такие манипуляции были 
направлены главным образом на  облегчение 
доставки к месту редактирования необходимых 
компонентов, в том числе с помощью аденови-
русного вектора, емкость которого ограничена 
4.8 т.п.н., тогда как химерный ферментативный 
комплекс имеет заметно больший размер. Так, 
на  основе интеина Rhodothermus marinus скон-
струированы четыре варианта разделения этих 

ферментов, один из которых оказался наиболее 
удачным. С его помощью проведено РЕ путем 
плазмидной трансфекции клеток человека ме-
тодом электропорации и инъекции этих клеток 
в сетчатку глаза мышей in  vivo [63]. Метод на-
звали dual-AAV split-PE. Предложен также ва-
риант РЕ с временным разделением химерного 
фермента и  его дальнейшим восстановлени-
ем, но  с  использованием интеиновой системы 
Nostoc punctiforme [27]. Несколько позже, также 
с помощью интеиновой системы N. punctiforme, 
nCas9 и  M-MLV разделили, затем доставили 
к месту редактирования и повторно объедини-
ли. У M-MLV при этом был удален домен раз-
мером около 0.6  т.п.н., кодирующий РНКазу 
H, что несколько уменьшило размер обратной 
транскриптазы. Химерный фермент, назван-
ный PE2∆RnH [64], успешно использовали для 
РЕ  генома клеток печени мыши путем инъек-
ции плазмидных конструкций в вену в условиях 
in vivo. 

Улучшить РЕ  можно, встраивая ДНК-свя-
зывающий домен через линкеры из 16 и 33 ами-
нокислот между никазой Cas9 и  обратной 
транскриптазой M-MLV [65]. Этот подход на-
зван hyperPE2, сокращенно hyPE2. Однако при 
РЕ генома риса этот подход, названный phyPE2 
(plant), неожиданно оказался менее эффектив-
ным, чем стандартный PE2. 

Улучшить эффективность РЕ  попытались, 
добавив на N-конец химерного белка nCas9/M-
MLV пептид из  85  аминокислотных остатков 
[66]. С этой целью создана библиотека из 12000 
пептидов, из  которых выбрали наиболее пер-
спективные, способствующие повышению эф-
фективности трансляции в  клетке. В  соответ-
ствии с обозначением одного из двух наиболее 
подходящих пептидов такой вариант РЕ назван 
IN-PE2. 

Обнаружено, что некоторые химические 
ингибиторы гистоновых деацетилаз (HDACi – 
Histone Deacetylase inhibitors) повышают эф-
фективность получения инделей методом РЕ, 
но не однонуклеотидных замен [67]. Показано 
[68], что применение хроматин-модулирую-
щих пептидов (CMP  – Chromatin-modulating 
peptides) улучшает доступность места редак-
тирования, что легло в основу подходов CMP-
PE-V1  и  CMP-PE-V2, отличающихся локали-
зацией нуклеосомных доменов HN1 и  H1G 
в  составе слитого химерного белка. В  этой 
же работе предпринята попытка сделать хрома-
тин более доступным, связав с  участком ДНК 
недалеко от места РЕ так называемую dsgРНК 
(dead), не приводящую к возникновению разры-
вов цепей из-за ее особой структуры, как это по-
казано ранее [69]. Здесь можно также заметить, 
что подобного эффекта большей доступности 
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МЕТОДЫ ПРАЙМ-РЕДАКТИРОВАНИЯ ГЕНОМОВ
ДНК удалось добиться с помощью каталитиче-
ски неактивной нуклеазы dCas9, расплетающей 
цепи ДНК неподалеку от целевого сайта при ус-
ловии использования для него другой нуклеазы 
Cas, не конкурирующей за dsgРНК [70]. Теоре-
тически это можно применить и для РЕ, причем 
со значительным эффектом.

Для РЕ  гена супероксиддисмутазы в  куль-
туре клеток человека предложено использовать 
транспозонную систему piggyBac, позволяющую 
удалять сделавшую свое дело конструкцию. Та-
кой подход получил название PB-PE (piggyBac) 
[71]. Можно отметить, что этот транспозон уже 
использовали в  CRISPR/Cas9-редактировании 
генома риса для доставки трансгенов [72]. Мож-
но предположить, что PB-PE найдет примене-
ние в РЕ растительных объектов. 

Практически все вышеописанные методы 
предполагали доставку компонентов к  местам 
редактирования с  помощью генно-инженер-
ных конструкций как встраиваемых в  геномы 
редактируемых объектов, так и экспрессирую-
щихся транзиентно. Иной подход заключается 
в доставке тем или иным способом в ядро клет-
ки готовых РНП, формируемых in  vitro из  ги-
довых РНК и подходящих Cas-нуклеаз. Подход 
имеет определенные преимущества, чему ранее 
мы уделили значительное внимание при рассмо-
трении классического CRISPR/Cas-редактиро-
вания растительных объектов [73, 74]. Что каса-
ется прайм-редактирования с  использованием 
готовых РНП, то такие варианты для растений 
пока не описаны, имеются лишь единичные пу-
бликации, в которых сообщается о применении 
этой технологии. Так, в экспериментах на эм-
брионах полосатого данио Danio rerio сформиро-
ванный и доставленный к месту РЕ РНП, содер-
жащий в составе химерного фермента обратную 
транскриптазу, позволил успешно индуцировать 
делеции (5 и 10 п.н.) и инсерции (от 3 до 18 п.н.) 
с эффективностью более 33 и 18% соответствен-
но [75]. В этой же статье при работе с культурой 
клеток человека G  заменили на  C, получили 
инсерцию 3 п.н. и делецию 5 п.н. с эффектив-
ностью около 6, 15 и 21% соответственно. При 
этом отмечено возникновение нецелевых мута-
ций при использовании вариантов PE2 и PE3. 
Необходимо отметить, что в этих экспериментах 
5ꞌ- и 3ꞌ-концы pegРНК и ngРНК несли стабили-
зирующие модификации. Еще в  одной работе 
[41], описывающей РЕ в варианте sPE с раздель-
ными никазой nCas9 и обратной транскрипта-
зой M-MLV, компоненты редактирования (РНП 
или соответствующих мРНК) в клетки человека 
доставляли с помощью электропорации. Были 
опробованы несколько вариантов: использовали 
мРНК никазы nCas9 и обратной транскриптазы 
M-MLV (sPE), а также единую мРНК химерно-
го фермента (PE2) вместе с pegРНК и ngРНК. 

В случае доставки РНП обратная транскриптаза 
не входила в его состав, а котрансфицировалась 
в виде отдельного белка, несущего NLS данного 
фермента. При этом эффективность внесения 
целевых мутаций этими способами различалась 
незначительно при сопоставимом проценте не-
целевых инделей. 

Из-за относительно низкой эффективности 
РЕ в целом этот метод, несмотря на его потен-
циал, пока не имеет широкого распространения. 
При этом стоит задача повысить успешность 
редактирования, в том числе путем обогащения 
пула клеток, в которых произошло целевое РЕ. 
Так, предложено использовать редактирова-
ние модельного гена, которое будет приводить 
к изменению фенотипа. В такой ген намеренно 
вносятся мутации, которые будут исправлены 
при успешном редактировании. В качестве ре-
портерного гена использовали расположенный 
на  плазмиде транзиентно экспрессирующийся 
дефектный GFP, который восстанавливали вве-
дением обратных мутаций с помощью РЕ [76]. 
Клетки, в  которых ожидалась более высокая 
вероятность целевого РЕ, отбирали по  интен-
сивности флуоресценции GFP. Авторы назвали 
свой метод PEAR (Prime Editor Activity Reporter). 
Несколько отличающийся способ обогащения 
редактированных последовательностей получил 
название fluoPEER (fluorescent Prime Editing 
Enrichment Reporter) [77]. В  способе fluoPEER 
между генами двух флуоресцентных белков GFP 
и mCherry на плазмиде располагался фрагмент 
геномной ДНК длиной 45–100 п.н., который 
требовалось отредактировать. При успешном 
редактировании возникало свечение второго 
белка mCherry, что свидетельствовало о нужном 
изменении клонированного участка, а  значит, 
и в самой геномной ДНК возникла, вероятно, 
аналогичная целевая мутация. Сортировка кле-
ток с  помощью проточной цитофлуориметрии 
выявила трехкратное обогащение редактиро-
ванными клетками. Суррогатным модельным 
маркером служил ген Na+/K+-АТРазы, обе-
спечивающей устойчивость к  сердечному гли-
козиду уабаину [78]. Редактирование подобных 
плазмид позволяет достаточно быстро оценить 
эффективность новых модификаций системы 
PE-CRISPR и  перспективы их  использования 
в редактировании геномной ДНК.

В некоторых работах метод РЕ использовали 
с  иными целями, нежели улучшение характе-
ристик организма. Так, с помощью РЕ в геном 
культуры клеток человека вставляли короткие 
участки ДНК с рандомными последовательно-
стями [79]. С этой целью конструировали pegР-
НК, несущие PBS длиной 13 нуклеотидов, далее 
следовал участок RTT с  HA-последовательно-
стью из 10 нуклеотидов, между которыми поме-
щалась случайная последовательность из 5 (10) 
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нуклеотидов, образующая множество комбина-
ций перестановок азотистых оснований (45 или 
410), которые в итоге внедрялись в разные ме-
ста генома. Этот метод, получивший название 
Random-PE, может использоваться в разных це-
лях, в частности для баркодирования. 

Предложен также метод регистрации собы-
тий, последовательно происходящих в геноме, 
получивший название DNA Typewriter. Он  за-
ключается в  записи на  некой условной ленте 
ДНК (DNA Tape) тандемно расположенных 
спейсеров, из которых активен только первый, 
а  остальные укорочены, но  активируются по-
очередно после внедрения предыдущего, что 
приводит к возникновению PAM-участка NGG 
[80].

КОМПЬЮТЕРНЫЕ ПРОГРАММЫ ДЛЯ 
ПРАЙМ-РЕДАКТИРОВАНИЯ

Существует большое количество программ 
дизайна гидовых РНК для разных вариантов ге-
номного редактирования CRISPR/Cas [19‒21], 
тогда как для pegРНК таких программ значи-
тельно меньше. Их  описание следует начать 
с  web-приложения PE-Designer (http://www.
rgenome.net/pe-designer/) [81], которое входит 
в большой пакет прикладных программ CRISPR 
RGEN Tools (http://www.rgenome.net/). Для вы-
бора подходящих мест редактирования в рефе-
ренсной последовательности длиной до  1000 
п.н. предлагается выбрать тип никазы, включая 
мутантные формы из довольно большого переч-
ня (SpCas9, VRER SpCas9, VQR SpCas9, SpRY 
Cas9, NG-Cas9 или xCas9 3.7, iSpyMac Cas9, 
SpRY Cas9, SpRY Cas9), которые различаются 
узнаваемыми PAM-участками. Необходимо вве-
сти в соответствующее окно ожидаемую после 
РЕ  последовательность, также длиной до  1000 
п.н. Требуется выбрать геном из большого спи-
ска, подразделенного на  следующие группы  – 
Vertebrates, Non-reference Vertebrates, Insects, 
Plants, Others. Для выбора доступно более 200 
видов растений, приведенных не в алфавитном 
порядке. Впрочем, есть возможность добавить 
отсутствующий геном, отправив соответствую-
щий запрос разработчикам программы. После 
этого остается указать длину спейсерной после-
довательности в диапазоне от 5 до 25 нуклеоти-
дов и  запустить процесс поиска. На  web-стра-
нице PE-Designer со  ссылкой на  публикацию 
Anzalone и соавт. [4] присутствует напоминание 
обо всех возможных 12 транзициях и трансвер-
сиях, а  также инсерциях и  делециях длиной 
до 44 и 80 нуклеотидов, которые могут образо-
ваться в результате РЕ. По завершении поиска 
программа выдает таблицу с перечнем предла-
гаемых вариантов. При выборе одного из  ва-
риантов появляется фрагмент нуклеотидной 

последовательности целевого участка с  реко-
мендуемыми pegРНК, выделенными красным 
цветом, тогда как возможные ngРНК отобра-
жаются синим цветом. Сопровождает эту про-
грамму еще одна – PE-Analyzer, служащая для 
анализа данных NGS на предмет выявления не-
целевых мутаций, но о ней речь пойдет дальше. 

Иной подход к подбору pegРНК предложен 
в  web-приложении1 pegFinder (http://pegfinder.
sidichenlab.org/) [82]. Программа может рабо-
тать с последовательностями длиной до 500 ну-
клеотидов, из которых исходная ДНК занимает 
лишь 300, поскольку рекомендуется по  краям 
целевого участка включать по 100 фланкирую-
щих нуклеотидов. Аналогичные рекомендации 
действуют и  при вводе желаемого результата 
редактирования. Далее предлагается выбрать, 
будет ли  это вариант PE3/PE3b, и  указать ме-
ста расположения ngРНК на расстоянии 40–150 
нуклеотидов от предполагаемого участка редак-
тирования. Затем необходимо выбрать основ-
ной фермент из трех возможных – Cas9-NGG, 
Cas9-NG, Cas9-SpRY. Разрешается опциональ-
но в  отдельное окно вводить гидовую РНК, 
заранее подобранную с  помощью подходящих 
программ дизайна [19–21]. Имеются у pegFinder 
и  другие опции. В  итоге генерируется таблица 
с подобранными pegРНК и sgРНК, а также со-
ответствующими олигонуклеотидами для кло-
нирования. 

Еще одна программа дизайна pegРНК  – 
PrimeDesign [83]. Эту программу можно как 
установить на компьютер пользователя (https://
github.com/pinellolab/PrimeDesign), так и  ис-
пользовать в качестве web-приложения (https://
drugthatgene.pinellolab.partners.org/). Сначала 
требуется ввести исходную последовательность 
с одновременным указанием планируемых изме-
нений в виде замен нуклеотидов, инсерций и де-
леций в  любой комбинации. Далее указывают 
длины участков PBS и RTT и расстояние до мест 
расщепления, вызываемых pegРНК и  ngРНК 
(до 100 нуклеотидов между ними). Имеется еще 
ряд параметров, которые может задавать экспе-
риментатор. После завершения подбора фор-
мируется таблица с  рекомендуемыми последо-
вательностями гидовых РНК и  информацией 
о  том, сохраняется ли  после редактирования 
PAM-участок. На сайте представлена короткая 
версия, демонстрирующая весь ход дизайна. 

Web-ресурс pegIT (https://pegit.giehmlab.dk/) 
[84] для дизайна pegРНК требует сначала вы-
брать тот или иной геном из небольшого списка, 
в котором есть три растения (рис, мягкая пше-

1  pegFinder также выложена на  сайте https://github.
com/rdchow/pegfinder 
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ница и кукуруза), после чего в другом окне по-
является возможность указать название гена или 
его идентификационный номер. Затем можно 
выбрать подходящую никазу из перечня (SpCas9, 
CjCas9, SaCas9, SaCas9KKH, SpCas9NG). Пред-
лагается еще несколько доступных опций для 
дизайна pegРНК, по результатам которого выда-
ется файл с нуклеотидной последовательностью 
и указанием ожидаемых изменений. 

Довольно широкие возможности дизайна 
pegРНК вместе с  ngРНК предоставляет про-
грамма PnB Designer, доступная как для уста-
новки на  компьютер пользователя (https://
github.com/SebastianSiegner/PnB-Designer), так 
и в виде web-приложения (https://fgcz-shiny.uzh.
ch/PnBDesigner/) [85]. PnB Designer позволяет 
выбрать геном из  нескольких представленных 
на сайте (человек, мышь, D. rerio, рис, A. thaliana, 
виноград) или использовать вариант ꞌNone of the 
aboveꞌ. Далее требуется выбрать тип поиска (для 
одного образца или для множественных), по-
сле чего ввести редактируемую последователь-
ность(и) или геномные координаты и  указать 
тип намечаемых изменений (замена, инсерция, 
делеция). Необходимо указать длины участков 
PBS и  RTT. Поиск подходящих гидовых РНК 
ведется по обеим цепям ДНК. При выдаче ре-
зультатов программа рассчитывает в том числе 
значение ꞌpegRNA scoreꞌ, показывающее степень 
надежности и эффективности внесения желае-
мых мутаций. Однако разработчики указыва-
ют, что относиться к этому показателю нужно 
с осторожностью.

Единственная программа, ориентирован-
ная непосредственно на  дизайн pegРНК для 
РЕ растительных объектов, – PlantPegDesigner 
version 1.0, реализованная в  виде web-ресур-
са (http://www.plantgenomeediting.net/), а  так-
же доступная для установки на  компьютер 
пользователя (https://github.com/JinShuai001/
PlantPegDesigner) [57]. Для дизайна pegРНК не-
обходимо ввести через буфер обмена нуклеотид-
ную последовательность, в которой намечаемые 
изменения указывают в круглых скобках по типу 
(G/A), (‑/T), (CGAT/‑) для замен, инсерций 
и делеций соответственно. Причем по краям це-
левой последовательности рекомендуется добав-
лять по 50 фланкирующих нуклеотидов. Также 
можно загрузить fasta-файл с нужной последо-
вательностью. Далее необходимо определиться 
с  PAM-участком (NGG, NG  или другой вари-
ант), выбрать длину спейсера и его GC-состав, 
а также характеристики PBS и RTT. Главное от-
личие PlantPegDesigner от  подобных программ 
состоит в возможности выбора одиночной или 
парных pegРНК. В  заключение необходимо 
выбрать подходящий вектор из  предназначен-
ных для агробактериальной трансформации, 
или для трансформации протопластов, или для 

бомбардировки золотыми частицами. В  зави-
симости от  выбранного вектора программой 
будут сгенерированы олигонуклеотидные по-
следовательности для клонирования. При этом 
PlantPegDesigner позволяет вести одновременно 
дизайн до 50 pegРНК, а по согласованию с раз-
работчиками – даже большего количества. Про-
грамма выдает результат в виде таблицы, содер-
жащей информацию о  подобранном спейсере, 
PBS, RTT, включая их GC-состав, температуры, 
рекомендуемые для РЕ, а также последователь-
ности для клонирования. 

Существует еще целый ряд программ, по-
зволяющих осуществлять дизайн pegРНК, ха-
рактеризующихся меньшим функционалом 
или не  имеющих web-приложений. Среди них 
Easy-Prime (http://easy-prime.cc/) [86], DeepPE 
(http://deepcrispr.info/DeepPE/), PETAL (https://
gt-scan.csiro.au/petal/submit) [29], Prime Editing 
Design Tool (https://primeedit.nygenome.org/), 
Prime-Del (https://primedel.uc.r.appspot.com/), 
multicrispr [87], PINE-CONE (https://github.
com/xiaowanglab/PINE-CONE) [88], PRIDICT 
(https://pridict.it) [89].

Поскольку pegРНК несет на 3ꞌ-конце допол-
нительный участок, который не  должен фор-
мировать нежелательную вторичную структуру 
с остальной частью РНК, необходимо проводить 
дополнительный скрининг подобранных PBS 
и  RTT. Для этого разработана компьютерная 
программа pegLIT (https://peglit.liugroup.us/), 
с помощью которой можно подбирать подходя-
щие дополнительные последовательности, ис-
ключающие их интерференцию с pegРНК [33].

Крайне важно после завершения редакти-
рования убедиться в  том, что целевые изме-
нения внесены, а нецелевые не возникли. Для 
этого применяется полногеномное секвени-
рование вместе со  специальными программа-
ми, одна из  которых упомянута выше  – PE-
Analyzer (http://www.rgenome.net/pe-analyzer/) 
[81]. Web-приложение этой программы позво-
ляет вводить данные секвенирования, выбрав 
его тип, в  виде файлов fastq или gzipped fastq, 
референсную последовательность, последова-
тельность спейсера pegРНК, информацию о на-
мечавшихся мутациях и ряд других параметров. 
Результаты классифицируются как исходные по-
следовательности, замены, инсерции и делеции 
и  выдаются в  виде таблицы. С  этой целью со-
здана также программа TAPE-seq (TAgmentation 
of  Prime Editor sequencing) [90], доступная для 
установки на компьютер пользователя с ресурса 
github (https://github.com/PhyzenInc/TAPE-seq_
flanking_depth). 
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При описании различных вариантов 
РЕ  выше упомянуты отдельные результаты, 
полученные при редактировании геномов рас-
тений, и необходимо их некоторое обобщение. 
Однако с учетом обзорной статьи [8] по РЕ ге-
номов четырех видов растений (рис, пшеница, 
кукуруза, томат), в которой проведен подробный 
анализ используемых на тот момент технологий 
трансформации, типа мутаций, эффективности 
их  получения и  сопутствующей информации, 
стоит остановиться лишь на  самых последних 
данных. В большинстве работ по РЕ генов рас-
тений объектом служит рис, эта тенденция со-
храняется, но при этом расширяется спектр ми-
шеней для редактирования. Так, в одной работе 
[91] мишенью в геноме риса был ген waxy, ответ-
ственный за биосинтез амилозы. В этой работе, 
ставящей целью определить преимущества того 
или иного варианта РЕ, лучшими оказались PE2 
и PE3: при использовании на одинаковых ми-
шенях вариант PE2 заметно превосходил PE3 – 
до  67% точного редактирования против 17%. 
Впрочем, подобный эффект характерен и  для 
многих ранее проведенных экспериментов.

С применением методов PE3max и PE5max 
и  соответствующих epegРНК в  ген EPSPS 
(5-енолпирувоилшикимат-3-фосфатсинтаза) 
риса (протопласты) были внесены мутации 
T173I, A174V и P177S, обеспечивающие устой-
чивость растений к глифосату [92], а также по-
лучены растения кукурузы с  устойчивостью 
к  глифосату, а  также к  другим гербицидам, 
обусловленной мутациями в  генах ацетолак-
татсинтазы (ALS) и  ацетил-СоА-карбоксила-
зы (ACCase) [93]. С  помощью варианта ePPE 
РЕ созданы мутантные растения риса, устойчи-
вые к гербицидам (сульфонилмочевине и ими-
дазолину) [44]. Кроме того, в  этой же  работе 
в  растениях риса с  трансгеном GFP заменили 
кодон CAC (His) на TAC (Tyr) в положении 66, 
что привело к  конверсии зеленого белка GFP 
в голубой (BFP) [44]. 

С помощью варианта PPE РЕ внесли изме-
нения в  геномы табака Nicotiana benthamiana, 
риса и  A. thaliana. Мишени выбирали с  таким 
расчетом, чтобы последствия подобного редак-
тирования были видны невооруженным глазом 
[94]. Еще большее число видов растений – рис, 
нут, арахис и  коровий горох  – использовали 
в модельных экспериментах по восстановлению 
мутантного GFP в  протопластах с  помощью 
парного РЕ, что, по-видимому, служит шагом 
к  применению этого метода в  селекционных 
программах для бобовых [95]. 

При РЕ такого модельного объекта, как мох 
Physcomitrium patens [96], в  качестве мишени 

был выбран ген аденин-фосфорибозилтранс-
феразы, превращающей аденин в аденозинмо-
нофосфат (АМР) и способный конвертировать 
2-фтораденин в токсичное для мха соединение 
2-фтор-АМР. Токсическое действие этого гена 
можно предотвратить введением терминирую-
щего кодона TGA вместо кодона в положении 
100 (AGG). В этой же работе модификация гена 
ацетолактатсинтазы придала картофелю устой-
чивость к  гербициду хлорсульфону. Причем 
в  обоих случаях вариант PE2 оказался лучше, 
чем PE3, что в целом можно считать характер-
ным для растительных объектов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Пожалуй, ни для одного метода молекуляр-

ной биологии, кроме разве что ПЦР, за  столь 
короткое время не предложено такого же мно-
гообразия вариаций, как для РЕ. Одно перечис-
ление аббревиатур названий модификаций ме-
тода с  расшифровкой может занять несколько 
строк. Главной причиной этому служит потен-
циальная возможность высокоточного внесения 
разноплановых изменений в геномы различных 
организмов, включая растения. Несомненным 
преимуществом PE является низкая частота не-
целевых мутаций, к сожалению, частично ниве-
лируемая невысокой эффективностью данного 
процесса, что заставляет совершенствовать ме-
тод. 

Эффективность PE  во  многом зависит как 
от редактируемого организма, так и от выбран-
ной мишени. Хотя pegРНК можно конструи-
ровать с  помощью компьютерных программ, 
рассчитанных на  дизайн sgРНК, важное зна-
чение имеют специализированные web-ресур-
сы и  программы РЕ. Они предназначены для 
целенаправленного подбора pegРНК с  учетом 
данных о полных геномах многих видов расте-
ний, животных, человека и других организмов 
и  позволяют улучшить процесс редактирова-
ния, максимально обходясь без нецелевых му-
таций. PegРНК имеет такое важное отличие 
от  sgРНК, как удлиненный 3ꞌ-конец, не защи-
щенный молекулой Cas9-никазы (нуклеазы), 
поэтому целый ряд работ направлен на то, что-
бы исключить разрушение этого конца pegРНК 
РНКазами с  использованием дополнительных 
последовательностей и  мутаций в  констант-
ных частях pegРНК, упрочняющих вторичную 
структуру этих молекул, вплоть до их циклиза-
ции и превращения в так называемую petРНК. 

Серьезным недостатком РЕ  является воз-
можное восстановление отредактированных 
последовательностей. Чтобы снизить эту веро-
ятность, предложено использовать белки, инги-
бирующие процессы репарации в живой клетке. 
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Эффективность введения целевых мутаций была 
повышена благодаря использованию дополни-
тельных Cas9-никаз, делающих другие разры-
вы на  той же  цепи, в  том числе в  области уже 
редактированной последовательности. Также 
практиковалось введение двухцепочечных раз-
рывов ДНК, вызванных действием полноцен-
ных Cas9-нуклеаз с  двумя функциональными 
доменами. 

Цели повышения эффективности внесения 
целевых мутаций служит также парное РЕ, для 
которого предложено несколько отличающих-
ся вариантов. Для увеличения количества до-
ступных протоспейсеров помимо классической 
SpCas9-никазы предложено использовать как 
ее мутанты, так и аналоги из других микроорга-
низмов, узнающие иные PAM-участки. 

Что касается еще одного компонента РЕ, 
а  именно обратной транскриптазы M-MLV, 
то  в  большинстве работ используется пента-
мутант этого фермента. В  него вводили и  до-
полнительные мутации, в  том числе с  целью 
оптимизации кодонов для лучшей трансля-
ции в  конкретных организмах. Помимо этого, 
из M-MLV удаляли активность РНКазы H, что, 
с одной стороны, позволяло не опасаться разру-
шения цепей РНК в гетеродуплексах, а с другой 
‒ обеспечивало заметное укорочение данного 
белка, что облегчало его доставку к  месту ре-
дактирования. Наконец, описано использова-
ние раздельной доставки Cas9-никазы и обрат-
ной транскриптазы M-MLV и  их  соединения 
в  клетке в  единое целое с  помощью интеино-
вых систем, что заметно упрощало их  достав-
ку. В РЕ используются также РНП-комплексы 
и отдельные молекулы мРНК. 

Для лучшей локализации в клеточном ядре 
Cas9-никазы и обратной транскриптазы предло-
жено использовать дополнительные NLS. 

Можно надеяться, что дальнейшее разви-
тие технологий РЕ, в том числе направленных 
на  получение целевых инделей увеличенного 
размера, позволит настолько улучшить метод, 
что со  временем он  займет достойное место 
в арсенале методов направленного воздействия 
на геномы любых организмов и окажет положи-
тельное влияние на такие сферы человеческой 
деятельности, как аграрный сектор, промыш-
ленные биотехнологии, где те или иные живые 
организмы играют ключевую роль. При этом 
нельзя не  отметить, что помимо РЕ  и  класси-
ческого редактирования с одной полноценной 
нуклеазой, а  также редактирования отдельных 
азотистых оснований, разрабатываются и иные 
подходы к  внесению целевых изменений в  ге-
номы разных организмов. Например, неплохой 
потенциал имеет использование программиру-

емых нуклеаз из  семейства прокариотических 
белков-аргонавтов [97].
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Prime-Editing Methods and pegRNA Design Programs
E. V. Mikhaylova1, *, B. R. Kuluev1, G. A. Gerashchenkov1, D. A. Chemeris1,  

R. R. Garafutdinov1, A. R. Kuluev1, An. K. Baymiev1, Al. K. Baymiev1,  
and A. V. Chemeris1

1 Institute of Biochemistry and Genetics, Ufa Federal Research Center, Russian Academy of Science, Ufa, 450054 Russia
*e-mail: mikhele@list.ru

It has been 10 years since CRISPR/Cas technology was applied to edit the genomes of various organisms. 
Its ability to produce a double-strand break in a DNA region specified by the researcher started a revolution 
in bioengineering. Later, the Base Editing (BE) method was developed. BE is performed via the formation 
of single-strand breaks by the mutant form of Cas nuclease (nickase), cross-linked with deaminases and other 
enzymes. It can be used to promote A↔G and C↔T transitions, and a C→G transversion. Just over three years 
ago, a new Prime Editing (PE) variant of CRISPR/Cas was invented. Unlike BE, in PE the nickase is fused 
with reverse transcriptase, capable of building a new DNA chain using the pegRNA template. The pegRNA 
consists of an elongated guide RNA with an extra sequence at the 3ꞌ-end. Prime editing makes it possible 
to insert the desired mutations into this extra sequence and to carry out any substitutions and indels of bases 
without the use of special donor DNA. To date, a number of PE variants have been proposed, and they 
are briefly considered in this review with an emphasis on prime editing of plant genomes. Some attention 
is also paid to pegRNA design programs, as well as evaluation of the efficiency of the editing. Such a variety 
of PE techniques is due to the opportunities of high-precision introduction of desired changes with a rather 
low frequency of off-target mutations in the genomes of various organisms. The relatively low efficiency 
of prime editing inspire researchers to offer new approaches. There is hope that further development of the 
technology will improve PE enough to take its rightful place among the genome targeting methods, suitable 
for any organisms, and will have a positive impact on the agricultural sector, industrial biotechnologies, and 
medicine.

Keywords: CRISPR, prime editing, PE, nCas9, nick, guide RNA, pegRNA, ngRNA, computer program, 
online tool
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Биомаркеры периферической крови, ввиду их  неинвазивности, имеют особое значение 
для диагностики некоторых заболеваний, в  том числе ишемической болезни сердца (ИБС). 
Исследование экспрессии некодирующих РНК (ncРНК) открывает путь к  ранней диагностике, 
прогнозу и лечению заболеваний. Исследована группа ncРНК как потенциальных биомаркеров 
у  пациентов с  ИБС. Участники двух сформированных групп: контрольной и  ИБС ‒ прошли 
собеседование и клиническое обследование. У всех были взяты образцы периферической крови 
и выделена плазма, в которой методом количественной ПЦР оценивали уровни целевых ncРНК, 
выбранных на основании анализа литературы и биоинформационного анализа. Созданная панель 
включала длинные ncРНК (lncRNA) MEG3, TUG1 и SRA1, а также одну микроРНК ‒ hsa-miR-21-3p. 
Выявлено статистически значимое повышение уровней MEG3, TUG1 и hsa-miR21-3p у пациентов 
с ИБС по сравнению с участниками контрольной группы (p < 0.01), в то время как для SRA1 замечена 
статистически незначимая тенденция к снижению экспрессии (p > 0.05). Для исследованных ncРНК 
выявлена значимая сильная корреляция с заболеваемостью, возрастом и курением. При построении 
сети выявлена сильная взаимосвязь между MEG3 и TUG1. По результатам ROC-анализа сделан 
вывод, что hsa-miR-21-3p можно рассматривать в качестве перспективного биомаркера ИБС. Более 
того, для MEG3 и TUG1 выявлена заметная диагностическая значимость, хотя меньшая, чем для 
hsa-miR-21-3p. Различия в уровнях экспрессии этих трех ncРНК между группами ИБС и контроля 
были статистически значимыми. Таким образом, уровни MEG3, TUG1 и hsa-miR-21-3p в плазме 
можно рассматривать в качестве потенциальных биомаркеров заболеваемости и диагностики ИБС.

Ключевые слова: ишемическая болезнь сердца, MEG3, TUG1, некодирующие РНК, длинные неко-
дирующие РНК, биомаркеры
DOI: 10.31857/S0026898424010035, EDN: OHPZAR
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Long Noncoding RNAs MEG3, TUG1, and hsa-miR-21-3p are Potential Diagnostic 
Biomarkers for Coronary Artery Disease
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Peripheral blood biomarkers are of particular importance to diagnose certain diseases including coronary 
artery disease (CAD) due to  their non-invasiveness. Investigating the expression of  noncoding RNAs 
(ncRNAs) paves the way to early disease diagnosis, prognosis, and treatment. Consequently, in this research, 
we aimed to investigate a panel of ncRNAs as potential biomarkers in patients with coronary artery disease. 
Two different groups have been designed (control and CAD). All participants were subjected to interviews 
and clinical examinations. Peripheral blood samples were collected, and plasma was extracted. At the same 
time, target ncRNAs have been selected based on  literature review and bioinformatic analysis, and later 
they underwent investigation using quantitative real-time PCR. The selected panel encompassed the long 
non-coding RNAs (lncRNAs) MEG3, TUG1, and SRA1, and one related microRNA (miRNA): hsa-miR-
21-3p. We observed statistically significant upregulation in MEG3, TUG1, and hsa-miR21-3p  in CAD 
patients compared to control participants (p-value < 0.01). Nevertheless, SRA1 exhibited downregulation 
with no statistical significance (p-value > 0.05). All ncRNAs under study displayed a significantly strong 
correlation with disease incidence, age, and smoking. Network construction revealed a strong relationship 
between MEG3 and TUG1. ROC analysis indicated high potentiality for hsa-miR-21-3p to be a promising 
biomarker for CAD. Moreover, MEG3 and TUG1 displayed distinguished diagnostic discrimination but 
less than hsa-miR-21-3p, all of them exhibited strong statistical significance differences between CAD and 
control groups. Conclusively, this research pinpointed that MEG3, TUG1, and hsa-miR-21-3p are potential 
biomarkers of CAD incidence and diagnosis.

Keywords: Coronary artery disease, MEG3, TUG1, noncoding RNA, lncRNA, biomarker
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ЦЕЛОСТНОСТЬ ГЕНОМА Bacillus velezensis ПОСЛЕ ДВУХЛЕТНЕГО 
ЭКСПОНИРОВАНИЯ В ОТКРЫТОМ КОСМОСЕ
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Спорообразующие бактерии обладают уникальной устойчивостью к негативным условиям окружа-
ющей среды, включая агрессивные факторы космического пространства, и являются прекрасной 
моделью для изучения молекулярных механизмов адаптации и стратегий выживания. Проведен 
анализ генома бактерий Bacillus velezensis, оставшихся жизнеспособными после двухлетнего экс-
понирования в открытом космосе на внешней поверхности Международной космической станции 
в рамках космического эксперимента “Тест”. Сравнительный анализ черновых версий геномов 
опытного штамма и наземного контрольного штамма не выявил крупных перестроек генома, сред-
няя нуклеотидная идентичность составила 99.98%, что свидетельствует о способности микроор-
ганизмов поддерживать стабильность генома в условиях космоса, что обусловлено как повышен-
ной стрессоустойчивостью бактериальных спор, так и эффективной работой системы репарации 
повреждений ДНК. Сравнение геномов опытного и контрольного штаммов B. velezensis выявило 
девять точечных замен, три из которых находятся в межгенных участках, шесть в белоккодирую-
щих генах, из них три миссенс-мутации, две делеции нуклеотидов, приводящие к сдвигу рамки 
считывания, одна синонимическая замена. Определены профили генов “домашнего хозяйства”. 
При проведении типирования MLST, установлено, что аллельные профили штаммов B. velezensis 
T15.2 и 924 не соответствуют ни одному из описанных ранее типов нуклеотидной последовательно-
сти. Представленные результаты свидетельствуют о способности бактерий B. velezensis длительное 
время сохранять жизнеспособность спор и целостность генома в экстремальных условиях откры-
того космоса, что важно для проблемы планетарной защиты, а также возможности осуществления 
биотехнологических процессов на основе B. velezensis при освоении космоса.

Ключевые слова: космический эксперимент “Тест”, Bacillus velezensis, космические факторы, низкая 
околоземная орбита, бактериальные споры, международная космическая станция
DOI: 10.31857/S0026898424010047, EDN: OHOJPL

ВВЕДЕНИЕ
Агрессивные факторы космического про-

странства негативно влияют на  любые формы 
жизни. Однако многие экстремофильные виды 
микроорганизмов обладают способностью про-
тивостоять неблагоприятным условиям космоса 
и  сохранять жизнеспособность даже при дли-
тельном нахождении в подобных условиях. Кос-
мическая среда имеет целый набор стрессовых 
факторов, в их числе солнечное УФ-излучение, 
галактическое космическое излучение, солнеч-
ное космическое излучение, высокий космиче-

ский вакуум, экстремальные колебания темпе-
ратур и микрогравитация [1].

Проведены эксперименты, направленные 
на изучение влияния отдельных факторов кос-
мического пространства на  живые организмы. 
Так, cпоры Bacillus subtilis cохранили жизнеспо-
собность на установке длительного воздействия 
НАСА (LDEF) в течение 6 лет [2]. Бактериаль-
ные и грибные споры, цианобактерии, лишай-
ники выжили в течение 15 мес. на платформах 
EXPOSE-E  и  EXPOSE-R  на  Международной 
космической станции (МКС) [3]. Споры бакте-
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рий и грибов изучали в эксперименте “Биориск” 
[4]; цианобактерии и  лишайники пережили 
10-дневную космическую экспозицию в рамках 
космического эксперимента Lithopanspermia [5]; 
Deinococcus radiodurans выжил после 1 г экспо-
нирования в миссии “Танпопо” [6]. 

В  нашем космическом эксперименте 
“Тест-экспонат” суспензию спор бактерий вно-
сили в толщу ваты, накрученной на металличе-
ский тампонодержатель, а космонавт при внеш-
некорабельной деятельности размещал этот 
прибор на внешней поверхности МКС. 

Важной задачей остается изучение реакций 
микроорганизмов на воздействие факторов кос-
мического пространства на молекулярном уровне, 
выявление механизмов сохранения жизнеспособ-
ности и адаптации к условиям космоса, влияние 
на  генетический аппарат клетки, метаболизм, 
биохимическую и физиологическую активность. 
Исследования в  этом направлении позволили 
выявить влияние космических условий на геном, 
протеом и транскриптом микроорганизмов, ско-
рость их пролиферации, подвижность, формиро-
вание биопленок, патогенность и  устойчивость 
к антибактериальным препаратам [7‒12].

Однако существующих данных недостаточ-
но для детального понимания многофункцио-
нальной молекулярной структуры клеток, пре-
терпевших стресс космического воздействия, 
поэтому необходим всесторонний и детальный 
анализ молекулярных реакций биологических 
систем.

Грамположительные аэробные или факуль-
тативно-анаэробные, образующие перитрихи-
альные жгутики, бактерии рода Bacillus способ-
ны формировать эндоспоры, обеспечивающие 
их выживание в самых экстремальных условиях, 
поэтому они представляют собой прекрасные 
модели для астробиологических исследований.

В  нашем космическом эксперименте 
“Тест-экспонат” бактериальные споры B.  ve-
lezensis, споры гриба Aureobasidium pullulans и ар-
хеи Methanosarcina mazei S-6T экспонировались 
в течение 2 лет на низкой околоземной орбите 
на установке, закрепленной с внешней стороны 
поверхности МКС, в  условиях открытого кос-
моса. После возвращения на  Землю образцы 
были доставлены в лабораторию, и количество 
жизнеспособных клеток определено культу-
ральным методом. Дальнейшие исследования 
были направлены на  молекулярно-биологиче-
ские свойства выживших микроорганизмов. 
Исследования свойств жизнеспособных клеток 
M. mazei S-6T описаны ранее [13], изучение A. 
pullulans еще не  завершено, молекулярно-ге-
нетические исследования B. velezensis описаны 
в данной работе.

В представленной работе проведен сравни-
тельный анализ геномов штамма-экспоната B. 
velezensis Т15.2  и  штамма наземного контроля 
B. velezensis 924, который служил референсным 
штаммом при изучении влияния стрессовых 
факторов открытого космоса на  целостность 
молекулярно-генетических структур жизнеспо-
собных клеток. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Бактериальные штаммы. В работе исследова-

ли штамм B. velezensis Т15.2, который экспони-
ровали в течение 2 лет (2017–2019 гг.) на внеш-
ней поверхности МКС в рамках космического 
эксперимента “Тест-экспонат”. Этот штамм яв-
ляется производным штамма B. velezensis 924, 
использованного нами в  качестве наземного 
контроля и  референсного штамма. Штамм B. 
velezensis 924 был выделен ранее в космическом 
эксперименте “Тест” из космической пыли, ото-
бранной с поверхности иллюминатора на МКС 
на границе стекла и обоймы при внешнекора-
бельной деятельности (ВКД-35) в 2013 г. [14].

Выделение геномной ДНК и секвенирование. 
Жидкие культуры выращивали в  5  мл  бульона 
Лурия‒Бертани (LB) при 30°С и активном пе-
ремешивании в течение 24 ч. Осадок биомассы 
получен при центрифугировании (15 мин, 8228 
g, центрифуга Eppendorff 5810R).

Геномную ДНК выделяли с использованием 
набора DNeasy PowerSoil Pro Kit (“QIAGEN”, 
Германия) по  протоколу, рекомендованному 
фирмой. Количество выделенной ДНК опре-
деляли флуориметрическим методом с исполь-
зованием наборов Qubit dsDNA HS  Assay Kit 
(“Thermo Fisher Scientific”, США) по протоко-
лам фирмы. ДНК секвенировали с использова-
нием технологии Illumina. Для приготовления 
библиотек ДНК фрагментировали в ультразву-
ковом аппарате Bioruptor UCD 200 (“Diageno-
de”, США) в течение 10 мин при минимальной 
мощности (5 циклов 30 с вкл. и 90 с выкл.). Пар-
ные библиотеки ДНК (300 × 2) получены с ис-
пользованием набора NEBNext® Ultra™ II DNA 
Library Prep Kitfor Illumina (“NEB”, США) в со-
ответствии с условиями производителя. Количе-
ство и качество библиотек определяли с исполь-
зованием системы капиллярного электрофореза 
Bioanalyzer 2100 (“Agilent”, США). Библиотеки 
ДНК секвенировали с использованием прибо-
ра MiSeq (“Illumina”, США) и набора реагентов 
MiSeq Reagent Kit v3 (600 циклов; “NEB”).

Биоинформатические методы. Полученные 
в результате секвенирования парные пересекаю-
щиеся чтения объединяли с помощью програм-
мы flash [15], затем последовательности низкого 
качества удаляли с использованием программы 
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Sicklev.1.33 (q = 30). В результате получили не ме-
нее чем 30-кратное покрытие каждого генома. 

Идентификацию белоккодирующих генов 
и генов рРНК, а также теоретическое предска-
зание их функций проводили с использованием 
сервера RAST [16]. 

Для нахождения однонуклеотидных замен 
и делеций чтения штамма B. velezensis Т15.2 были 
выравнены с контигами штамма B. velezensis 924 
программой Bowtie2 [17], контиги собраны про-
граммой Spades [18]. Поиск мутаций выполняли 
с помощью программы Freebayes. В качестве ре-
ференсного штамма использовали B. velezensis 924.

Среднюю нуклеотидную идентичность ANI 
(average nucleotide identity) оценивали с исполь-
зованием программных продуктов, представ-
ленных на  сайте http://fbac.dmicrobe.cn/tools/
ANI_calculator [19].

MLST-типирование и филогенетический ана-
лиз. Типирование на  основе мультилокусных 
последовательностей (MLST) для анализа алле-
лей проведено в соответствии с сервисом базы 
данных PubMLST (https://pubmlst.org), осно-
ванной на  анализе семи генов домашнего хо-
зяйства: glpF, ilvD, pta, purH, pycA, rpoD, tpiА, ко-
дирующих дегидратазу дигидроксикислот (ilvD), 
белок, вовлеченный в  поглощение глицерина 
(glpF), фосфоацетилтрансферазу (pta), фосфо-
рибозиламиноимидазолкарбоксамид-формил-
трансферазу (purH), пируваткарбоксилазу (pycA), 
субъединицу D РНК-полимеразы (rpoD), трио-
зофосфатизомеразу (tpiА).

Полученным последовательностям локусов 
присваивали номера в соответствии с сервисом 
базы данных PubMLST. На основе комбинации 
номеров аллелей используемых локусов опре-
деляли тип нуклеотидной последовательности 

(ST) штаммов в  соответствии с  сервисом ука-
занной базы данных.

Филогенетический анализ слитых in silico по-
следовательностей семи локусов генов домаш-
него хозяйства проводили методом связывания 
ближайших соседей (neighbour-joining) [20] 
в программном обеспечении MEGA 11 [21]. Для 
анализа и сборки последовательностей исполь-
зовали программу Vector NTI 9.0. Нуклеотидные 
последовательности родственных штаммов B. 
velezensis загружены из базы данных PubMLST.

rMLST-анализ. Рибосомное мультилокусное 
типирование последовательностей (rMLST) вы-
полнено при анализе вариации 53 генов rps, коди-
рующих бактериальные рибосомные белки [22].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Секвенирование генома

В результате секвенирования геномов собра-
но 72  контига B. velezensis 924 со  средней дли-
ной прочтения 270 п.н. и 19 контигов B. velezen-
sis Т15.2 со средней длиной прочтения 261 п.н. 
Объем секвенирования составил 429129360 п.н. 
у штамма 924 и 382868730 п.н. у Т15.2. Результаты 
секвенирования представлены в табл. 1. Черно-
вые (драфт)-геномы B. velezensis T15.2 и B. velezen-
sis924 депонированы в базу данных GenBank под 
номерами JARIYD000000000 и JARIYE000000000 
соответственно; Bioproject – PRJNA942592.

Аннотация собранных драфт-геномов

В  собранных геномах B. velezensis 924 и  B. 
velezensis Т15.2 обнаружены 4063 последователь-
ности, кодирующие полипептиды (CDS), 87 ге-
нов тРНК и восемь кластеров генов 16S рРНК 
(табл. 2).

Таблица 1. Результаты секвенирования геномов

Параметр B. velezensis 924 B. velezensis Т15.2
Объем секвенирования, п.н. 429129360 382868730
Число чтений 1589368 1466930
Средняя длина чтения, п.н. 270 261
Суммарная длина контигов, н. 3971083 3951523
Количество контигов 72 19
Длина контига N50, н. 2127125 2127125

Таблица 2. Результаты аннотации геномов

Параметр B. velezensis 924 B. velezensis Т15.2
Белоккодирующие гены (CDS) 4075 4075
в том числе с предсказанными функциями 3256 (79.9%) 3256 (79.9%)
Гены тРНК 87 87
Число рибосомных оперонов (16S) 8 8
Содержание GC, % 46.3 46.3
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Сравнительный анализ нуклеотидной иден-
тичности генома, проведенный при помощи 
калькулятора ANI, штамма B. velezensis Т15.2, 
экспонированного в  открытом космосе, и  на-
земного контроля (B. velezensis 924), выявил 
99.98% сходства (рис. 1), что говорит о способ-
ности бактерий сохранять значительную ста-
бильность генома в условиях космического про-
странства, вероятно, благодаря эффективным 
механизмам защиты и репарации молекул ДНК.

Исследование однонуклеотидного полиморфизма 
(SNP), вставок/делеций (InDel)  

в геноме B. velezensis

Сравнение геномов штаммов B. velezensis 
Т15.2 и 924 выявило семь точечных замен и две 
делеции нуклеотидов. Три замены найдены 
в  межгенных участках: между генами, кодиру-
ющими белок с  неизвестной функцией и  про-
теазу HtpX, соответственно, в позиции 1694814 
(контиг 1) обнаружена замена C  на  T; между 
геном, кодирующим β-1,4-глюканазу, и геном, 
кодирующим белок с  неизвестной функцией, 
в позиции 1118526 (контиг 1) обнаружена заме-
на G на C; между геном пермеазы и геном, ко-
дирующим АDP-рибозопирофосфатазу, в пози-
ции 21542 (контиг 3) обнаружена замена G на T. 
В генах, кодирующих белки, обнаружено шесть 
SNP, три из которых миссенс-мутации, приво-
дящие к несинонимичным заменам аминокис-
лотных остатков в белках, одна синонимичная 
замена и делеции нуклеотидов в двух генах, вы-
зывающие сдвиг открытой рамки считывания.

В  гене adhP, кодирующем алкогольдеги-
дрогеназу, в  позиции 1172350 (контиг 1) най-

дена замена С на А; в гене fumC, кодирующем 
фумаратгидратазу, в  позиции 196354 (контиг 
2) обнаружена замена G на А; в  гене, гомоло-
гичном lolA, кодирующем белок-переносчик 
липопротеинов наружной мембраны, в  пози-
ции 135281 (контиг 3) найдена замена А на Т. 
Мутации в  указанных генах приводят к  заме-
нам аминокислотного остатка. Такие точеч-
ные замены могут быть причиной изменения 
активности ферментов, однако для точного 
понимания влияния этих замен на активность 
ферментов требуется их дальнейшее изучение. 
Замена А на Т в позиции 190499 (контиг 4) гена 
gltB (yerD), контролирующего синтез фермен-
та глутаматсинтазы, является синонимической 
мутацией, которая не приводит к замене ами-
нокислотного остатка.

 В двух генах обнаружены делеции нуклео-
тидов, приводящие к сдвигу рамки считывания. 
В гене, кодирующем белок с неизвестной функ-
цией, обнаружена делеция Т в позиции 384025 
(контиг 2), а в гене uvrY, кодирующем регулятор-
ный белок, найдена делеция G в позиции 398978 
(контиг 3). Результаты представлены в табл. 3. 

MLST и филогенетический анализ

С использованием MLST-типирования про-
анализированы локусы отдельных генов домаш-
него хозяйства и определен аллельный профиль 
штаммов B. velezensis 15.2 и B. velezensis 924, ко-
торый полностью совпадал по следующим фраг-
ментам генов: glpF, ilvD, pta, purH, pycA, rpoD, 
tpiА (табл. 4).
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Рис. 1. Нуклеотидная идентичность (%) геномов B. velezensis 15.2 и референс-штамма B. velezensis 924.
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ЦЕЛОСТНОСТЬ ГЕНОМА Bacillus velezensis
Таблица 3. SNP, обнаруженные в геноме B. velezensis Т15.2, относительно B. velezensis 924

Кон-
тиг

Пози-
ция

Рефе-
ренсный 

геном
B. velezensis 

T15.2 Тип мутации
Ближайший аналог 

гена, GenBank BLAST/ 
UniProt (по н.п.)

Покрытие/
идентичность, 

GenBank BLAST/ 
UniProt %/% 

(по н.п.)

Продукт

1 1694814 C T Межгенный 
участок

1 1172350 C A Миссенс- 
мутация

adhP1 B. velezensis Hx05 
(CP029473.2) 100/1001

Алкогольде-
гидрогеназа 

(WP_025851115.1)1

1 1118526 G C Межгенный 
участок

2 384025 CTT CA Сдвиг рамки 
считывания

B. velezensis 
8-21 (CP028439.1) 100/1001

Гипотетиче-
ский белок 

(WP_003151476.1)1

2 196354 G A Миссенс-му-
тация

fumC1 B. velezensis 
штамм YC_89 
(CP092499.1)

100/1001
Фумаратги-

дратаза класса 
II (WP_003151808.1)1

3 398978 CGA CA Сдвиг рамки 
считывания

uvrY1 Bacillus sp. 
ZY-1 (CP027061.1) 100/1001 Регуляторный белок 

(AKL74816.1)1

3 135281 A T Миссенс- 
мутация

lolA1 B. velezensis Hx05 
(CP029473.2)

ydcC2 B. subtilis 168 
(AB001488.1)

100/1001

88/82.692

Белок-переносчик 
липопротеинов 

наружной мембраны 
(WP_003156191)1.
Белок, участвую-

щий в споруляции 
(Р96619)2

3 21542 G T Межгенный 
участок

4 190499 A T Синонимич-
ная мутация

gltB1 B. velezensis Hx05 
(CP029473.2)

yerD2 B. subtilis (штамм 
168)

100/99.941

91/74.322

Флавинмононукле-
отид связывающая 

глутаматсинтаза 
(WP_275953733.1)1

Большая субъедини-
ца глутамат синтазы 

(P39812)2

1 – GenBank BLAST, 2 – UniProt.

Таблица 4. Аллельный профиль штаммов B. velezensis 
Т15.2 и B. velezensis 924

B. velezensisТ15.2/
B. velezensis 924 glpF ilvD pta purH pycA rpoD tpiА

Аллель 29 62 54 50 51 30 77
Длина, п.н. 384 471 414 399 399 384 420
Контиг 1 1 2 4 1 1 2
Идентичность, % 100 100 100 100 100 100 100

Основываясь на данных MLST-типирования, 
провели филогенетический анализ семи генов 
домашнего хозяйства методом связывания бли-
жайших соседей (neighbour-joining). Слитые 
in silico нуклеотидные последовательности генов 
домашнего хозяйства штаммов Т15.2 и 924 срав-
нивали с последовательностями 14 родственных 
штаммов B. velezensis, принадлежащих к разным 

ST-типам, представленным в  базе данных Pu-
bMLST.

На  основе комбинации номеров аллелей 
используемых локусов не удалось отнести изу-
чаемые штаммы ни к одному из существующих 
в  базе данных ST-типов в  соответствии с  сер-
висом базы данных pubMLST, а  проведенный 
филогенетический анализ показывает их связь 
с  13  родственными ST-типами B. velezensis 
(рис. 2).

Согласно комбинации номеров аллелей наи-
более сходными оказались ST-71, ST-95  и  ST-
170 с несовпадением по двум аллелям. Отнести 
анализируемый штамм к типу ST-71 не позволя-
ет отличие по аллелям ilvD и tpiA. ST-95 не вклю-
чает аллели pycA-51 и  tpiA-77, в ST-170 не со-
впадают аллели ilvD и pycA (табл. 5).
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Рис. 2. Филогенетическое дерево изучаемых штаммов и родственных ST-типов B. velezensis, построенное методом 
связывания ближайших соседей с использованием слитых нуклеотидных последовательностей генов домашнего 
хозяйства. Эволюционные расстояния представлены в единицах количества замен оснований на сайт.

Таблица 5. Видовая идентификация штаммов 924 и Т15.2 с использованием анализа нуклеотидных 
последовательностей генов домашнего хозяйства

Вид Штамм ST glpF ilvD pta purH pycA rpoD tpiА

Bacillus velezensis

LFB112 71 29 – 54 50 51 30 –

M27 95 29 62 54 50 – 30 –

NBRC 3025 170 29 – 54 50 – 30 77

Т15.2/ 924 – 29 62 54 50 51 30 77
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ЦЕЛОСТНОСТЬ ГЕНОМА Bacillus velezensis
IL1510 Bacillus 924 контиг
IL1511 Bacillus T15.2 контиг
RS GCF 001461825.1 Bacillus velezensis
RS GCF 000262045.1 Bacillus siamensis
RS GCF 000196735.1 Bacillus amyloliquefaciens
RS GCF 018613535.1 Bacillus sp. ISL-51
RS GCF 001584325.1 Bacillus nakamurai
outgroup RS GCF 001584335.1 Bacillus atrophaeus
RS GCF 001517105.1 Bacillus halotolerans
RS GCF 000245335.1 Bacillus mojavensis
RS GCF 004124315.1 Bacillus cabrialesii
RS GCF 002153395.1 Bacillus subtilis G
RS GCF 004116955.1 Bacillus vallismortis
RS GCF 000507145.1 Bacillus tequilensis
RS GCF 010093085.1 Bacillus sp. SKDU12
RS GCF 000009045.1 Bacillus subtilis
RS GCF 000332645.1 Bacillus inaquosorum
RS GCF 000227465.1 Bacillus spizizenii

Рис. 3. Филогенетическое дерево, построенное на основании анализа 120 маркерных генов с использованием базы 
данных Genome Taxonomy Database. Дерево построено методом связывания ближайших соседей. Эволюционные 
расстояния представлены в единицах количества замен оснований на сайт.

Таблица 6. Идентификация штаммов на основании 
идентичности геномных нуклеотидных 
последовательностей

Штамм

Средняя 
нуклеотидная 
идентичность 

(ANI, %)

Покрытие, %

Т15.2 924 Т15.2 924

Bacillus sp. 
ZY 1 1 NZ CP027061 99.26 99.94 91.7 97.87

Bacillus velezensis 
NZ CP029473 99.26 99.63 94.74 96.57

Bacillus amyloliquefaciens 
NZ CP017953 99.25 99.5 95.2 95.81

Bacillus velezensis 
NZ CP010556 99.32 99.34 94.82 94.52

Bacillus velezensis 
NZ CP031424 99.33 99.34 94.44 94.44

Bacillus amyloliquefaciens 
NZ CP013727 99.31 99.34 96.19 95.89

Bacillus subtilis 
NZ CP009684 99.31 99.32 95.28 95.05

Bacillus velezensis 
NZ LN999829 99.31 99.31 94.82 94.74

Bacillus velezensis 
CP072310 99.30 99.31 94.67 94.82

Bacillus velezensis CAU 
B946 NC 016784 99.31 99.3 95.66 95.81

Bacillus velezensis 
NZ CP031880 99.31 99.3 94.90 95.05

Уточнение таксономической принадлежности

На основании биохимических характеристик 
и системы автоматизированной идентификации 
микробных штаммов Vitek-60  (“BioMerieux”, 
Франция), использованные в  работе штаммы 
были первоначально идентифицированы как 
представители вида B. subtilis. Таксономиче-
скую принадлежность уточняли при помощи 
rMLST-анализа 53  генов rps, кодирующих бел-
ки бактериальных рибосомных субъединиц (см. 
Дополнительные материалы 1, 2), и 120 маркер-
ных генов с  использованием базы данных Ge-
nome Taxonomy Database (рис. 3) [23]. Результа-
ты этих анализов показали, что штаммы Bacillus 
924 и Bacillus Т15.2 относятся к виду B. velezensis, 
который в 2005 году впервые был классифици-
рован как новый вид, входящий в группу B. am-
yloliquefaciens в составе группы B. sustilis. Типовой 
штамм (CR-502T=CECT 5686T=LMG 22478T) 
был выделен из пробы воды, взятой из реки Ве-
лес в Малаге на юге Испании [24].

Аллельный профиль семи генов домашне-
го хозяйства изучаемых штаммов также указы-
вает на  их  принадлежность к  виду B. velezensis 
(табл. 5), а проведенный филогенетический ана-
лиз выявил тесную связь с 13 ST-типами этого 
вида (рис. 2).

Анализ драфт-геномов на сайте http://micro-
bial-genomes.org/ также позволяет отнести наши 
штаммы к виду B. velezensis с наибольшей иден-
тичностью геномов штаммов Т15.2 и B. velezensis 
NZ CP031424 (99.33%), а также штамма 924 с B. 
velezensis NZ CP029473 (99.63%) (табл. 6).
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локусов не удалось определить принадлежность 
этих штаммов ни к одному из ST-типов, пред-
ставленных в базе данных.

Сравнение нуклеотидных последовательно-
стей штаммов B. velezensis Т15.2 и референсно-
го штамма выявило девять точечных замен, три 
из которых локализованы в межгенных областях 
и  шесть в  последовательностях, кодирующих 
белки, три гена несут миссенс-мутацию, приво-
дящую к замене аминокислотного остатка, и две 
делеции нуклеотидов, результат которой – сдвиг 
рамки считывания. В частности, мутации обна-
ружены в генах ферментов, участвующих в био-
синтезе глутамата, цикле трикарбоновых кислот, 
в гене окисдоредуктазы, катализирующей окис-
ление спирта до ацетальдегида, а также в генети-
ческих детерминантах белка-переносчика липо-
протеинов наружной мембраны и регуляторного 
белка. Выявленные мутации не повлияли на жиз-
неспособность бактериальных клеток. Это мож-
но объяснить тем, что многие гены, контроли-
рующие ферменты клеточного метаболизма, 
присутствуют в  нескольких копиях, например 
ген алкогольдегидрогеназы, или клетка может 
переключаться на другие пути метаболизма. Не-
которые мутации могут быть позитивными для 
клетки. Так, изменение в гене регуляторной си-
стемы может приводить к активации защитных 
механизмов, направленных на  борьбу с  устра-
нением последствий воздействия космических 
факторов. Белок LolA является специфичным 
шапероном грамотрицательных бактерий, ко-
торый переносит липопротеины от внутренней 
мембраны к внешней. У бактерий рода Bacillus 
этот белок высокогомологичен белку YdcC, уча-
ствующему в спорообразовании. Возможно, му-
тация в этом белке может способствовать защите 
бактериальных спор путем формирования более 
плотных споровых покрытий. Для более точно-
го понимания влияния обнаруженных мутаций 
на свойства B. velezensis требуются дополнитель-
ные исследования.

Опубликованы также сведения о  точечных 
мутациях, обнаруженных в геноме цианобакте-
рии Nostoc sp. CCCryo 231-06 после 23-месячно-
го пребывания на МКС. Показана повышенная 
частота синонимичных замен в наиболее изме-
ненных локусах, связанных с  формированием 
биопленок и функционированием фотосистемы 
[30]. 

Воздействие экстремальных условий, присут-
ствующих на низкой околоземной орбите, нега-
тивно влияет на  многие клеточные структуры, 
особенно на  нуклеиновые кислоты  – в  струк-
туре ДНК возникают одно- и  двухцепочечные 
разрывы, накапливаются бипиримидиновые 
фотопродукты [31]. В  нашем эксперименте 
“Тест-экспонат” выжившие клетки могли быть 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Экстремальные условия космического про-

странства оказывают комплексное негативное 
воздействие на клеточные структуры микроор-
ганизмов, но живые организмы имеют ряд стра-
тегий выживания, которые играют важную роль 
в поддержании целостности клеточных структур 
и молекул ДНК в условиях воздействия негатив-
ных экологических факторов.

В ходе изучения влияния космической сре-
ды на молекулярные структуры спорообразую-
щих бактерий B. velezensis мы сравнили полные 
нуклеотидные последовательности геномов 
штаммов T15.2  и  924 (наземный контрольный 
референсный штамм) и выявили 99.98% иден-
тичности, что указывает на возможность сохра-
нения высокой стабильности генома после дли-
тельного пребывания во  внеземных условиях, 
обусловленной действием механизмов защиты 
бактериальных клеточных структур и  работой 
эффективной системы репарации.

Известно, что бактерии рода Bacillus способ-
ны предотвращать возникновение повреждений 
или эффективно восстанавливать клеточные 
структуры после негативного воздействия. Пути 
защиты спор от многих стресс-факторов вклю-
чают: резкое снижение количества воды в клет-
ке, уплотнение и  утолщение оболочки споры, 
значительное накопление пиридин-2,6-дикар-
боновой (дипиколиновой) кислоты (DPA), по-
вышение уровня малых кислоторастворимых 
белков спор α/β-типа (SASP) концентрацию 
меланиноподобных пигментов [25–27]. Вос-
становление накопленных повреждений осу-
ществляется при участии систем устранения 
окислительного стресса (каталаза, суперок-
сид-дисмутаза), а также таких путей репарации 
ДНК, как гомологичная и негомологичная ре-
комбинация, эксцизионная репарация нуклео-
тидов (NER), сканирование целостности ДНК, 
репарация межцепочечных поперечных связей, 
эксцизионная репарация оснований (BER), ре-
парация SP-лиазой фотопродуктов спор (Spl) 
[28, 29].

В ходе уточнения систематического положе-
ния штамма 924 и его производного Т15.2 уста-
новлено, что идентичность нуклеотидных 
последовательностей геномов этих штаммов 
и большого количества геномов штаммов вида 
B. velezensis, депонированных в  базу данных, 
превышает 99% (часть штаммов представлена 
в  табл.  6), что может свидетельствовать о  воз-
можном занесении штамма 924 на МКС с Земли 
в результате деятельности человека, при транс-
портировке грузов, оборудования и т.д. Отличи-
тельной особенностью изучаемых штаммов яв-
ляется их аллельный профиль, так как на основе 
комбинаций номеров аллелей используемых 
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экранированы волокнами ватного тампона или 
верхними слоями бактериальных спор, что мог-
ло защитить их от такого наиболее губительно-
го космического фактора, как УФ-излучение. 
Повреждения в структуре ДНК, вызванные со-
вместным воздействием стресс-факторов косми-
ческого пространства, в большей степени могли 
быть восстановлены клеткой в  результате эф-
фективной работы систем репарации и фермен-
тативного комплекса защиты от окислительного 
стресса. Это предположение подтверждают и ре-
зультаты ряда работ, описывающих протеомные, 
транскриптомные и метаболические изменения, 
возникающие в клетке в ответ на стресс, вызван-
ный влиянием космических условий [6–8, 32]. 
В  клетках радиационно-устойчивой бактерии 
Deinococcus radiodurans, чтобы справиться с по-
вреждением ДНК, индуцируется механизм экс-
цизионной репарации с участием эндонуклеазы 
UvrABC. Защита от  активных форм кислорода 
связана с  повышенным содержанием каталаз 
и путресцина, который действует как молекула, 
удаляющая активные формы кислорода. Повы-
шенное содержание белков и мРНК, ответствен-
ных за регуляторные и транспортные функции, 
снижение первичных метаболитов указывает 
на изменение энергетического статуса, необхо-
димого для восстановления поврежденных моле-
кул [6]. Протеомный анализ вегетативных клеток 
первого пассажа B. pumilus SAFR-032 выявил раз-
личия в синтезе ряда белков. Отмечено снижение 
содержания белков, участвующих в транспорте/
метаболизме углеводов и выработке/преобразо-
вании энергии, повышение количества белков, 
связанных с  выживанием, ростом и  реакцией 
на стресс [32]. Транскриптомный анализ клеток 
B. subtilis 168 после 1.5-летнего воздействия кос-
мических факторов выявил повышение уровня 
транскриптов ряда связанных со  стрессом ге-
нов, реагирующих на повреждение ДНК (SOS-
реакция, индукция профага SPβ), поврежде-
ние белков (система CtsR/Clp), окислительный 
стресс (регулон PerR) и  стресс клеточной обо-
лочки (регулон SigV) [7]. Аналогичные результа-
ты получены и при проведении сравнительного 
протеомного анализа клеток B. pumilus SAFR-032 
после 18 мес. пребывания в космосе [8].

Важной задачей остается изучение влияния 
стресс-факторов космического пространства 
на стабильность генома не только покоящихся 
спор, но и в условиях метаболической активно-
сти клеток бактерий, позволяющее проследить 
накопление изменений в структуре ДНК и эф-
фективность репарации в ряду поколений. Ра-
боты в этом направлении привели к созданию 
автоматизированной миниатюрной системы для 
оценки экспрессии генов in situ в микробных об-
разцах, которая может использоваться при про-
ведении биологических исследований на косми-
ческих платформах [33].

Причины выявленных изменений и их вли-
яние на эволюционный потенциал и адаптацию 
бактерий к  условиям космического простран-
ства требуют дальнейшего изучения. Отсутствие 
крупных перестроек генома позволяет предпо-
лагать достаточно высокую стабильность гено-
ма микроорганизмов в  условиях длительного 
экспонирования в открытом космосе. 

Полученные нами данные важны для ре-
шения проблем защиты планеты при планиро-
вании межпланетных экспедиций с  целью по-
иска жизни, вероятности панспермии, а также 
использования микробных технологий для ос-
воения человеком космического пространства. 
Важной задачей планетарной защиты является 
предотвращение связанного с  космическими 
полетами биологического загрязнения космиче-
ских тел земными биологическими структурами, 
которые могут поставить под сомнение экспе-
рименты по поиску жизни, ее предшественни-
ков и остатков [34]. Наши данные подтверждают 
возможность длительного сохранения жизне-
способности бактериальных спор и  целостно-
сти их генома во внеземных условиях, что пред-
полагает вероятность переноса споровых форм 
на другие планеты.

Таким образом, нами подтверждено, что 
спорообразующие бактерии обладают уникаль-
ной устойчивостью к неблагоприятным факто-
рам окружающей среды, включая агрессивные 
факторы космического пространства. Показана 
способность микроорганизмов сохранять ста-
бильность генома в  условиях космоса, что об-
условлено как повышенной стрессоустойчиво-
стью спор бактерий, так и эффективной работой 
систем репарации накопленных изменений.

Работа выполнена в  рамках программы 
“МКС (Наука) (Наука-1) Тест_22” и  контрак-
та от № 2123730201782217000241851/22-12-640/
(15–07001-2002)-07001/75–2022.

Представленная работа выполнена без при-
влечения людей или животных в качестве объ-
ектов исследования.
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Spore-forming bacteria have a unique resistance to negative environmental conditions, including aggressive 
space factors, and are an excellent model for studying adaptation mechanisms and survival strategies at the 
molecular level. The study analyzed the genome of Bacillus velezensis, which remained viable after a two-year 
exposure in outer space on the outer surface of the ISS as part of the Test space experiment. A comparative 
analysis of the draft genomes of the exhibit strain and the ground control did not reveal significant chang-
es, the average nucleotide identity was 99.98%, which indicates the ability of microorganisms to maintain 
genome stability in space conditions, due to both increased stress resistance of bacterial spores and efficient 
operation of the system. repair of accumulated changes. The study of single nucleotide polymorphism in the 
genome of Bacillus velezensis revealed nine point substitutions, three of which are in  intergenic regions, 
6 in protein-coding genes, three of them are missense mutations, two nucleotide deletions leading to a shift 
in the reading frame, and one synonymous substitution. The profiles of the housekeeping genes were deter-
mined during MLST typing, and it was found that the allelic profiles obtained for B. velezensis T15.2 and 924 
strains do not correspond to any of the previously described sequence types. The presented results indicate 
the ability of Bacillus velezensis bacteria to maintain the viability of spores and the integrity of the genome 
for a long time under extreme conditions of outer space, which is important for the problem of planetary 
protection, as well as the potential possibility of implementing biotechnological processes based on Bacillus 
velezensis during space exploration.

Keywords: space experiment “Test”, Bacillus velezensis, impact of cosmic factors, low earth orbit, bacterial 
spores, international space station
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Мобильные генетические элементы IS630/Tc1/mariner (ITm) являются широко распространенными 
представителями ДНК-транспозонов, вносящих значительный вклад в  эволюцию геномов 
эукариот. Масштабное применение технологий секвенирования нового поколения (NGS) привело 
к появлению множества полногеномных нуклеотидных последовательностей новых организмов 
и выявлению элементов ITm в большинстве таксонов эукариот. Несмотря на достаточно детальную 
изученность разнообразия ITm, по-прежнему обнаруживаются элементы, которые способствуют 
расширению и  пересмотру классификации этой группы ДНК-транспозонов. В  представленной 
работе впервые проведен детальный анализ элементов L31 двустворчатых моллюсков, что 
позволило описать структуру, разнообразие, распространение и  филогенетическое положение 
этих элементов в  группе ITm. Установлено, что L31-транспозоны являются самостоятельным 
надсемейством в группе ITm, имеющим древнее происхождение. Внутри клады L31 наблюдается 
достаточно высокое разнообразие  – выделено пять филогенетических кластеров. На  данный 
момент L31-транспозоны у двустворчатых моллюсков выявлены только в подклаcсе Autobranchia 
с преобладанием по разнообразию и количеству в инфраклассе Pteriomorphia. Показано также, что 
белок, кодируемый второй открытой рамкой считывания, является неотъемлемым структурным 
компонентом практически всех полноразмерных элементов L31. Полученные данные способствуют 
лучшему пониманию эволюции представителей ITm-транспозонов. Дальнейшее изучение L31-
транспозонов в других таксонах (стрекающие), а также исследование функции белка, кодируемого 
второй рамкой считывания, позволит лучше понять эволюцию ДНК-транспозонов, механизмы 
их горизонтального переноса и вклад в биоразнообразие эукариот.

Ключевые слова: ДНК-транспозоны, L31-транспозоны, двустворчатые моллюски, эволюция гено-
мов, биоразнообразие
DOI: 10.31857/S0026898424010051, EDN: OFVSWF

ВВЕДЕНИЕ
Мобильные генетические элементы (МГЭ) 

эукариот – это подвижные элементы, которые 
существуют и эволюционируют внутри геномов 
хозяев, перемещаясь из локуса в локус, а также 
способны к  горизонтальному переносу между 
геномами. МГЭ широко распространены в гено-
мах прокариот и эукариот [1–4]. После вторже-
ния в геном хозяина МГЭ способны увеличивать 
число своих копий, зачастую очень значительно. 
Из-за способности к транспозиции и частой ам-
плификации транспозоны являются основны-
ми детерминантами размера генома [1, 2, 5, 6]. 
Активные перемещения и амплификация МГЭ 
способны изменять первичную структуру ДНК, 
влиять на работу генов и их функцию, вмеши-

ваться в  процессы регуляции транскрипции, 
вызывать хромосомные аберрации в геноме хо-
зяина [7–9]. Любопытно, что, внедряясь в геном 
хозяина, МГЭ не просто хаотично перемещают-
ся, как считалось ранее, а способны “выбирать” 
наиболее предпочтительные для себя локусы 
генома [10]. В  геноме хозяина МГЭ проходят 
определенные стадии жизненного цикла, ре-
зультатами которого, как правило, являются 
постепенная деградация и элиминация [11–13]. 
Однако некоторые МГЭ могут существовать 
в геноме хозяина достаточно долго при большом 
количестве функциональных копий, например 
ретротранспозоны LINE-1 млекопитающих [14, 
15]. Кроме того, МГЭ могут избежать исчезно-
вения, став источником новых генов или других 
полезных для генома структур [2]. На  данный 
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СТРУКТУРА И ЭВОЛЮЦИЯ ДНК-ТРАНСПОЗОНОВ
момент выявлен целый ряд структурных и  ре-
гуляторных генов, возникших в результате мо-
лекулярного одомашнивания МГЭ [16]. Также 
жизненный цикл МГЭ можно перезапустить 
посредством горизонтального переноса в геном 
другого хозяина (явление горизонтального пере-
носа ряда элементов, например SINE, не описа-
но) [2, 3, 11].

Другой важный аспект  – это способность 
МГЭ отвечать активностью на некоторые стрес-
совые физические, химические и биологические 
факторы [17–22]. Индукция активности МГЭ 
выражается в  увеличении частоты перемеще-
ний и, соответственно, усилении амплифика-
ции. Все это, в свою очередь, дестабилизирует 
геном хозяина, приводя к повышению частоты 
мутаций и гибели организма, а в редких случа-
ях  – к  их  адаптации и  дальнейшей эволюции 
[7, 23, 24]. В  соответствии с  классификацией 
МГЭ эукариот делят на два класса: класс I – ре-
тротранспозоны; класс II – ДНК-транспозоны. 
Деление на классы опирается на механизм пе-

ремещения, свойственный каждому из них. Ре-
тротранспозоны перемещаются через создание 
РНК-посредника. ДНК-транспозоны не  соз-
дают себе посредника и напрямую вырезаются 
из геномной последовательности и встраивают-
ся в нее [25–27].

ДНК-транспозоны  – очень разнообразная 
и  многочисленная группа МГЭ, включающая 
три подкласса и  не  менее 17  надсемейств [26, 
28]. Одной из широко распространенных групп 
ДНК-транспозонов эукариот является инфра-
класс ITm [29, 30], включающий несколько над-
семейств: pogo, Tc1/mariner, Gambol, Sailor [29, 
31–34]. Автономные транспозоны ITm содержат, 
как правило, одну открытую рамку считывания 
(ОРС), которая кодирует фермент транспоза-
зу и  окружена концевыми инвертированны-
ми повторами (КИП). Встречаются элементы, 
имеющие более одной пары инвертированных 
повторов. Дополнительные повторы обычно 
называют субконцевыми инвертированными 
повторами (СИП) (рис. 1а) [27, 32].

Tc1

pogoR

L31-1b_CGig

- КИП/СИП
- ОРС
- ОРС2

1 т.п.н.

L31-1a_CGig

L31-3a_SGlo

L31-1a_MPhi

L31-1a.1_MGal

а

б

Рис. 1. Структура транcпознов суперсемейств Tc1/mariner и  pogo (а) и  разнообразие структуры L31-элементов 
двустворчатых моллюсков (б). КИП/СИП  – концевые инвертированные повторы или субконцевые 
инвертированные повторы; ОРС – открытая рамка считывания, кодирующая транспозазу; ОРС2 – открытая рамка 
считывания, кодирующая белок с неизвестной функцией.

В ходе исследования разнообразия элементов 
ITm в геноме тихоокеанской устрицы Crassostrea 
gigas был описан транспозон Mariner-31_CGi – 
представитель неизвестной обособленной груп-
пы, условно названной L31 (от  like Mariner-31_
CGi) [35]. На филогенетическом дереве данная 
группа заняла место вне известных крупных над-
семейств Tc1/mariner и pogo. ОРС представителей 
L31 кодировала транспозазу с  каталитическим 
доменом DD37E. При этом в  последователь-
ности элемента Mariner-31_CGi присутствовала 
еще одна ОРС, кодирующая белок с неизвест-
ной функцией. Детальное изучение представи-
телей данной группы не входило в задачи рабо-
ты, поэтому исследователи ограничились только 
анализом распространенности элементов L31 
среди эукариот. На основании данных о нали-
чии гомологий с  транспозазой Mariner-31_CGi 

представители L31 были найдены только у двух 
таксонов: двустворчатых моллюсков (Bivalvia) 
и стрекающих (Cnidaria) [35].

Позднее в  работе, посвященной глубокому 
анализу филогенетических отношений и клас-
сификации элементов ITm, представители L31 
были отнесены к  так называемым минорным 
группам [30]. При этом высказывались сомне-
ния в принадлежности элемента Mariner-31_CGi 
к  L31, который, собственно, и  был референс-
ным для данной группы. Кроме того, изучение 
структурных особенностей и эволюции элемен-
тов L31 не входило в задачи работы. Таким об-
разом, группа L31 оставалась практически неиз-
ученной.

В  данной работе представлен первый де-
тальный анализ элементов L31 у  двустворча-
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тых моллюсков, в результате которого описаны 
структура, разнообразие и распространенность, 
а  также установлено филогенетическое поло-
жение транспозонов L31 в  инфраклассе ITm. 
Показано также, что белок, кодируемый ОРС2, 
является неотъемлемым структурным компо-
нентом практически всех полноразмерных эле-
ментов L31.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Поиск элементов. В  качестве образца для 

поиска элементов L31 использовали объеди-
ненную аминокислотную последовательность 
транспозазы и  белка, кодируемого ОРС2 (До-
полнительные материалы 1), принадлежа-
щих описанному ранее элементу  Mariner-31_
CGi устрицы Crassostrea gigas [35], взятые из базы 
данных Repbase (https://www.girinst.org/). Пол-
ногеномные нуклеотидные последовательности 
представителей двустворчатых получены из базы 
данных NCBI  Assembly (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/assembly/). Поиск полноразмерных эле-
ментов L31 осуществляли с помощью tBLASTn 
[36] по гомологии с образцом, представленным 
в  полногеномных последовательностях дву-
створчатых. При анализе обнаруженных гомо-
логий мы учитывали последовательности с про-
центом соответствия образцу по  длине (Query 
Coverage) 45 и более. Далее из оставшегося мно-
гообразия мы выбирали все последовательности, 
кодирующие потенциально функциональную 
транспозазу (с доменом DD37E) и потенциаль-
но функциональный белок ОРС2. Критериями 
для оценки потенциальной функциональности 
транспозаз и белков ОРС2 были: неповрежден-
ная ОРС, наличие стартового кодона и стоп-ко-
дона, а для транспозаз еще и длина, составля-
ющая не  менее 340 аминокислотных остатков 
(а.о.). Если таковых не было, то выбирали наи-
более сохранившиеся последовательности. В тех 
случаях, когда последовательность, гомологич-
ная образцу, кодировала потенциально функ-
циональный белок ОРС2, но  не  кодировала 
потенциально функциональную транспозазу, 
мы также анализировали ее как предполагаемый 
элемент L31. За допустимое расстояние между 
белком ОРС2 и транспозазой внутри предпола-
гаемого элемента мы приняли 10 000 п.н. При 
большем расстоянии белок ОРС2 и транспозазу 
считали принадлежащими разным элементам 
или разным копиям одного элемента.

При поиске копий потенциально функцио-
нальных транспозаз для каждого обнаруженного 
элемента в  качестве образца брали аминокис-
лотную последовательность неповрежденной 
транспозазы этого элемента и осуществляли по-
иск в tBLASTn с настройками фильтров: Query 
Coverage 99-100 и Percent Identity 90-100. Сре-

ди результатов поиска при подсчете учитывали 
только те  транспозазы, идентичность которых 
составляет не  менее 90%, а  соответствие об-
разцу по длине не менее 99% (Query Coverage), 
которые имеют такой же домен, как у образца 
(например, DNLSAH), а  также неповрежден-
ную ОРС со  стартовым кодоном и  стоп-кодо-
ном. При поиске потенциально функциональ-
ных копий каждого обнаруженного белка ОРС2 
мы  брали в  качестве образца последователь-
ность этого белка. Поиск копий осуществля-
ли в  tBLASTn с  настройками фильтров: Query 
Coverage 99-100, при подсчете учитывали только 
копии без внутренних стоп-кодонов.

КИП обнаруживали с помощью BLASTn пу-
тем анализа нуклеотидных последовательностей 
[36]. Границы гипотетических ОРС определяли 
с  помощью ORF Finder (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/orffinder/) и далее уточняли визуально.

Филогенетический анализ. Для филогенети-
ческого анализа были взяты L31-транспозазы 
двустворчатых моллюсков, описанные в  дан-
ном исследовании, а  также L31-транспозазы 
тихоокеанской устрицы C. gigas (Mariner-31_
CGi и  Mariner-53_CGi) из  Repbase и  транспо-
зазы элементов, представляющих известные 
группы инфракласса ITm (табл.  1, см. Допол-
нительные материалы http://www.molecbio.ru/
downloads/2024/1/supp_Puzakov_rus.pdf), в общей 
сложности 139 аминокислотных последователь-
ностей. Множественное выравнивание прово-
дили с использованием MAFFT с применением 
метода G-INS-I  [37]. Филогенетическое дерево 
получено с использованием метода максималь-
ного правдоподобия в программе IQ-TREE [38] 
со  сверхбыстрым бутстреп-анализом (UFBoot) 
(1000 повторов) [39], модель LG+F+I+G4  вы-
брана с помощью ModelFinder [40].

Анализ доменной структуры транспозазы. 
В анализ доменной структуры последовательно-
стей взяты все элементы, имеющие по первич-
ному анализу потенциально функциональные 
транспозазы (табл. 2). Расположение GRPR-по-
добного мотива и маркерных аминокислотных 
остатков: аспартат (D), аспартат (D) и глутамат 
(E) каталитического домена идентифицирова-
ли визуально по  гомологии. ДНК-связываю-
щий домен (три α-спирали до GRPR-подобно-
го мотива и  три после) выявляли, анализируя 
вторичную структуру транспозазы, предсказан-
ную с помощью программы PSIPRED v4.0 [50]. 
Предполагаемую последовательность сигнала 
ядерной локализации (NLS) определяли с помо-
щью программы PSORT (https://www.genscript.
com/psort.html). Графическое представление 
обобщенных последовательностей отдельных 
участков каталитического домена сгенерирова-
но с помощью WebLogo [51].
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Таблица 1. ITm-транспозоны, транспозазы которых использовали в филогенетическом анализе

Famar1 AAO12863 Guest_Ca-sativa XP010462775
Dmmar1 AAA28678 Guest_Soymar1 AF078934
Tvmar1 AAP45328 Guest_Br-oleracea XP013589454
Hsmar1 AAC52010 Guest_Phyllostachys_edulis ADP24264
Bytmar1 CAD45367 Guest_Pisum_sativum AAX51974
Quetzal AAB02109 Gambol_(AAAB01008815) AAAB01008815
Mariner-14_CGi Repbase Gambol_(AAAB01008960) AAAB01008960
SsTRT [41] Gambol_(AAAB01008968) AAAB01008968
An-gambiae1 AF378002 Gambol_(AAAB01016702) AAAB01016702
In_Rhinella_marina [42] Gambol_(AAAB01006894) AAAB01006894
DD35E_TR-Xihe [43] Gambol_(AAAB01006919) AAAB01006919
DD38E_IT_At [44] Gambol_(AAAB01008879) AAAB01008879
TLEWI-1_BPl [45] Gambol_(AAAB01008849) AAAB01008849
VS-Maze [46] Gambol_(AAAB01008958) AAAB01008958
L18-1_HVul

[47]
TBE_AAA18578

[30]

Z-1_POch TBE_AAB42017

Bmmar1 [48] TBE_AAB42032

pogoR11 S20478 TBE_AAB49643

Tigger1 U49973 TBE_AAB49646

Fot1 Q00832 TBE_AAB58026

Tan1 U58946 TBE_AAB58028

Pot2 Z33638 TBE_AAB58030

pogo-5_PBac
[49]

TBE_AAB58032

pogo-2_BOva TBE_AAB58034

Tec_AAA62601

[30]

TBE_AAB58036

Tec_AAA91339 TBE_AAB58377

Tec_AAM80490 TBE_TBE1

Tec_Tec1 TBE_AAB42034

Sailor_Mo_Teggra

[29]

TBE_EJY78953

Sailor_Mo_Batpla TBE_EJY85485

Sailor_Mo_Cepnem IS630Ss X05955
Sailor_Mo_Cragig IS630Se NP_073225
Sailor_Mo_Cycsin IS630_Citrobacter_braakii STH95988)
Sailor_Mo_Hallae IS630_Escherichia_coli GDW80866)
Sailor_Mo_Halrub IS630_Shigella_dysenteriae VDG84061)
Sailor_Mo_Halruf IS630_Shigella_flexneri SRR10263
Sailor_Mo_Limfor HvSm_XP_004209659

[30]
Sailor_Mo_Mermer HvSm_XP_004212365

Sailor_Mo_Modphi HvSm_XP_012557766

Sailor_Mo_Mytcor HvSm_M-6_SM

Sailor_Mo_Pinimb L31_Mariner-53_CGi

RepbaseSailor_Mo_Rudphi
L31_Mariner-31_CGi

Sailor_Mo_Sacglo
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Предсказание функции белка, кодируемого 
второй ОРС. Гипотетическую функцию белка, 
кодируемого второй ОРС, изучали с использо-
ванием в качестве референсной аминокислотной 
последовательности элемента L31-1b_CGig (C. 
gigas) протяженностью 368 а.о. Поиск гомоло-
гий с известными консервативными доменами 
осуществляли с помощью сервиса CDD [52], ал-
горитма BLAST [53] и программы Dompred [54]. 
Кроме того, использовали инструменты пред-
сказания функции FFPred 3  [55] и  MEMSAT 
[56] и сервиса предсказания третичной структу-
ры SWISS-MODEL [57].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Эволюционное разнообразие L31-транспозонов 

двустворчатых

В  результате поиска гомологов Mariner-31_
CGi у  двустворчатых моллюсков обнаружены 
45  уникальных элементов (табл.  2). Для мо-
делирования эволюционных связей проведен 
филогенетический анализ, в  который вошли 
L31-транспозоны двустворчатых, а также пред-
ставители всех известных групп инфракласса 
ITm. Полученная дендрограмма (рис.  2) была 
укоренена на элементы IS630, которые, как пра-
вило, используются в качестве внешней группы 
при филогенетическом анализе транспозонов 
ITm [25–30, 35].

Установлено, что L31-транспозоны форми-
руют единую кладу с высокой достоверностью 
(бутсреп-значение 100%) (рис. 2). Высокую зна-
чимость в  сформированных кладах показали 
и представители надсемейств Sailor и pogo, а так-
же так называемых минорных групп Tec и TBE. 
Элементы HvSm создали единую смешанную 
ветвь с элементами надсемейства Gambol со зна-
чимостью 99%. В  исследовании, в  котором 
элементы HvSm выделены в  отдельную кладу, 
элементы Gambol не  вошли в  филогенетиче-
ский анализ [30], поэтому есть вероятность, что 
элементы HvSm и Gambol являются представи-
телями одной эволюционной группы. Предста-
вители надсемейства Tc1/mariner сформировали 
кладу с достоверностью 69% (рис. 2), что может 
указывать на более высокую филогенетическую 
гетерогенность данной группы или на раннюю 
дивергенцию элементов внутри группы. 

Внутри клады L31 наблюдалось достаточно 
высокое разнообразие. Мы выделили пять кла-
стеров с достоверностью от 70 до 100% (рис. 2). 
В кластерах встречалось более одного элемента, 
обнаруженного в  одной геномной сборке, по-
этому в названиях элементов к номерам, соот-
ветствующим кластеру, мы  добавляли литеры 
(рис.  2). Каждый кластер отличался по  входя-

щим в  него представителям отрядов двуствор-
чатых моллюсков. Так, в кластер L31-1  вошли 
элементы отрядов Mytilida и Ostreida с домини-
рующим преобладанием разнообразия послед-
него. Десять элементов Ostreida распределились 
в три ветви (a, b и c) и один отдельный элемент 
Saccostrea glomerata, получивший литеру d (L31-
1d_SGlo), так как не  вошел ни  в  одну из  трех 
ветвей, упомянутых выше. Также в L31-1 попа-
ли два элемента C. gigas из Repbase: Mariner-31_
CGi (описанный ранее [35]) и  Mariner-53_CGi 
(не  охарактеризованный). Шесть элементов 
Mytilida объединились в единую группу (рис. 2). 
Кластер L31-2  сформировали элементы пред-
ставителей отрядов Ostreida, Mytilida и Pectinida. 
Здесь наблюдалось преобладание элементов, 
обнаруженных в геномах Mytilida, которые рас-
пределились в три ветви. В L31-3 вошли транс-
позоны отрядов Ostreida, Mytilida и  Pterioida, 
а в L31-4 – элементы отрядов Mytilida, Pterioida, 
Adapedonta и  Venerida. Немногочисленность 
элементов в  кластерах не  позволяет выделить 
явные клады, хотя все же наблюдается группи-
ровка элементов в соответствии с таксономией. 
Кластер L31-5  включает только два элемента, 
которые выявлены у  представителей отряда 
Pectinida (рис. 2). 

Распространение L31-транспозонов среди 
двустворчатых

На момент исследования в коллекциях NCBI 
были представлены полногеномные последо-
вательности только двустворчатых подкласса 
Autobranchia, поэтому подкласс Protobranchia 
остался неизученным. В результате анализа рас-
пространенности элементов L31 среди двуствор-
чатых подкласса Autobranchia установлено, что 
они преобладают в  инфраклассе Pteriomorphia 
(рис. 3). В другом инфраклассе – Heteroconchia – 
только у трех из 17 видов обнаружено по одному 
достаточно хорошо сохранившемуся L31-транс-
позону (табл. 2). Все три вида принадлежат к суб-
терклассу Euheterodonta: два из отряда Venerida 
и  один из  Adaendonta. Все элементы принад-
лежат к кластеру L31-4. Еще у одного предста-
вителя отряда Venerida (Ruditapes philippinarum) 
обнаружены короткие фрагменты, гомологич-
ные Mariner-31_CGi. У других видов, принадле-
жащих отрядам Venerida (три вида), Adapedonta 
(один вид), Myida (три вида) и  Cardiida (два 
вида) субтеркласса Euheterodonta, гомологий 
не  выявлено (табл.  2). В  другом субтерклассе 
Palaeoheterodonta инфракласса Heteroconchia 
анализ геномных последовательностей четырех 
представителей отряда Unionida выявил в трех 
из них короткие фрагменты L31-транспозонов 
(табл. 2).
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Рис. 2. Филогенетическое разнообразие L31-элементов двустворчатых моллюсков. Названия клад указаны справа 
от дендрограммы. Геометрическими фигурами обозначены транспозоны, выявленные в данном исследовании: 
квадрат – отряд Ostreida, круг – отряд Mytilida, ромб – отряд Pectinida, треугольник вершиной вверх – отряды 
Adapedonta и Venerida, треугольник вершиной вниз – отряд Pterioida. Бутстреп-значения менее 50% на дендрограмме 
не указаны.



63

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 1 2024

СТРУКТУРА И ЭВОЛЮЦИЯ ДНК-ТРАНСПОЗОНОВ

Autobranchia

Protobranchia

Pteriomorphia

Heteroconchia

Euheterodonta

Archiheterodonta

Подкласс Инфракласс Субтеркласс Надотряд Отряд L31

нд

нд

нд
нд
нд

нд

нд

нд

3*/4

3*/6

0/3

0/2
1/2

2*/2

8*/8
6/6
3/3
1/2

Anomalodesmata

Imparidentia

Adapedonta
Cardiids

Gastrochaenida

Sphaeriida
Venerida

Trigoniida
Unionida

Arcida
Limida

Pterioida
Pectinida
Ostreida
Mytilida

Myida
Lucinida

Galeommatida

Heterodonta

Palaeoheterodonta

Рис. 3. Распространение L31-транспозонов среди двустворчатых. нд – нет данных; косая черта разделяет количество 
видов, у которых обнаружены L31-элементы, и общее число исследованных видов таксона; *у некоторых видов 
выявлены только короткие фрагменты (обрывки) L31-элементов (см. текст и табл. 2). Таксономическое дерево 
создано на основе данных из World Register of Marine Species (WoRMS) (https://www.marinespecies.org/) и TimeTree 
(http://www.timetree.org/).

Элементы L31 выявлены в четырех (Mytilida, 
Ostreida, Pectinida, Pterioida) из шести отрядов 
инфракласса Pteriomorphia. У двух видов отря-
да Arcoida обнаружены только короткие фраг-
менты, гомологичные Mariner-31_CGi. Пол-
ногеномные сборки у  представителей Limoida 
в  коллекциях NCBI на  момент исследования 
отсутствовали (табл. 2).

В  геномах всех шести изученных видов от-
ряда Ostreida обнаружены элементы L31. При 
этом наблюдалась вариабельность в  представ-
ленности транспозонов в  геномах. Количе-
ство уникальных элементов L31 варьировало 
от 1 до 4 (табл. 2). Представители кластера L31-
1  выявлены во  всех изученных сборках, тогда 
как элементы L31-2 найдены у трех организмов, 
а L31-3 – только у одного.

У  Mytilida L31-транспозоны обнаруже-
ны у  шести из  восьми видов. У  двух видов 
(Limnoperna fortunei и  Perna viridis) выявле-
ны только короткие фрагменты элементов 
L31. Вариабельность по  количеству уникаль-
ных элементов была еще более высокой, чем 
у Ostreida (от 1 до 7) (табл. 2). У представителей 
рода Mytilus (четыре вида) выявлены элементы 
кластеров L31-1  и  L31-2, тогда как у  Modiolus 
philippinarum обнаружены представители четы-
рех кластеров (все, кроме L31-5), а у Gigantidas 
platifrons только элемент L31-3 (табл. 2, табл. 3).

Во  всех трех изученных геномах пред-
ставителей Pectinida присутствовали 1  или 
2  элемента L31 (табл.  2, табл.  3). У  гребеш-
ка Pecten maximus  – элемент кластера L31-2, 
а  у  Mizuhopecten yessoensis  – L31-5. В  геноме 
Argopecten irradians обнаружены представители 
обеих этих групп (L31-2 и L31-5).

В отряде Pterioida анализировали геномные 
сборки двух видов (табл. 2). Однако L31-транс-
позоны выявлены только у  Pinctada imbricata. 
При этом наблюдалось высокое разнообразие: 
пять уникальных элементов представляли кла-
стеры L31-3 и L31-4 (табл. 2, табл. 3).

Особенности L31-транспозонов двустворчатых

Наиболее яркой чертой элементов L31 яв-
ляется дополнительная ОРС (ОРС2). Показано, 
что преобладающее большинство элементов, 
как и Mariner-31_CGi (C. gigas), содержат ОРС2. 
При этом во  всех элементах (за  исключением 
L31-3a_SGlo) ОРС и ОРС2 направлены от цен-
тра к  краям транспозона, тогда как у  L31-3a_
SGlo они направлены в одну сторону (рис. 1б). 
Таким образом, ОРС2 является характерным 
компонентом элементов L31, а  не  случайным 
спутником Mariner-31_CGi, как предполагалось 
ранее [35].
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Наряду с  эволюционным разнообразием 
транспозаз, элементы L31 также различаются 
общей протяженностью, длиной КИП и субкон-
цевых инвертированных повторов (СИП) как 
между кластерами, так и  внутри них (табл.  3). 
Наименьшая протяженность элемента, имею-
щего КИП (L31-3a_PImb), составляла 2532 п.н., 
но этот элемент не имел ОРС2. Самый короткий 
элемент, имеющий КИП и обе ОРС, – L31-3a_
SGlo, длина которого составляет 3670 п.н. При 
этом встречаются элементы, длина которых пре-
вышает 10 000 п.н. и даже достигает 15 077 п.н. 
(L31-4a_MMer). Во всех кластерах, кроме L31-5, 
представлены как короткие, так и длинные ва-
рианты. У  обоих представителей L31-5  не  со-
хранились КИП и  ОРС2, выявлены лишь по-
следовательности, гомологичные транспозазе 
(табл. 2, табл. 3).

Флуктуации в протяженности элементов L31 
преимущественно обусловлены длиной межген-
ного интервала и  в  меньшей степени длиной 
КИП, а также наличием и длиной СИП. Во всех 
кластерах (с обеими ОРС) наблюдается значи-
тельный разброс длины межгенного интервала 
(табл. 3) – от нескольких сотен до нескольких 
тысяч пар нуклеотидов. Однако у  преоблада-
ющего числа элементов протяженность этого 
интервала варьирует в диапазоне от 400 до 2500 
п.н., только у отдельных представителей его дли-
на достигает более значительных величин (на-
пример, 9218 п.н. у L31-4a_MMer или 12 527 п.н. 

у L31-3a_GPla). Причиной такого разнообразия 
в длине межгенного интервала могут быть му-
тационные процессы, сопровождающие эволю-
ционный путь L31-транспозонов, в  результате 
которых возникают как делеции, так и вставки 
(иногда протяженные) фрагментов ДНК.

КИП и  СИП также демонстрируют разно-
образие – от коротких вариантов 19 п.н. (L31-
4c.1_PImb) до длинных 367 п.н. (L31-3b.1_PImb). 
Обобщая полученные данные, можно отметить 
отсутствие СИП в кластере L31-2, при том что 
он  имеет достаточно много представителей 
(13 элементов). Также есть случаи, когда СИП 
фланкируют только ген транспозазы (L31-1a_
MCal) или единственная пара инвертированных 
повторов фланкирует только ОРС2 (L31-1a_
MEdu, L31-1a.1_MGal) (табл. 2, рис. 1б).

Подсчет копий каждого уникального эле-
мента в  геномах двустворчатых показал, что 
L31-транспозоны не  имели высокой транс-
крипционной активности в  прошлом. На  это 
указывает немногочисленность сохранившихся 
экземпляров (табл. 2). Из 45 обнаруженных эле-
ментов только три (L31-1b_CHon, L31-1a_CVir, 
L31-4a_PImb) имели более 20 копий, еще у двух 
(L31-4a_MMer, L31-2a_CHon) было 13 и 16 ко-
пий соответственно. Число копий у остальных 
L31-транспозонов не  превышало 10, а  у  трех 
элементов (L31-1b_OLur, L31-1a_MCal, L31-
4a_SGra) выявлено лишь по  одной копии. 

Таблица 3. Характеристика кластеров L31-транспозонов двустворчатых

Кластер ДлинаА, п.н. КИП, 
п.н.

СИП, 
п.н.

Транспо-
заза, а.о.

Белок 
ОРС2,

а.о.

Интервал 
между 

ОРС, п.н.
Число 
копий

Число 
ПФТ

Число 
ПФБ-2 Отряд

L31-1 2958–9887 31–203 35–224 322–364 332–431 343–7631 1–25 0–9 0–4 Ostreida
Mytilida

L31-2 3686–10181 27–214 – 345–363 – 455–3605 2–16 0–5 0
Ostreida
Mytilida
Pectinida

L31-3 2532–13921 31–360 338–342 355–361 – 503–12527 2–5 0–2 0
Ostreida
Mytilida
Pterioida

L31-4 4456–15077 19–267 52–312 344–359 327–459 426–9218 1–24 0–22 0–20
Mytilida
Pterioida

Adapedonta
Venerida

L31-5 969–1038Б – – 323–345 – – 3–6 0–2 0 Pectinida

Примечание. КИП – концевые инвертированые повторы; СИП – субконцевые инвертированные повторы; а.о. – 
аминокислотный остаток; ОРС  – открытая рамка считывания; ПФТ  – потенциально функциональная транспозаза; 
ПФБ-2 – потенциально функциональный белок, кодируемый второй ОРС; А – минимальное значение, указано только 
для элементов с КИП; Б – у данного кластера нет элементов с КИП, поэтому указана протяженность фрагментов, гомо-
логичных транспозазе.
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СТРУКТУРА И ЭВОЛЮЦИЯ ДНК-ТРАНСПОЗОНОВ
Между кластерами больших различий не уста-
новлено. В группах L31-3 и L31-5 отсутствуют 
элементы с  числом копий, превышающим 10, 
но  и  в  остальных группах присутствие более 
многокопийных элементов носит скорее эпизо-
дический характер.

Около половины обнаруженных L31-транс-
позонов (27 элементов) сохранили копии с ОРС, 
кодирующей потенциально функциональную 
транспозазу, а  только около четверти (11  эле-
ментов) – потенциально функциональный бе-
лок ОРС2 (табл. 2). Количество копий с интакт-
ной ОРС транспозазы не превышало 10, а копий 
с интактной ОРС2 – пяти. Исключением явля-
ется L31-4a, у которого 22 из 24 копий несли ин-
тактный ген транспозазы и 20 из них имели по-
тенциально функциональный ген белка ОРС2.

Полноразмерные транспозазы выявлены 
во всех кластерах надсемейства L31 и варьиро-
вали от 322 до 364 а.о. В каждом кластере най-
дены элементы как имеющие копии с потенци-
ально функциональной транспозазой, так и без 
таковых (табл. 2, табл. 3).

Поскольку белок, кодируемый ОРС2, ранее 
не был описан, то не установлено, какую длину 
можно считать характерной для него. В  связи 
с этим мы считали полноразмерными все вари-
анты, превышающие 300 а.о. Копии элементов, 
содержащие полноразмерные белки ОРС2, вы-
явлены только в кластерах L31-1 и L31-4, хотя 
в  кластерах L31-2  и  L31-3  также обнаружены 
элементы с последовательностями, гомологич-
ными ОРС2, но кодирующими белок протяжен-
ностью менее 300 а.о. В кластерах L31-1 и L31-
4  копии с  потенциально функциональными 
белками ОРС2 выявлены не  у  всех элементов, 
но у некоторых присутствовали в относительно 
большом количестве (20 копий у L31-4a_PImb) 
(табл. 2). Таким образом, можно отметить, что 
последовательности ОРС2 в  большей степени 
подвержены деградации и элиминации.

Доменная структура транспозазы L31-
транспозонов двустворчатых

Основными компонентами функциональ-
ных транспозаз элементов инфракласса ITm яв-
ляются ДНК-связывающий и  каталитический 
(DDE/D) домены [32]. ДНК-связывающий до-
мен расположен в первой половине (N-конце-
вой части) аминокислотной последовательности 
транспозазы и  выявляется по  наличию шести 
α-спиралей. Этот домен обеспечивает связыва-
ние транспозазы с КИП. Между первой и второй 
триадами α-спиралей располагается GRPR-по-
добный мотив. Этот компонент обеспечивает 
взаимодействие ДНК-связывающего домена 
с сайтом-мишенью (динуклеотид ТА) [58]. Вто-

рая половина (С-концевая часть) транспозазы 
содержит DDE/D-домен, который обладает эн-
донуклеазной и лигирующей активностью, необ-
ходимой для вырезания и вставки транспозона. 
Название (DDE/D) домена основано на  при-
сутствии триады консервативных маркерных 
аминокислотных остатков – два аспартата (D) 
и третий либо глутамат (E), либо аспартат. Меж-
ду первым и вторым маркерными аспартатами 
находятся, как правило, от  90  до  110 а.о. Рас-
стояние между вторым и третьим маркерными 
остатками (составляет обычно от 30 до 40 а.о.) 
является консервативным и часто используется 
как классификационный признак транспозонов 
ITm (например, семейство Visitor – DD40-41D, 
семейство mariner  – DD34D, семейство Tc1  – 
DD34E) [32–34]. Также транспозазы ITm могут 
содержать сигнал ядерной локализации (NLS), 
который, как предполагается, способствует 
транспорту транспозазы из цитоплазмы в ядро 
[59, 60].

Изучение структуры полноразмерных транс-
позаз у элементов L31 двустворчатых показало, 
что ДНК-связывающий домен, GRPR-подоб-
ный мотив и  каталитический домен присут-
ствуют практически во  всех последовательно-
стях (рис.  4). В  отдельных случаях некоторые 
структуры не обнаружены. Так, в элементе L31-
1a_MPhi не найдена третья α-спираль, а в L31-
1a_MGal  – шестая α-спираль. В  целом вторая 
триада α-спиралей ДНК-связывающего доме-
на имеет большую вариабельность, чем первая 
триада α-спиралей. GRPR-подобный мотив 
в  четырех последовательностях был неузнава-
ем (L31-1a_MPhi, L31-1c_CAri, L31-5_AIrr, L31-
4a_MMer) (рис. 4). NLS-мотив найден в четырех 
L31-транспозонах (L31-2a_MEdu, L31-2a_MCal, 
L31-4a_MPhi, L31-4a_CSin) (рис. 4). Каталити-
ческий домен сохранился во всех полноразмер-
ных транспозазах и имел паттерн DD37E. Толь-
ко элемент L31-5_AIrr содержал DD38E домен 
(рис. 4).

Для сравнения каталитических доменов эле-
ментов L31 разных кластеров мы  выбрали три 
области, включающие каждый из  маркерных 
аминокислотных остатков триады DDE протя-
женностью 10  а.о., и  создали обобщенные по-
следовательности (рис. 5). Сходства и различия 
в обобщенных последовательностях между все-
ми кластерами L31-транспозонов подтвердили 
адекватность подразделения на  группы. Кла-
стер L31-5 включал только два элемента в связи 
с чем обобщенную последовательность области 
глутамата (третий маркерный остаток) получить 
не  удалось. Однако области первых двух мар-
керных остатков были более консервативны-
ми и также имели отличия от других кластеров 
(рис. 5).
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Рис. 4. Множественное выравнивание последовательностей транспозаз L31-транспозонов. α-Спирали ДНК-
связывающего домена выделены серым. Предполагаемый NLS обозначен полужирным курсивом. Триада DDE 
каталитического домена выделена черным. GPRK-мотив обозначен полужирным и подчеркнут.
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СТРУКТУРА И ЭВОЛЮЦИЯ ДНК-ТРАНСПОЗОНОВ

L31-1

L31-2

L31-3

L31-4

L31-5

Группа
элементов

Область первого маркерного
аминокислотного основания

DDE-домена

Область второго маркерного
аминокислотного основания

DDE-домена

Область третьего маркерного
аминокислотного основания

DDE-домена

Рис. 5. Особенности консервативных районов каталитического домена транспозазы элементов L31. Маркерные 
аминокислотные остатки каталитического домена выделены серым.

Предполагаемая функция белка, кодируемого 
второй ОРС L31-транспозонов

Поскольку в ходе исследования выяснилось, 
что белок, кодируемый ОРС2, является посто-
янным и  достаточно консервативным компо-
нентом L31-транспозонов, мы  решили под-
робнее изучить его предполагаемые функции. 
В качестве референсной использовали последо-
вательность белка, кодируемого ОРС2 элемента 
L31-1b_CGig (C. gigas), протяженностью 368 а.о.

Несмотря на  то  что ранее в  аминокислот-
ной последовательности, кодируемой ОРС2 
элемента Mariner-31_CGi, был выявлен домен 
Myosin_tail_1 (pfam01576) [35], поиск гомоло-
гий с известными консервативными доменами 
в  коллекциях NCBI с  помощью BLAST в  этот 
раз не дал результатов. Анализ с помощью сер-
висов поиска доменов CDD и  Dompred также 
не выявил никаких гомологий.

Анализ с помощью FFPred 3, предназначен-
ным для предсказания функции (в  терминах 
генной онтологии) аминокислотных последова-
тельностей, когда гомология с известными бел-
ками малоинформативна, позволил выявить не-
сколько возможных вариантов. Среди функций, 
связанных с биологическими процессами, наи-
большие значения достоверности имели транс-
порт (GO:0006810), регуляция транскрипции 
на  основе нуклеиновых кислот (GO:1903506) 
и  регуляция биосинтеза РНК (GO:2001141). 
Среди предсказанных молекулярных функ-
ций наиболее достоверными были: связывание 
с белками цитоскелета (GO:0008092), связыва-
ние с  нуклеиновыми кислотами (GO:0003676) 
и связывание с актином (GO:0003779). Наибо-
лее вероятными структурами из  компонентов 
клеток, с  которыми связана предполагаемая 
функция белка, кодируемого ОРС2, были мито-

хондрии (GO:0005739), митохондриальная мем-
брана (GO:0031966) и мембрана (GO:0016020). 

Исследование с  помощью MEMSAT, ко-
торый позволяет на  основе аминокислотных 
последовательностей предсказать топологию, 
показало, что кодируемый ОРС2 белок может 
быть трансмембранным. При этом N-конец бел-
ка (1–37 а.о.) – это предположительно его вне-
клеточная часть, 38–53 а.о. – трансмембранная, 
а с 54 а.о. до конца – внутриклеточная. Эти дан-
ные отчасти согласуются с предсказанием связи 
с мембранами, полученными в результате ана-
лиза с использованием FFPred 3. α-Спиральные 
трансмембранные белки участвуют в клеточной 
передаче сигналов, транспорте мембрано-не-
проницаемых молекул, межклеточной связи, 
распознавании клеток и клеточной адгезии [52].

Анализ белка, кодируемого ОРС2 элемента 
L31-1b_CGig, с помощью сервиса предсказания 
третичной структуры на  основе поиска гомо-
логий с  известными белками SWISS-MODEL 
выявил сходство с  четырьмя белками: бел-
ком комплекса ядерной поры (нуклеопорин) 
NUP58 (5ijn.1.G), субъединицей E  фактора 
транскрипции II  (TFIIE) (5oqm.1.U), белком 
с цинковыми пальцами NBR1 (2bkf.1.A) и тек-
тином-2 (7rro.32.A). При этом центральная часть 
белка, кодируемого ОРС2, гомологична NUP58, 
TFIIE и  тектину-2, тогда как N-конец сходен 
только с NBR1.

Нуклеопорин NUP58 входит в  состав ком-
плекса ядерной поры, который обеспечивает 
транспорт молекул через ядерную мембрану 
в обоих направлениях [61]. Субъединица E фак-
тора транскрипции II  участвует в  плавлении 
ДНК в  области промотора во  время транс-
крипции [62]. Тектин-2 является компонентом 
центриолей [63], а цинковые пальцы являются 
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модулями, взаимодействующими с ДНК, РНК, 
другими белками или небольшими молекулами 
[64]. Обобщая функциональные аспекты, с ко-
торыми связаны четыре приведенных белка, 
можно выделить трансмембранный транспорт, 
участие в синтезе РНК, взаимодействие с ДНК, 
РНК и  белками, что коррелирует с  данными, 
полученными с использованием FFPred 3.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В  результате исследования L31-транспозо-

нов двустворчатых моллюсков получена деталь-
ная информация о  разнообразии, распростра-
нении и структуре этих элементов. Эти данные 
позволяют классифицировать L31-транспозоны 
как самостоятельное надсемейство, входящее 
в  большую группу (инфракласс) ITm. Внутри 
надсемейства нами выделено пять кластеров, 
что свидетельствует о его эволюционном разно-
образии. Из всех моллюсков L31-транспозоны 
выявлены только у двустворчатых [35]. Однако 
и внутри этого класса наблюдается ограничен-
ное распространение элементов L31. На данный 
момент показано присутствие L31-транспозо-
нов в  подкласе Autobranchia с  преобладанием 
по  разнообразию и  количеству в  инфраклассе 
Pteriomorphia (рис.  3). Ограниченное распро-
странение дает основание предполагать, что 
предковый L31-транспозон двустворчатых поя-
вился после дивергенции этой группы организ-
мов. Класс двустворчатые отделился от брюхо-
ногих приблизительно 530 млн лет назад [65]. 
Предковый L31-транспозон мог возникнуть 
у  моллюсков как в  ходе эволюции элементов 
ITm, так и  проникнуть в  прародителя таксона 
в  результате горизонтального переноса. Явле-
ние горизонтального переноса играет значимую 
роль в широком распространении и эволюции 
ДНК-транспозонов [66, 67]. Функциональные, 
транспозиционно-активные элементы эукариот 
способны колонизировать геномы новых хозя-
ев и мультиплицироваться, внося вклад в эво-
люцию и  биоразнообразие. Описано довольно 
много случаев горизонтального переноса эле-
ментов инфракласса ITm [67].

Наиболее вероятно, что эволюционное 
и структурное разнообразие L31-транспозонов 
двустворчатых является следствием эволюции 
представителей этого надсемейства ДНК-транс-
позонов уже внутри таксона. Это связано с эта-
пом диверсификации, который в ходе “жизнен-
ного цикла” транспозонов следует, как правило, 
после колонизации генома хозяина. “Жизнен-
ный цикл” включает этапы колонизации, ди-
версификации, деградации, элиминации [11]. 
Альтернативными итогами окончания “жиз-
ненного цикла” ДНК-транспозонов могут быть 
молекулярная доместикация, горизонтальный 

перенос в  новый геном и  рестарт “жизненно-
го цикла” внутри прежнего генома [11, 35, 48, 
68]. Распространение представителей различных 
кластеров L31-транспозонов среди отрядов дву-
створчатых указывает на то, что событие дивер-
сификации также произошло достаточно давно, 
так как в одном отряде могут встречаться эле-
менты разных кластеров (табл. 3).

Малое количество копий отражает, по-ви-
димому, невысокую транспозиционную актив-
ность L31-транспозонов. В  сочетании с  высо-
ким разнообразием это может свидетельствовать 
о возможных событиях так называемого рестар-
та “жизненного цикла” внутри прежнего гено-
ма, когда в результате мутационных процессов 
появляется активный транспозон с  функцио-
нальной транспозазой. Относительно высокое 
число копий с потенциально функциональной 
транспозазой у элемента L31-4a_PImb (Pinctada 
imbricata) может свидетельствовать о  том, что 
он  по-прежнему активен или был активным 
сравнительно недавно (по эволюционным мер-
кам).

Вариации в  длине элементов и  размерах 
КИП (СИП), на  наш взгляд, также отражают 
долгий эволюционный путь представителей 
надсемейства L31. Однако несмотря на  древ-
ность происхождения, у многих элементов со-
хранилась вторая ОРС, что дает основание пред-
полагать необходимость продукта этого гена 
для транспозиционной активности L31-транс-
позонов. Близкими эволюционными группа-
ми надсемейства L31 являются TBE и Tec [30], 
что подтверждается и в данной работе (рис. 2). 
Примечательно, что и TBE, и Tec по структуре 
тоже отличаются от основного массива элемен-
тов инфракласса ITm. Элементы семейства TBE 
имеют небольшие КИП (около 80 п.н.) и несут 
три ОРС, кодирующих транспозазу, небольшую 
ОРС с неизвестной функцией и белок с цинко-
выми пальцами [69, 70]. Элементы Tec имеют 
очень длинные КИП (около 700 п.н.) и три ОРС: 
транспозазы, белка с  неизвестной функцией 
и  сайт-специфической рекомбиназы, которая 
может выполнять транспозицию в  отсутствие 
специальной транспозазы [71, 72]. Представите-
ли обеих групп пока выявлены только у инфу-
зорий [69, 71]. Белок ОРС2 L31-транспозонов, 
как и  дополнительные белки элементов TBE 
и Tec, сохраняется в ходе эволюции (и отбора), 
поэтому, соответственно, его функция может 
быть связана с обеспечением транспозиционной 
активности. Поскольку часто белки обладают 
мультифункциональностью, то  и  белок ОРС2 
может участвовать как в регуляции транскрип-
ции транспозазы, так и обеспечении транспорта 
транспозазы через ядерный поровый комплекс, 
или даже транспорта L31-транспозона через 
клеточную мембрану.
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Полученные данные о структуре, разнообра-

зии и распространении элементов L31 двуствор-
чатых моллюсков способствуют лучшему пони-
манию эволюции представителей инфракласса 
ITm. Дальнейшее изучение L31-транспозонов 
в других таксонах (стрекающие), а также иссле-
дование функции белка второй ОРС позволит 
лучше понять эволюцию ДНК-транспозонов, 
механизмы горизонтального переноса и  вклад 
в биоразнообразие эукариот.

Аминокислотные последовательности транс-
позаз представлены в  Дополнительных мате-
риалах. (см на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2024/1/supp_Puzakov_rus.pdf)
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Structure and Evolution of DNA Transposons of the L31 Superfamily of Bivalves 
M. V. Puzakov1, *, and L. V. Puzakova1
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DNA transposons of the IS630/Tc1/mariner (ITm) are widespread representatives of DNA transposons that 
make a significant contribution to the evolution of eukaryotic genomes. With the start of large-scale appli-
cation of next generation sequencing (NGS) technologies and the emergence of many new whole genome 
sequences of organisms in nucleotide collections, ITm elements have been identified in most taxa of  the 
eukaryotic tree of life. Despite the rather detailed study of the diversity of ITm representatives, elements are 
still found that contribute to the expansion and revision of the classification of this group of DNA trans-
posons. This paper presents for the first time a detailed analysis of  the L31 elements of bivalves, which 
resulted in a description of the structure, diversity, distribution, and phylogenetic position among the ITm 
elements. It was found that L31 transposons are an independent superfamily in the ITm group, which has 
an ancient origin. Within the L31 clade, rather high diversity was observed: five phylogenetic clusters were 
identified. At the moment, the presence of L31 transposons in molluscs has been revealed only in bivalves 
in the subclass Autobranchia, with a predominance in diversity and quantity in the infraclass Pteriomorphia. 
It has also been shown that the protein encoded by the second open reading frame (ORF2) is an integral 
structural component of almost all full-length L31 elements. The data obtained contribute to a better under-
standing of the evolution of representatives of ITm transposons. Further study of L31 transposons in other 
taxa (cnidaria), as well as the study of the function of the second ORF protein, will provide an opportunity 
to better understand the evolution of DNA transposons, the mechanisms of horizontal transfer, and the 
contribution to eukaryotic biodiversity.

Keywords: DNA transposons, L31 transposons, bivalves, genome evolution, biodiversity



73

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2024, том 58, № 1, с. 73–77

ГЕНОМИКА. ТРАНСКРИПТОМИКА

УДК 598.2:575.852,577.112.5

КЛАДСПЕЦИФИЧЕСКАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ  
БЕЛКОВЫХ ПОВТОРОВ У ПТИЦ#

© 2024 г. S. Sharmaa, L. Teekasa, N. Vijaya, *
a Computational Evolutionary Genomics Laboratory, Department of Biological Sciences, IISER Bhopal, Bhauri, 

Madhya Pradesh, 462066 India
*e-mail: nagarjun@iiserb.ac.in

Поступила в редакцию 20.03.2023 г.
После доработки 25.04.2023 г.

Принята к публикации 30.05.2023 г.

Белковые повторы ‒ источник быстрой эволюционной и функциональной новизны. Повторы имеют ре-
шающее значение в процессах развития, нейрогенеза, иммунитета и патологий. Вариабельность длины 
и  чистота повторов могут повлиять на  результат любого биологического процесса ‒ из-за  изменения 
структуры белка и аффинности белок-белковых взаимодействий. Такие резкие изменения способству-
ют быстрой адаптации видов к новой среде обитания или приобретению различных морфологических/
физиологических особенностей. Класс птиц, насчитывающий более 11 000 видов, относится к наиболее 
распространенным среди позвоночных ‒ птицы обитают повсеместно. Взрывная адаптивная радиация 
и функциональная диверсификация способствовали освоению птицами различных мест обитания. Бла-
годаря большому разнообразию морфологии, физиологии, характера полета, поведения, окраски и цикла 
развития, птиц можно считать идеальной моделью для изучения роли белковых повторов в эволюционной 
новизне. Полученные нами результаты свидетельствуют о сходном разнообразии и доле повторов во всех 
рассмотренных отрядах птиц, что предполагает существенную роль повторов в целесообразных вариантах 
развития. Обнаружены сайты позитивного отбора в повторе PolyQ RUNX2 в кладе птиц и значитель-
но сокращенные длины повторов у Psittacopasserae. У Galloanseriformes выявлен видовой сдвиг в сторо-
ну сокращения длины повторов. Интересно, что длина polyS-повтора в белке PCDH20 резко отличается 
у Galliformes и Anseriformes. Мы предполагаем, что вариабельность длины серинового повтора и его вза-
имодействие с β-катенином в сигнальном пути Wnt/β-катенин могли способствовать адаптации птиц к со-
ответствующим условиям окружающей среды. По результатам проведенного исследования можно сделать 
вывод о роли белковых повторов в функциональном/морфологическом разнообразии птиц. Кроме того, 
приведен обширный список генов со значительными различиями в длине повторов ‒ для дальнейшего изу-
чения роли вариабельности длины в эволюционной новизне и быстрой функциональной диверсификации.

Ключевые слова: белковые повторы, вариация длины повтора, птицы, разнообразие, естественный 
отбор
DOI: 10.31857/S0026898424010066, EDN: OFVPXS
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Protein Repeats Show Clade-Specific Volatility in Aves
S. Sharma1, L. Teekas1, and N. Vijay1, *

1 Computational Evolutionary Genomics Lab, Department of Biological Sciences, IISER Bhopal, Bhauri, 
Madhya Pradesh, 462066 India
*e-mail: nagarjun@iiserb.ac.in

Protein repeats are a source of rapid evolutionary and functional novelty. Repeats are crucial in develop-
ment, neurogenesis, immunity, and disease. Repeat length variability and purity can alter the outcome 
of a pathway by altering the protein structure and affecting the protein-protein interaction affinity. Such ram-
pant alterations can facilitate species to rapidly adapt to new environments or acquire various morphological/
physiological features. With more than 11.000 species, the avian clade is one of the most speciose vertebrate 
clades, with near-ubiquitous distribution globally. Explosive adaptive radiation and functional diversification 
facilitated the birds to occupy various habitats. High diversity in morphology, physiology, flight pattern, 
behavior, coloration, and life histories make birds ideal for studying protein repeats’ role in evolutionary 
novelty. Our results demonstrate a similar repeat diversity and proportion of repeats across all the avian or-
ders considered, implying an essential role of repeats in necessary pathways. We detected positively selected 
sites in the polyQ repeat of RUNX2 in the avian clade; and considerable repeat length contraction in the 
Psittacopasserae. The repeats show a species-wide bias towards a contraction in Galloanseriformes. Interest-
ingly, we detected the length contrast of polyS repeat in PCDH20 between Galliformes and Anseriformes. 
We speculate that length variability of serine repeat and its interaction with β-catenin in the Wnt/β-catenin 
signalling pathway could have facilitated fowls to adapt to their respective environmental conditions. We be-
lieve our study emphasizes the role of protein repeats in functional/morphological diversification in birds. 
We also provide an extensive list of genes with considerable repeat length contrast to further explore the role 
of length volatility in evolutionary novelty and rapid functional diversification.

Keywords: protein repeats, repeat length variation, Aves, diversity, natural selection
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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА Fos И НЕКОТОРЫХ СВЯЗАННЫХ С НИМ ГЕНОВ 
В ГИПОТАЛАМУСЕ ГИПЕРТЕНЗИВНЫХ КРЫС НИСАГ (ISIAH) 
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Стрессовые воздействия могут играть значимую роль в  развитии артериальной гипертонии 
и  многих других осложнений сердечно-сосудистых заболеваний. Изучению молекулярных 
механизмов, вовлеченных в ответ организма на стрессовые воздействия, уделяется значительное 
внимание, но  в  понимании деталей этих механизмов все еще остается много белых пятен. 
Крысы линии НИСАГ моделируют стресс-чувствительную форму артериальной гипертонии. 
Они характеризуются генетически обусловленной повышенной активностью гипоталамо-
гипофизарно-адренокортикальной и  симпато-адреномедуллярной систем, что предполагает 
функциональное состояние повышенной стресс-реактивности. Впервые в гипоталамусе взрослых 
самцов гипертензивных крыс НИСАГ исследована динамика экспрессии гена Fos и  некоторых 
связанных с  ним генов после однократного воздействия рестрикционного стресса разной 
продолжительности (30, 60  и  120 мин). Показана активация транскрипции гена Fos с  пиком 
через 1 ч после начала такого воздействия. Динамика активации гена Fos совпадает с динамикой 
увеличения артериального давления. В  процессе активации нейронов гипоталамуса изменяется 
уровень транскрипции и других генов, кодирующих транскрипционные факторы (Jun, Nr4a3, Jdp2, 
Ppargc1a), ассоциированные с развитием кардиоваскулярных заболеваний. Поскольку индукция 
Fos является маркером активации нейронов мозга, можно заключить, что повышенная стрессовая 
реактивность гипоталамо-гипофизарно-адренокортикальной и  симпатоадреналовой систем 
гипертензивных крыс НИСАГ при кратковременном рестрикционном стрессе сопровождается 
активацией нейронов гипоталамуса и повышением уровня артериального давления.

Ключевые слова: гены раннего ответа, гипоталамус, однократный рестрикционный стресс, крысы 
линии НИСАГ
DOI: 10.31857/S0026898424010079, EDN: OENGDY

Сокращения. НИСАГ – линия крыс с наследуемой ин-
дуцированной стрессом артериальной гипертензией; 
WAG – линия крыс Wistar Albino Glaxo; АД – артери-
альное давление; ПЦР-РВ – полимеразная цепная ре-
акция с детекцией в реальном времени; АКТГ – адре-
нокортикотропный гормон.

ВВЕДЕНИЕ
Развитие гипертензивного статуса и его ре-

гуляция  – это многокомпонентный процесс, 
на который влияют как генетические, так и сре-
довые факторы. Крысы линии НИСАГ (ISIAH, 
inherited stress induced arterial hypertension) моде-
лируют стресс-чувствительную форму артери-

альной гипертонии [1, 2]. Селекцию этих крыс 
проводили по признаку увеличения артериаль-
ного давления (АД) при воздействии кратковре-
менного рестрикционного стресса (ограничение 
подвижности в тесной проволочной клетке в те-
чение 30  мин), который можно рассматривать 
как психоэмоциональный стресс [3].

У  крыс НИСАГ гипертензия развивается 
спонтанно к 2-месячному возрасту, что обеспе-
чивается генетически детерминированной по-
вышенной реактивностью нейроэндокринной 
гипоталамо-гипофизарно-адренокортикаль-
ной и  симпато-адреномедуллярной систем [3]. 
У  крыс НИСАГ в  покое концентрации АКТГ 
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и кортикостерона в плазме крови не отличают-
ся от значений у контрольных нормотензивных 
крыс, но в гипоталамусе увеличена концентра-
ция норадреналина [4], а в надпочечниках по-
вышена экспрессия гена тирозингидроксилазы, 
ключевого гена синтеза катехоламинов, и уро-
вень адреналина [3], что предполагает снижение 
порога симпатической активации в ответ на сти-
муляцию. Сравнение транскриптомов ствола 
мозга, гипоталамуса, надпочечников и  почек 
у гипертензивных крыс НИСАГ и нормотензив-
ных контрольных крыс WAG в возрасте 3 мес. 
выявило многочисленные дифференциально 
экспрессирующиеся гены, многие из которых, 
согласно их  функциональной аннотации, ас-
социированы с  ответом на  стресс [5–9]. Эти 
данные позволяют говорить о  том, что крысы 
НИСАГ находятся в  состоянии хронического 
функционального напряжения нейроэндокрин-
ной системы, участвующей в регуляции АД.

У  крыс НИСАГ рестрикционный стресс 
приводит к статистически значимому увеличе-
нию концентрации кортикостерона уже через 
15  мин от  начала стресса, а  через 30  мин кон-
центрация кортикостерона в плазме крови крыс 
НИСАГ становится значимо выше, чем у крыс 
контрольной линии [3], что можно рассматри-
вать как важное звено в  формировании повы-
шенной реактивности в  ответ на  стрессовую 
стимуляцию.

Ранее нами было показано, что воздействия 
рестрикционного стресса в течение 2.5 ч доста-
точно для того, чтобы у  крыс НИСАГ досто-
верно изменился уровень транскрипции ряда 
ключевых генов, характеризующих активацию 
гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой си-
стемы [3], а  также ряда генов почек, ассоции-
рованных с регуляцией водно-солевого баланса 
и уровня АД [10–12].

Известно, что концентрация глюкокорти-
коидов в  плазме крови может быть важным 
фактором, регулирующим стресс-индуциро-
ванную экспрессию генов раннего ответа (im-
mediate-early genes, IEG) как в структурах моз-
га, так и в периферических органах/тканях [13, 
14]. Неоднократно было показано, что в  ответ 
на  острые стрессовые воздействия, в  том чис-
ле на  рестрикционный стресс, происходит ак-
тивация генов раннего ответа, многие из кото-
рых кодируют факторы транскрипции [15, 16]. 
Индукция генов раннего ответа приводит к ак-
тивации нейронов [17] и  изменению синапти-
ческой пластичности [18]. Однако при хрониче-
ском воздействии стресса гены раннего ответа 
не активируются [19, 20]. Учитывая, что крысы 
НИСАГ характеризуются генетически преде-
терминированным состоянием хронического 
физиологического стресса, встает вопрос о том, 

происходит ли у  них активация генов раннего 
ответа в  условиях кратковременного рестрик-
ционного стресса, использованного при прове-
дении селекции крыс данной линии. 

Наиболее известными маркерами нейро-
нальной активации являются гены Fos и  Jun 
(протоонкогены Fos и Jun, субъединицы транс-
крипционного фактора AP-1 – activator protein 
1). Активация Fos в гипоталамусе наблюдается 
при различных физических и психологических 
стрессовых воздействиях, при этом кинети-
ка ответа Fos на  разные раздражители может 
различаться [16]. Белок Fos вместе с  членами 
семейства белков Jun образует функциональ-
но активный гетеродимерный фактор транс-
крипции, называемый AP-1  [21]. Репрессором 
AP-1  является белок, кодируемый геном Jdp2 
(Jun dimerization protein 2). Этот белок спосо-
бен подавлять трансактивацию, осуществляе-
мую белками семейства Jun [22, 23]. Активность 
AP-1 может модулироваться транскрипционным 
фактором NOR-1 (Neuron-derived orphan recep-
tor-1), кодируемым геном раннего ответа Nr4a3, 
экспрессия которого индуцируется многочис-
ленными стрессовыми факторами [24]. Пред-
полагается, что важным партнером AP-1 в регу-
ляции ответа на стрессовые воздействия может 
быть PGC-1alpha (peroxisome proliferator-acti-
vated receptor gamma coactivator 1alpha), способ-
ный коактивировать огромное число различных 
транскрипционных факторов [25]. PGC-1alpha, 
кодируемый геном Ppargc1a, считается главным 
регулятором биогенеза митохондрий и клеточ-
ного стресса [26]. Экспрессия генов, зависящая 
от PGC-1alpha, также контролируется многими 
другими факторами, включая эстроген-связыва-
ющий рецептор альфа (ERRalpha) [25, 27].

Участие генов раннего ответа в  реакции 
крыс НИСАГ на стресс не изучалось. Поскольку 
нейроны гипоталамуса играют ключевую роль 
в  запуске нейроэндокринных и  вегетативных 
адаптивных реакций на различные воздействия 
[28], в данной работе оценены возможные изме-
нения в уровне транскрипции гена Fos, а также 
нескольких упомянутых выше, связанных с ним 
ключевых генов раннего ответа, кодирующих 
факторы транскрипции, в  гипоталамусе крыс 
НИСАГ в условиях кратковременного рестрик-
ционного стресса разной продолжительности. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Животные. Работа выполнена на  самцах 

крыс гипертензивной линии НИСАГ/Icgn (кры-
сы с Наследуемой Индуцируемой Стрессом Ар-
териальной Гипертонией; ISIAH/Icgn – Inherit-
ed Stress Induced Arterial Hypertension) в возрасте 
3 мес. Крыс содержали в стандартных условиях 
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конвенционального вивария Центра генетиче-
ских ресурсов лабораторных животных ИЦиГ 
СО РАН. Воду и сбалансированный корм кры-
сы получали без ограничения. Крыс содержали 
в стандартных пластиковых клетках при режиме 
день/ночь – 12/12.

Воздействие рестрикционного стресса раз-
ной продолжительности на уровень транскрип-
ции генов раннего ответа изучали на  четырех 
группах самцов: 1) контрольная группа (без 
стресса); 2) стресс в  течение 30  мин; 3) стресс 
в  течение 1  ч; и  4) стресс в  течение 2  ч. В  ка-
ждой группе было по 7–8 крыс. В связи с тем, 
что активация молекулярных механизмов в от-
вет на стрессовые воздействия зависит от вре-
мени суток [14], все экспериментальные проце-
дуры проводили в одно и то же время (в 2 ч дня 
по местному времени).

Базальный уровень АД в этом эксперименте 
не измеряли, чтобы избежать стресса, связанно-
го с процедурой измерения. Измерение АД при 
стрессе проводили на  ненаркотизированных 
крысах после помещения их на 30 мин, 1 либо 
2 ч в тесную проволочную клетку-цилиндр (ре-
стрикционный стресс). АД измеряли непрямым 
методом на хвосте (tail-cuff method), как описа-
но в [3]. Для измерения АД за 30 мин до окон-
чания стресса клетку с крысой помещали на те-
плую (37°С) платформу. Сразу после завершения 
стресса и измерения АД крыс быстро декапити-
ровали и выделяли гипоталамус. Собранные об-
разцы немедленно гомогенизировали в пробир-
ках (1.5 мл) с использованием 700 мкл реагента 
ExtractRNA (“Евроген”, Россия) и 500 мкл Lysing 
matrix D (Cat#6540434 “MP Biomedicals”, США) 
в течение 20 с при 18 000 об./мин в гомогениза-
торе Super FastPrep-2 (“MP Biomedicals”). 

Все процедуры проводили в  соответствии 
с  Международными правилами проведения 
работ с  использованием животных. Протокол 
исследования одобрен комиссией по биоэтике 
ИЦиГ СО РАН (Новосибирск, Россия), прото-
кол № 115 от 20 декабря 2021 года.

ПЦР в  реальном времени (ПЦР-РВ). Сум-
марную РНК из  гипоталамуса выделяли с  ис-
пользованием набора ExtractRNA (“Евроген”). 
Остаточную ДНК удаляли с  помощью RQ1 
RNase-Free DNase (“Promega”, США) согласно 
рекомендациям производителя. Концентрацию 
выделенной РНК определяли на  спектрофо-
тометре Nanodrop 2000С (“Тhermo Scientifiс”, 
США). Обратную транскрипцию проводили 
в растворе объемом 50 мкл, содержащем 2 мкг 
РНК, 0.25  нмоль праймеров (N9  – случайные 
нонануклеотидные праймеры, “Биосан”, Рос-
сия), 36 мкл буфера для обратной транскрипции, 
0.4 мM dNTP (“Вектор-Бест”, Россия) и 100 ед. 

акт. обратной транскриптазы MoMLV (“Биолаб-
микс”, Россия). кДНК cинтезировали в течение 
1 ч при 37°C, затем 30 мин при 42°C и 10 мин 
при 50°C. Фермент инактивировали прогрева-
нием смеси в течение 5 мин при 75°C. Из всех 
образцов отбирали по 5 мкл кДНК и смешива-
ли. Этот усредненный раствор кДНК использо-
вали в ПЦР-РВ в качестве “стандарта” для по-
строения калибровочных кривых.

ПЦР-РВ проводили на приборе LightCycler 
96 (“Roche Molecular Systems”, США). Реакци-
онная смесь объемом 20  мкл включала 8  мкл 
2.5-кратной реакционной смеси для проведе-
ния ПЦР-РВ  в  присутствии красителя SYBR 
Green I  (“Syntol”, Россия), кДНК и  праймеры 
(по  0.15  мкМ каждого). Олигонуклеотидные 
праймеры подбирали с  помощью програм-
мы PrimerBLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
tools/primer-blast/). Гены и последовательности 
праймеров, использованных в работе, перечис-
лены в табл. 1. В качестве генов сравнения ис-
пользовали Nono (non-POU domain containing, 
octamer-binding), Ppia (peptidylprolyl isomerase A) 
и Hprt1 (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1). 
Анализ содержания мРНК этих генов сравнения 
в гипоталамусе крыс НИСАГ не выявил стати-
стически значимых изменений при воздействии 
рестрикционного стресса разной продолжитель-
ности (рис. 1).
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Рис. 1. Динамика изменений содержания мРНК 
генов сравнения в  гипоталамусе крыс НИСАГ 
при воздействии рестрикционного стресса разной 
продолжительности. 

Использовали следующие условия ПЦР: на-
чальная денатурация (5  мин, 95°С), 40  циклов 
амплификации (денатурация  – 15  с, 95°С; от-
жиг – 20 с; элонгация – 20 с, 72°С; регистрация 
флуоресценции продукта  – 10  с; температуры 
отжига и регистрации флуоресценции приведе-
ны в табл. 1). Специфичность продукта оцени-
вали с помощью анализа кривой плавления.

Относительное содержание кДНК в  экспе-
риментальных образцах определяли методом 
стандартных кривых [29]. В  качестве коэффи-
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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА Fos И НЕКОТОРЫХ СВЯЗАННЫХ С НИМ ГЕНОВ

Таблица 1. Праймеры, использованные для ПЦР с детекцией в режиме реального времени

Символ 
гена

Праймеры, 5ʹ--->3ʹ 

Д
ли

на
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Ц

Р
-ф

ра
гм

ен
та

, 
п.
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Те
мп

ер
ат

ур
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от
ж

иг
а,

 o C

Те
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ер
ат

ур
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ре
ги

ст
ра

ци
и 

ф
лу

ор
ес

це
нц

ии
 

пр
од

ук
та

, °
C

прямой обратный

Ppia GTGTTCTTCGACATCACGGCT CTGTCTTTGGAACTTTGTCTGCA 82 60 83

Hprt1 CATTGTGGCCCTCTGTGTG AACTTTTATGTCCCCCGTTGA 166 61 81
Nono GCTAACCACATTTCCTCG CTCATACTCAAAGGACCCA 157 61 81
Jun CGCACGCTCCTAAACAAACT TGAGGGCATCGTCGTAGAAG 176 64 84
Fos CTCCTGAAGAGGAAGAGAAACG TTCAAGTTGATCTGTCTCCGCT 122 58 82
Jdp2 AGGAGCTGAAATACGCTGAC TCTTCTTCCTCATCTAGCTCAC 121 60 84
Esrra TGCTCAGCTCTCTACCCAAA CGCTTGGTGATCTCACACTC 169 63 86
Nr4a3 CGGTGCAGAAAAACGCAAAAT ATCTGTACGCACAACTTCCTT 140 62 82
Ppargc1a AATCAGACCTGACACAACGC TGAAACCATAGCTGTCTCCATC 110 58 81

циента нормирования использовали среднее 
геометрическое значение данных по амплифи-
кации трех генов сравнения. Нормированный 
уровень мРНК в группе контрольных крыс при-
нимали за 100%. 

Статистический анализ. Результаты измерения 
АД анализировали с помощью t-теста Стьюдента. 
Стресс-индуцированные изменения количества 
мРНК оценивали с  помощью однофакторного 
дисперсионного анализа (one-way ANOVA, Post-
hoc, LSD test) с  использованием пакета ком-
пьютерных программ Statistica 12.0  (“StatSoft”, 
США). Данные представлены в  виде средних 
арифметических значений и  ошибки среднего 
(М ± SEM). Корреляционный анализ проводили 
с помощью критерия Пирсона. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Уровень АД у крыс НИСАГ повышается в ус-

ловиях рестрикционного стресса (рис. 2), дости-
гая максимальных значений через 1 ч от начала 
стрессового воздействия и оставаясь на стабиль-
но высоком уровне в течение второго часа.

Согласно данным, представленным во вве-
дении, для анализа были выбраны гены раннего 
ответа Fos, Jun и несколько связанных с ними ге-
нов, кодирующих транскрипционные факторы. 
Сравнение уровня транскрипции генов методом 
ПЦР-РВ показало, что воздействие рестрикци-
онного стресса приводит к  изменению уровня 
транскрипции почти всех взятых в анализ генов 
в  гипоталамусе крыс НИСАГ (рис.  3). Однако 
максимальные изменения в уровне транскрип-
ции разных генов наблюдаются при разной про-
должительности стресса. 

Наиболее значительными были изменения 
в  количестве мРНК гена Fos, уровень транс-
крипции которого повысился более чем в 2 раза. 
Максимальная активация транскрипции гена 
Fos наблюдается через 1 ч после начала стресса. 
В течение следующего часа воздействия актива-
ция гена Fos оставалась достоверно более высо-
кой, чем у контрольных животных (рис. 3а).
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Рис. 2. Влияние рестрикционного стресса разной 
продолжительности на  уровень артериального 
давления (АД) у  самцов гипертензивных крыс 
НИСАГ. **p  < 0.01; ***p  < 0.001 по  сравнению 
с  базальным уровнем АД; #p  < 0.05  по  сравнению 
с  уровнем АД  в  группе крыс после 30  мин 
рестрикционного стресса (тест Стьюдента); 
&среднепопуляционный уровень базального 
АД (по данным [3]).
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Рис. 3. Динамика стресс-индуцированных изменений содержания мРНК генов раннего ответа в  гипоталамусе 
крыс НИСАГ при воздействии рестрикционного стресса разной продолжительности: Fos (а), Jun (б), Nr4a3 (в), 
Jdp2 (г), Ppargc1a (д), Esrra (е). *p  < 0.05; **p  < 0.01  и  ***p  < 0.001 по  сравнению с  контролем, #p  < 0.05; ##p  < 
0.01 по сравнению с группой 30-минутного стресса; &p < 0.05 по сравнению с 1-часовым стрессом (Post-hoc, LSD 
test).

Экспрессия мРНК гена, кодирующего транс-
крипционный фактор Jun, после воздействия 
стресса не  отличалась достоверно от  значений 
в контроле ни в одной временной точке экспе-
римента. Максимальное повышение экспрессии 
гена Jun наблюдалось через 30 мин воздействия 
стресса, а через 2 ч от начала стресса уровень его 
транскрипции статистически значимо снижал-
ся, но при этом не отличался от контрольного 
уровня (рис. 3б). С использованием корреляци-
онного анализа выявлена достоверная отрица-
тельная корреляция между экспрессией генов 
Jun и Jdp2 (r = -0.54; p = 0.002), что подтвержда-
ет их функциональную связь. Снижение уровня 
мРНК гена Jdp2 отмечено после 1 ч рестрикции, 
после чего уровень его транскрипции начал вос-
станавливаться (рис. 3г).

Анализ уровня мРНК гена Nr4a3 показал, 
что его транскрипция начинает активироваться 
через 1 ч и продолжает возрастать в течение сле-
дующего часа, достигая достоверных отличий 
от  значений в  контрольной группе животных, 
а  также от  животных, подвергавшихся стрессу 
в течение 30 мин (рис. 3в).

Анализ количества мРНК гена Ppargc1a в ги-
поталамусе четырех групп животных показал, 
что экспрессия этого гена значимо повышается 
по сравнению с уровнем в контрольной группе 
через 2 ч после начала рестрикционного стресса 
(рис. 3д). 

Не выявлено существенного влияния стресса 
на уровень транскрипции гена Esrra в гипотала-
мусе гипертензивных крыс НИСАГ (рис. 3е).
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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА Fos И НЕКОТОРЫХ СВЯЗАННЫХ С НИМ ГЕНОВ
Полученные результаты выявляют картину 

каскадной активации генов. Наиболее быстро 
активируются гены раннего ответа Fos и  Jun. 
Учитывая значительную (более чем в  2  раза) 
активацию транскрипции Fos, можно предпо-
ложить, что рестрикционный стресс в течение 
1  ч  может приводить к  активации нейронов 
гипоталамуса. Поскольку динамика активации 
транскрипции гена Fos совпадает с динамикой 
повышения АД, можно выдвинуть предполо-
жение о  существовании функциональных свя-
зей между этими процессами. Отрицательная 
корреляция между экспрессией генов Jun и Jdp2 
подтверждает их  ожидаемую функциональную 
взаимосвязь и свидетельствует о значительной 
активации транскрипционного комплекса AP-1. 
Более поздняя активация генов Nr4a3 и Ppargc1a 
хорошо согласуется с концепцией их каскадной 
активации, на которую, предположительно, мо-
гут влиять и другие гены раннего ответа, не про-
анализированные в данном исследовании. Воз-
можно, ограничение эксперимента 2-часовым 
периодом стрессового воздействия не позволи-
ло выявить изменений в уровне транскрипции 
гена Esrra.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В настоящем исследовании проведен анализ 

уровня транскрипции нескольких генов ранне-
го ответа в гипоталамусе крыс гипертензивной 
линии НИСАГ, подвергнутых воздействию од-
нократного краткосрочного рестрикционного 
стресса разной продолжительности (30  мин, 
1 и 2 ч). 

Проведенный ранее сравнительный ана-
лиз транскрипции генов в  гипоталамусе крыс 
НИСАГ, моделирующих стресс-чувствитель-
ную форму артериальной гипертонии, и нормо-
тензивных контрольных крыс WAG показал, что 
многие гены, имеющие межлинейные различия 
в уровне транскрипции, ассоциированы с отве-
том на стресс [5]. Соответственно, патофизио-
логическое состояние крыс НИСАГ можно рас-
сматривать как состояние, характеризующееся 
хроническим напряжением ряда физиологиче-
ских систем. Эти функциональные особенности 
обусловлены специфичностью гипертензивно-
го генотипа крыс НИСАГ, который закрепил-
ся в  результате селекции на  резкое повыше-
ние уровня АД  в  условиях кратковременного 
(30  мин) рестрикционного стресса [1, 2]. По-
вышенный базальный уровень норадреналина 
в гипоталамусе [4] и адреналина в надпочечни-
ках крыс НИСАГ [3] объясняет их повышенную 
стресс-реактивность и позволяет предположить, 
что состояние физиологического стресса гипер-
тензивных крыс НИСАГ может быть ассоции-

ровано с  хронической активацией симпатиче-
ской нервной системы.

В ряде исследований, направленных на изу-
чение активации генов раннего ответа, показа-
но, что хронический (повторяющийся) рестрик-
ционный стресс не вызывает активацию гена Fos 
в гипоталамусе крыс-самцов разных нормотен-
зивных линий  – Wistar [19] и  Sprague-Dawley 
[20]. Согласно полученным нами результатам, 
состояние генетически обусловленного функци-
онального стресса крыс НИСАГ не препятствует 
увеличению транскрипции гена Fos в гипотала-
мусе, а также ряда других ключевых генов ран-
него ответа при кратковременном однократном 
воздействии рестрикционного стресса. Актива-
ция экспрессии Fos считается признанным мар-
кером активации нейронов [16]. Соответствен-
но, можно предполагать, что кратковременный 
рестрикционный стресс приводит к активации 
нейронов гипоталамуса у гипертензивных крыс 
НИСАГ.

Пик транскрипционной активности гена Fos 
в гипоталамусе крыс НИСАГ наблюдается через 
1 ч от начала стрессового воздействия и остается 
высоким по крайней мере в течение следующего 
часа (рис. 3а). Несколько отличающиеся резуль-
таты получены при изучении динамики актива-
ции гена Fos у других линий крыс. 

У  нормотензивных крыс Sprague-Dawley 
пик активации гена Fos в паравентрикулярном 
ядре гипоталамуса наблюдался через 15  мин 
после начала рестрикционного стресса, а через 
1 ч он восстанавливался до контрольного уровня 
[20]. Несколько иные результаты получены при 
изучении активации гена Fos в гипоталамусе ги-
пертензивных крыс под действием кратковре-
менного рестрикционного стресса. Пик крат-
ковременного увеличения транскрипции гена 
Fos в гипоталамусе самцов крыс с пограничной 
гипертонией (F1-гибриды SHR×WKY) наблю-
дался через 30 мин иммобилизационного стрес-
са и возвращался к контрольному уровню только 
через 3 ч [15]. В паравентрикулярном ядре гипо-
таламуса самцов гипертензивных крыс SHRSP 
пик активности гена Fos выявлен через 30 мин 
после начала рестрикционного стресса [30]. При 
взрослении и усугублении патофизиологическо-
го состояния у  гипертензивных крыс SHRSP, 
подвергнутых воздействию кратковременного 
(30  мин) стресса, наблюдается более сильная 
активация гена Fos, чем у нормотензивных кон-
трольных животных [31]. Можно предположить, 
что динамика активации гена Fos может зави-
сеть от патофизиологического состояния крыс, 
связанного с  особенностями проявлений ги-
пертензивного статуса. Изучение центральных 
механизмов активации нейронов при развитии 
соль-чувствительной гипертонии показало, что 
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активация центральной нервной системы крыс 
может зависеть от  их  генотипа [32]. Кинетика 
ответа Fos на  острые стрессовые воздействия 
может быть как сходной, так и различаться при 
разных типах стресса [16, 33], а также в разных 
структурах мозга [20, 34, 35].

Fos является субъединицей транскрипцион-
ного комплекса AP-1, который непосредственно 
участвует в регуляции “поздних” генов, имею-
щих сайт связывания с AP-1 и контролирующих 
разнообразные функции клеток. AP-1  имеет 
большое значение для поддержания гомеостаза 
и  регуляции стрессовых реакций посредством 
взаимодействия с сигнальными путями, регули-
руемыми глюкокортикоидами [36]. Глюкокор-
тикоиды могут влиять не только на активацию 
AP-1, они могут также контролировать актива-
цию изученного нами гена Nr4a3. Недавно было 
показано, что гены Fos и Nr4a3 относятся к ге-
нам, уровень транскрипции которых наиболее 
сильно изменяется (увеличивается) в паравен-
трикулярном ядре гипоталамуса через 1 ч после 
введения кортикостерона самцам крыс Wistar 
[37]. Поскольку рестрикционный стресс, ис-
пользованный в  нашем исследовании, значи-
мо увеличивает концентрацию кортикостерона 
в плазме крови крыс НИСАГ [3], можно пред-
положить участие этого механизма в активации 
транскрипции генов Fos и Nr4a3 в гипоталамусе 
этих крыс.

Показано, что повышение транскрипции 
гена Fos в ряде структур мозга может происхо-
дить и при активации симпатической нервной 
системы [38]. Известно, что различные виды 
стресса активируют норадренергические ней-
роны, и  синтезированный норадреналин че-
рез восходящие (афферентные) пути поступает 
в  различные области мозга, включая ядра ги-
поталамуса [38]. В  паравентрикулярном ядре 
гипоталамуса норадреналин может вызывать 
увеличение возбуждающих постсинаптических 
потенциалов. Показано, что этот процесс опо-
средован активацией α1-адренорецепторов [39, 
40].

Связь активации генов раннего ответа с сим-
патической (адренергической) стимуляцией 
экспериментально подтверждена с использова-
нием в качестве модели фибробластов rat-1, ста-
бильно экспрессирующих α1a-адренергический 
рецептор. Анализ адренергического стресса раз-
ной продолжительности, вызванного в фиброб-
ластах rat-1 добавлением фенилэфрина, выявил 
активацию многих генов раннего ответа, при 
этом особое внимание уделено кинетике экс-
прессии генов Fos и Nr4a3, которые относятся 
к пулу наиболее сильно активированных генов 
[41]. Пик транскрипции Fos наблюдали через 
60 мин после стимуляции, а пик транскрипци-

онной активности Nr4a3 – через 2 ч от начала 
стимуляции [41]. Видно, что кинетика транс-
крипции Fos и Nr4a3 в гипоталамусе крыс НИ-
САГ очень похожа на динамику активации Fos 
и  Nr4a3 при адренергическом стрессе, опи-
санную на модели фибробластов rat-1. В связи 
с этим можно предполагать, что активация ге-
нов Fos и  Nr4a3 в  гипоталамусе крыс НИСАГ, 
вызванная кратковременным рестрикционным 
стрессом, может быть ассоциирована с симпа-
тической активацией.

Мы  наблюдали одинаковую динамику ак-
тивации гена Fos в гипоталамусе крыс НИСАГ 
и  увеличения АД  при воздействии рестрикци-
онного стресса разной продолжительности, что 
указывает на  существование функциональной 
связи между этими процессами. Аналогичные 
результаты получены ранее при изучении экс-
прессии Fos у крыс гипертензивной линии Lew-
is, у  которых повышение АД  сопровождалось 
увеличением Fos-подобной иммунореактивно-
сти в различных областях мозга, включая гипо-
таламус [42]. 

Комплекс AP-1  считается партнером 
PGC-1alpha в  регуляции гипоксии, как пока-
зано на  примере сложной транскрипционной 
сети пластичности мышечных клеток [25]. Как 
гипоксия [43], так и  рестрикционный стресс 
[44, 45] вызывают состояние повышенного 
окислительного стресса в  клетках. Активация 
Fos и последующая активация Pprgc1a при воз-
действии кратковременного рестрикционно-
го стресса в  нашем эксперименте указывает 
на возможность функциональной связи между 
AP-1  и  PGC-1alpha в  гипоталамусе крыс НИ-
САГ. Повышение экспрессии PGC-1alpha свя-
зано со  снижением окислительного стресса 
и  повреждения митохондрий [46] и  считается 
механизмом защиты нейронов от  вызванных 
стрессом повреждений [47], в  частности, спо-
собствует снижению воспалительных процес-
сов и апоптоза в гипоталамусе [48]. PGC-1alpha 
необходим для экспрессии генов, вовлеченных 
в  процесс синхронного высвобождения ней-
ротрансмиттеров [49], целостности аксонов 
в головном мозге [50], регуляции окислительно-
го метаболизма [51] и гипертонии [52].

Ранее было показано, что PGC-1alpha-
зависимая экспрессия генов может зависеть 
от  эстрогенсвязывающего рецептора альфа 
(ERRalpha) [27]. Однако в  нашем исследова-
нии не выявлено значимых изменений в уровне 
транскрипции гена Esrra. Это может быть связа-
но с тем, что активация гена Ppargc1a в гипота-
ламусе крыс НИСАГ наблюдается только через 
2 ч после начала стресса. Возможно, для актива-
ции гена Esrra требуется более продолжительное 
время. 
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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА Fos И НЕКОТОРЫХ СВЯЗАННЫХ С НИМ ГЕНОВ
Соответственно, обнаруженные нами из-

менения уровня транскрипции группы генов 
раннего ответа подтверждают, что, несмотря 
на  признаки функционального хронического 
стресса, острый кратковременный рестрикци-
онный стресс вызывает увеличение транскрип-
ции гена Fos, указывая, возможно, на  актива-
цию нейронов гипоталамуса крыс НИСАГ. Этот 
процесс происходит при участии комплекса 
AP-1 и PGC-1alpha, что свидетельствует об ак-
тивации транскрипции с участием РНК-поли-
меразы II. Предполагается вовлеченность в эти 
процессы как глюкокортикоидной, так и адре-
нергической стимуляции. Полученные резуль-
таты характеризуют крыс НИСАГ как модель, 
подходящую для изучения центральных меха-
низмов активации нейронов при воздействии 
кратковременного рестрикционного (эмоцио-
нального) стресса. Выявление ключевых зве-
ньев, ассоциированных с резким повышением 
уровня АД  при воздействии рестрикционного 
стресса, будет способствовать определению по-
тенциальных мишеней для коррекции и стаби-
лизации уровня АД при стресс-чувствительной 
форме гипертонии у человека. 

Авторы выражают благодарность конвенци-
ональному виварию Центра генетических ре-
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Restraint Stress-Induced Expression of Fos and Several Related Genes in the 
Hypothalamus of the Hypertensive ISIAH Rats

Yu. V. Makovka1, 2, *, L. A. Fedoseeva1, D. Yu. Oshchepkov1,  
A. L. Markel1, 2, and O. E. Redina1

1 Federal Research Center, Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, 
Novosibirsk, 630090 Russia 

2 Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia
*e-mail: makovkayv@bionet.nsc.ru 

Stress can play a significant role in the development of arterial hypertension and many other complications 
of cardiovascular diseases. Considerable attention is paid to the study of the molecular mechanisms involved 
in the body’s response to stressful influences, but there are still many blank spots in understanding the de-
tails. ISIAH rats model a stress-sensitive form of arterial hypertension. ISIAH rats are characterized by ge-
netically determined enhanced hypothalamic-adrenal-cortical and sympathetic adrenomedullary systems 
activity, which suggests a functional state of increased stress reactivity. In the present study, for the first time, 
the time course of the Fos and several related genes’ expression was studied in the hypothalamus of adult 
male hypertensive ISIAH rats after exposure to a single restraint stress of different duration (30, 60, and 120 
minutes). The results of the study showed the activation of Fos transcription with a peak 1 hour after the 
onset of restraint stress. The dynamics of Fos gene activation coincides with the dynamics of blood pressure 
increase after stress. Restraint stress also alters the transcription of several other genes encoding transcription 
factors (Jun, Nr4a3, Jdp2, Ppargc1a) associated with the development of cardiovascular diseases. Since Fos 
induction is a marker of brain neuron activation, we can conclude that increased stress reactivity of the hy-
pothalamic-pituitary-adrenocortical and sympathoadrenal systems of hypertensive ISIAH rats during short-
term restriction is accompanied by activation of hypothalamic neurons and increased blood pressure level.

Keywords: immediate early genes, hypothalamus, single restraint stress, ISIAH rat strain
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Рак молочной железы (РМЖ) – самый распространенный вид рака у женщин, поэтому крайне 
актуальным остается изучение механизмов метастазирования, основной причины смерти при этом 
заболевании, а также поиск новых маркеров ранней диагностики и прогноза РМЖ. Выявление ме-
ханизмов регуляции генов с участием некодирующих РНК, в частности длинных некодирующих 
РНК (днРНК), открывает новые перспективы в диагностике и терапии РМЖ. В настоящей ра-
боте уровень метилирования семи генов днРНК (MEG3, SEMA3B-AS1, HAND2-AS1, KCNK15-AS1, 
ZNF667-AS1, MAGI2-AS3 и PLUT) проанализирован методом количественной метилспецифичной 
ПЦР на выборке из 79 парных (опухоль/норма) образцов РМЖ. Выявлено гиперметилирование всех 
семи генов днРНК, причем гиперметилирование HAND2-AS1, KCNK15-AS1, MAGI2-AS3 и PLUT об-
наружено нами при РМЖ впервые. Установлено, что уровень метилирования исследованных генов 
днРНК статистически значимо коррелировал со стадией опухолевого процесса, размером опухоли, 
а также с наличием метастазов в лимфатических узлах. Таким образом, метилирование семи ис-
следованных генов днРНК ассоциировано с процессами развития и прогрессии РМЖ, и эти гены 
можно рассматривать как потенциальные диагностические и прогностические маркеры РМЖ. 

 Ключевые слова: гены длинных некодирующих РНК, метилирование ДНК, рак молочной железы
DOI: 10.31857/S0026898424010085, EDN: ODZLJB

ВВЕДЕНИЕ
Согласно данным общемировой статистики 

за  2020 год, рак молочной железы (РМЖ) вы-
шел на первое место по заболеваемости эпите-
лиальными опухолями, опережая рак легкого, 
и  представляет главную причину смертности 
от онкопатологии среди женщин во всем мире 
[1]. Молекулярные различия между гистологи-
чески сходными опухолями затрудняют возмож-
ность прогноза клинического исхода при РМЖ 
[2], а также препятствуют созданию лучшей мо-
лекулярной классификации и проведению пер-
сонализированной терапии. Метастазы и реци-
дивы являются основными причинами смерти 
от РМЖ [3], причем смертность от отдаленных 
метастазов значительно выше, чем от лимфоген-
ного метастазирования [4]. 

Важную роль в патогенезе и прогрессирова-
нии РМЖ играют как генетические, так и эпи-

генетические факторы [5]. Эпигенетическая 
регуляция включает модификацию ДНК посред-
ством метилирования, ковалентные модифи-
кации гистонов и ремоделирование хроматина, 
а также регуляцию генов с участием некодиру-
ющих РНК, открытых в  последние 20  лет [6]. 
Тонкая эпигенетическая регуляция очень важ-
на для стабильности генома и  более динамич-
ной его реализации, в то время как нарушение 
регуляции эпигенетических механизмов может 
приводить к  возникновению опухолей, в част-
ности РМЖ [7, 8]. Так, установлено участие ми-
кроРНК и длинных некодирующих РНК (днР-
НК) в  дерегуляции генов-мишеней при РМЖ 
и в опухолях других локализаций [9, 10]. 

ДнРНК – это длинные некодирующие РНК, 
состоящие более чем из  200 нуклеотидов, ко-
торые транскрибируются РНК-полимеразой 
II  и  распределяются в  цитоплазме и  ядре, вы-
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полняя разнообразные биологические функ-
ции [11]. днРНК вовлечены в  развитие и  про-
грессирование различных видов рака, участвуя 
в регуляции генов на разных уровнях, включая 
эпигенетический, транскрипционный и  пост-
транскрипционный, они признаны новыми био-
маркерами рака [12, 13]. В последние годы акту-
альными стали также вопросы эпигенетической 
регуляции самих регуляторных днРНК, в част-
ности метилирования промоторов генов днР-
НК. Метилирование ДНК  – эпигенетическая 
модификация, в  которой ДНК-метилтрансфе-
раза (DNMT) катализирует присоединение ме-
тильной группы к атому углерода в остатке ци-
тозина в CpG-островках, которые присутствуют 
примерно в  70% промоторов генов человека, 
что препятствует прямому связыванию факто-
ров транскрипции и  сборке РНК-полимеразы 
II на промоторах. Аберрантное метилирование 
ДНК прямо или косвенно изменяет транскрип-
цию генов-супрессоров опухолевого роста и дру-
гих факторов канцерогенеза, тем самым ускоряя 
развитие РМЖ [14, 15]. Снижение уровня ме-
тилирования ДНК, усиливающее экспрессию 
онкогенных днРНК, и  специфичное повыше-
ние уровня метилирования генов супрессорных 
днРНК, подавляющее их экспрессию, вовлече-
ны в  инициацию злокачественной трансфор-
мации. Все большее число исследований пока-
зывает, что нарушение регуляции днРНК тесно 
связано с  нарушением апоптоза, опухолевым 
ростом, метастазированием и резистентностью 
РМЖ к химиотерапии [16, 17]. Таким образом, 
актуальным представляется изучение вовлечен-
ности днРНК в  патогенез РМЖ и  механизмы 
метастазирования, поиск на  их  основе новых 
терапевтических мишеней. Крайне важен также 
поиск неинвазивных биомаркеров, обладающих 
высокой чувствительностью и специфичностью, 
которые можно использовать для выявления 
РМЖ на  ранней стадии и  мониторинга ответа 
на терапию.

Цель данной работы состояла в определении 
изменений уровня метилирования группы генов 
днРНК в  опухолях больных РМЖ и  в  оценке 
возможной связи этих изменений с  развитием 
и прогрессией РМЖ. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Парные (опухоль/прилежащая гистологиче-

ски нормальная ткань молочной железы) образцы 
РМЖ собраны и клинически и морфологически 
охарактеризованы в НМИЦ онкологии им. Н.Н. 
Блохина на основании классификации ВОЗ [18]. 
Клинико-патоморфологические характеристи-
ки 79 образцов РМЖ представлены в табл. 1.

В  исследовании использовали образцы 
РМЖ, полученные от больных, которые до опе-
рации не получали лучевую, химио- или гормо-
нотерапию. Работа проведена с  соблюдением 
принципов добровольности и конфиденциаль-
ности в соответствии с Хельсинкской деклара-
цией Всемирной медицинской ассоциации [19]. 
Для отбора образцов с  высоким содержанием 
опухолевых клеток (не  менее 70%) проводили 
дополнительный гистологический анализ ми-
кросрезов (3–5  мкм), окрашенных гематокси-
лином и эозином. Образцы тканей хранили при 
-70ºС. Замороженную в  жидком азоте ткань 
измельчали с  помощью гомогенизатора-дис-
пергатора T10 basic ULTRA-TURRAX (“IKA”, 
Китай).

Высокомолекулярную ДНК выделяли из тка-
ни по  стандартной методике с  применением 
фенол-хлороформной экстракции. ДНК хра-
нили при -20ºС. Концентрацию и чистоту вы-
деленной ДНК оценивали на спектрофотометре 
NanoDrop-2000 (“Thermo Scientific”, США). 
Концентрация составила от 250 до 550 нг/мкл, 
А260/А280 = 2.10–2.35; А260/А230 = 2.15–2.40. 
Целостность ДНК оценивали с  использовани-

Таблица 1. Клинико-патоморфологические параметры образцов РМЖ

Клинико-патоморфологический параметр Количество образцов

Стадия опухолевого процесса
Ранние стадии (I + II) 53

III стадия 25

Размер первичной опухоли

Т1 18
Т2 46
Т3 7
Т4 7

Лимфогенное метастазирование
Есть 42
Нет 36
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ем электрофореза в  0.8%-ном  агарозном геле. 
В  качестве стандарта использовали ДНК фага 
лямбда с известной концентрацией.

Уровень метилирования генов днРНК анали-
зировали с  применением бисульфитной кон-
версии ДНК и  количественной метил-специ-

фичной ПЦР с детекцией в реальном времени 
(МС-ПЦР-РВ), как описано в работе [20]. Ам-
плификацию проводили на  системе Bio-Rad 
CFX96 Real-Time PCR Detection System в соот-
ветствии с прилагаемым к прибору протоколом 
с  использованием набора qPCRmix-HS  SYBR 
по  протоколу компании “Евроген” (Россия). 

Таблица 2. Нуклеотидные последовательности праймеров и параметры МС-ПЦР и количественной МС-ПЦР

Ген
днРНК

Последовательности олигонуклеотидова, 5ꞌ→3ꞌ Тотж, °C Размер ампликона, 
п.н.

MEG3

MF: CGTTAAGTTCGTATTTTTCGATGGATGTT
60 185

MR: CGCGAATACTTTTTCCCTACGTAAACC

UF: TGATGGATGTTTTGAAATTGTTAGGTGTG
60 165

UR: CAAATACTTTTTCCCTACATAAACCCAACTCA

SEMA3B-AS1

MF: CCACTCCCGCCTAACTACCG
54 91

MR: ATCGTTCGTCGTGTCGTAAAGT

UF: ACTCCCACCTAACTACCA
46 90

UR: TATTGTTTGTTGTGTTGTAA

HAND2-AS1

MF: CGAGGTTGGTACGCGGAG
60 121

MR: CCGACACAACTAAACCGACTC

UF: TGGGGTTTTTGTGAGGTTGGTATGT
60 134

UR: CCCCAACACAACTAAACCAACTCCTC

KCNK15-AS1

MF: CGGTGATGGCGAAGTAGAAGGAGT
60 182

MR: CGAATCCGAAACGAAAAACGACC

UF: GATGATGGTGATGGTGAAGTAGAAGGAGT
60 163

UR: CCAACAACTACTAATCCAAAAACAAAACACTC

ZNF667-AS1

MF: AGGCGCGAGTTTATCGTTTAC
60 254

MR: ACGCGCGATCCCGAAAT

UF: AGGTGTGAGTTTATTGTTTATGTA
58 260

UR: AACACACAATCCCAAAATCCC

MAGI2-AS3

MF: CGGAGCGAGTAGTAGTCGAGTTGGT
60 276

MR: CGACGAAACCCTCCGTAACTCC

UF: TGGAGTGAGTAGTAGTTGAGTTGGTGAGTG
59.4 330

UR: CTCTCTCTCTACCTTCACTACCAAATCAAACTAC

PLUT

MF: CGGGGATTTGGTATTGTGTGGC
60 201

MR: CTAAACCTAACCTCTTAATACGACCAACCA

UF: TGTTGGAATGTGTATGGGTTTTTGTAAAGTT
61 339

UR: CACAAATACCTAAACCTAACCTCTTAATACAACCA

а MF/UF – прямые праймеры к метилированному/неметилированному аллелю, MR/UR – обратные праймеры к ме-
тилированному/неметилированному аллелю. 
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Все олигонуклеотиды подобраны по программе 
SeqBuilder Pro, которая входит в пакет программ 
Lasergene 17.1 компании “DNASTAR”. Последо-
вательности олигонуклеотидов и условия прове-
дения ПЦР генов днРНК MEG3, SEMA3B-AS1, 
HAND2-AS1, KCNK15-AS1, ZNF667-AS1, MAGI2-
AS3 и PLUT приведены в табл. 2. Для контроль-
ного локуса ACTB1 использованы олигонукле-
отиды из работы [21]. В качестве контроля для 
неметилированных аллелей использовали ком-
мерческий препарат ДНК (#G1471; “Promega”, 
США). В  качестве положительного контроля 
100% метилирования использовали коммерче-
ский препарат ДНК (#SD1131; “Thermo Fisher 
Scientific”, США).

Статистическую обработку результатов про-
водили с помощью пакета статистических про-
грамм IBM SPSS Statistics 22 и в программной 
среде R. Значимость различий между исследу-
емыми группами оценивали с использованием 

непараметрического U-теста Манна–Уитни для 
независимых выборок. Различия считали значи-
мыми при р < 0.05. Данные выражали в виде ме-
дианы, нижнего (Q1) и верхнего (Q3) квартилей. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Анализ уровней метилирования семи ге-

нов днРНК (MEG3, SEMA3B-AS1, HAND2-AS1, 
KCNK15-AS1, ZNF667-AS1, MAGI2-AS3 и PLUT) 
проведен нами на выборке из 79 парных образ-
цов РМЖ. Обнаружено статистически значимое 
(p  < 0.001) увеличение уровня метилирования 
всех семи генов в опухолевой ткани молочной 
железы по сравнению с нормальной (рис. 1). Ги-
перметилирование четырех генов (HAND2-AS1, 
KCNK15-AS1, MAGI2-AS3 и  PLUT) при РМЖ 
показано нами впервые. Эти данные указыва-
ют на вовлеченность метилирования семи генов 
днРНК в патогенез РМЖ. 
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Рис. 1. Уровень метилирования генов днРНК MEG3, SEMA3B-AS1, HAND2-AS1, KCNK15-AS1, ZNF667-AS1, MAGI2-
AS3 и PLUT в образцах опухолей молочной железы и парных к ним нормальных тканях. Верхняя и нижняя границы 
прямоугольников на диаграммах соответствуют Q1 и Q3 (внутрь прямоугольника попадает 50% значений). Линия 
внутри прямоугольника соответствует медиане. Линиями сверху и снизу от прямоугольников отмечена “ограда”, 
расположенная на расстоянии 1.5 межквартильных расстояний (Q1–Q3) от нижней и верхней границы “коробки”.
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Рис. 2. Уровень метилирования генов днРНК MEG3, SEMA3B-AS1, HAND2-AS1, KCNK15-AS1, ZNF667-AS1, 
MAGI2-AS3 и PLUT в образцах опухолей молочной железы на поздней стадии РМЖ (III) по сравнению с ранними 
стадиями РМЖ (I–II) и нормальными тканями.
Данные по  метилированию генов днРНК 

при РМЖ были сопоставлены с клинико-пато-
морфологическими характеристиками образцов 
больных РМЖ. Выявлено статистически значи-
мое (p < 0.001) увеличение уровня метилирова-
ния семи генов днРНК (MEG3, SEMA3B-AS1, 
HAND2-AS1, KCNK15-AS1, ZNF667-AS1, MAGI2-
AS3 и  PLUT) (рис.  2) на  более поздней стадии 
РМЖ (III) по  сравнению с  ранними стадиями 
(I–II), а также при увеличении размера опухоли 
(р < 0.01).

Для оценки вовлеченности генов днРНК 
в  инициацию развития РМЖ нами были со-
поставлены две группы образцов: 53  образца 
РМЖ с ранними стадиями (I–II) и 79 образцов 
гистологически неизмененной ткани молочной 
железы. Показано значимое (p < 0.005) увеличе-
ние уровня метилирования семи генов днРНК 
(MEG3, SEMA3B-AS1, HAND2-AS1, KCNK15-
AS1, ZNF667-AS1, MAGI2-AS3 и PLUT) в образ-
цах с  I–II  стадией онкологического процесса 
по сравнению с нормальной тканью молочной 
железы (рис. 2).

При сравнении уровня метилирования в об-
разцах РМЖ без метастазов (N0) и  в  образцах 
с метастазами в лимфатических узлах (N1–N3) 
нами также выявлено статистически значимое 
увеличение уровня метилирования всех семи 
генов днРНК: MEG3, SEMA3B-AS1, HAND2-AS1, 
KCNK15-AS1, ZNF667-AS1, MAGI2-AS3 и PLUT 
(рис. 3).

При сопоставлении уровня метилирования 
генов днРНК со  степенью дифференцировки 
опухолевых клеток выявлено статистически зна-
чимое (р = 0.03) снижение уровня метилирова-
ния гена днРНК SEMA3B-AS1 при увеличении 
уровня дифференцировки клеток РМЖ.

Проведен анализ изменения уровня метили-
рования генов днРНК в зависимости от имму-
ногистохимического статуса опухоли (экспрес-
сия ER, PR, Her2/neu, Ki67). 

Выявлено статистически значимое (p = 0.04) 
увеличение уровня метилирования гена днРНК 
PLUT в опухолях молочной железы, экспресси-
рующих рецепторы прогестерона и  эстрогена 
(PR+, ER+) (рис. 4).
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Рис. 3. Уровень метилирования генов днРНК MEG3, SEMA3B-AS1, HAND2-AS1, KCNK15-AS1, ZNF667-AS1, MAGI2-
AS3 и PLUT в образцах опухолей молочной железы с метастазами (N1–N3) и без метастазов (N0).
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Рис. 4. Уровень метилирования гена днРНК PLUT в образцах опухолей молочной железы, не экспрессирующих 
рецепторы прогестерона (PR-) и эстрогена (ER-) и экспрессирующих рецепторы прогестерона (PR+) и эстрогена 
(ER+).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В  нашей работе впервые установлено ги-

перметилирование четырех генов днРНК 
(HAND2-AS1, KCNK15-AS1, MAGI2-AS3 и PLUT) 
в образцах РМЖ и показана вовлеченность мети-
лирования семи генов днРНК (MEG3, SEMA3B-
AS1, HAND2-AS1, KCNK15-AS1, ZNF667-AS1, 
MAGI2-AS3 и  PLUT) в  развитие и  прогрессию 
РМЖ. Эти данные указывают на участие данных 
днРНК в патогенезе РМЖ и позволяют предпо-
лагать их супрессорную роль.

Метилирование генов MEG3, SEMA3B-AS1 
и  ZNF667-AS1 при РМЖ было показано ра-
нее [22–24]. В  единичных работах сообщается 
о гиперметилировании гена днРНК MEG3 при 
РМЖ, причем предотвращение метилирования 
MEG3 может иметь значение для снижения хи-
миорезистентности опухолей молочной железы, 
так как днРНК MEG3 препятствует пролифера-
ции и метастазированию опухолевых клеток [22, 
25]. Аберрантное метилирование гена днРНК 
MEG3 показано и при раке яичников, который, 
как и РМЖ, относится к гормонозависимым ви-
дам рака [26]. 

Ранее мы  показали увеличение уровня ме-
тилирования SEMA3B-AS1 и ZNF667-AS1 в опу-
холевой ткани молочной железы по сравнению 
с парной нормальной тканью, а также корреля-
цию высокого уровня метилирования с  более 
поздними стадиями РМЖ на  меньшей выбор-
ке [22], что получило подтверждение в текущем 
исследовании на  большей выборке образцов. 
Сообщается о  снижении уровня экспрессии 
ZNF667-AS1 на  ранней стадии канцерогенеза 
молочной железы, предположительно во время 
клеточной иммортализации, предшествующей 
развитию инвазивного люминального РМЖ 
[23].

Результаты проведенного нами анализа ги-
перметилирования генов MEG3, SEMA3B-AS1 
и ZNF667-AS1 согласуются с данными о супрес-
сорных функциях днРНК, кодируемых этими 
генами, и подчеркивают важную роль их мети-
лирования в развитии и прогрессии РМЖ [22, 
25, 27, 28].

Метилирование генов HAND2-AS1, KCNK15-
AS1, MAGI2-AS3 и  PLUT ранее обнаружено 
и  в  опухолях других локализаций. Например, 
анализ депонированных в  базу TCGA данных 
о метилировании полного генома человека вы-
явил очевидное гиперметилирование островков 
CpG122 и CpG74 в промоторной области генов 
HAND2-AS1 и HAND2 в тканях рака эндометрия 
[29]. Отмечено также [30], что снижение экс-
прессии гена HAND2-AS1 вызвано гипермети-
лированием промотора, и этот ген действует как 
супрессор опухолевого роста в клеточных лини-

ях высокозлокачественной серозной карциномы 
яичника. 

Метилирование промотора гена KCNK15-
AS1 обнаружено при раке желудка, причем ча-
стота метилирования на более поздних стадиях 
заболевания была выше, чем на ранних [31]. 

Гиперметилирование промотора гена MAGI2-
AS3, опосредованное активацией DNMT1, при-
водит к снижению экспрессии MAGI2-AS3 при 
плоскоклеточном раке гортани, тем самым спо-
собствуя пролиферации, миграции и  инвазии 
клеток посредством эпителиально-мезенхи-
мального перехода [32]. 

Гиперметилирование промотора гена днРНК 
PLUT является прогностическим фактором у па-
циентов с ранней (I) стадией аденокарциномы 
легкого с  высоким риском раннего рецидива 
[33].

Специфичное гиперметилирование промо-
торных участков генов часто приводит к потере 
или снижению их функции, что характерно для 
супрессоров опухолевого роста. Рассмотренные 
нами гены днРНК проявляют в РМЖ главным 
образом супрессорные свойства. Так, известно, 
что механизмы, посредствам которых MEG3 
проявляет супрессорные свойства, включают ак-
тивацию путей p53 и Rb при одновременном ин-
гибировании их негативного регулятора MDM2 
[34]. MEG3 участвует в ингибировании эпите-
лиально-мезинхимального перехода, связывая 
miR-421, как “губка”, и впоследствии усиливая 
регуляцию Е-кадгерина, что приводит к  сни-
жению белков клеточной инвазии [35]. Кроме 
того, MEG3 принимает участие в предотвраще-
нии ангиогенеза, регуляции сигнальных путей 
PI3K/Akt и Wnt/β-катенин [36]. Таким образом, 
MEG3 ингибирует пролиферацию, миграцию 
и инвазию опухолевых клеток. Соответственно, 
эпигенетические изменения в  промоторе гена 
MEG3 препятствуют выполнению ее функций. 

Установлено, что днРНК SEMA3B-AS1 дей-
ствует как новый супрессор РМЖ; снижение 
экспрессии этой днРНК коррелирует с  повы-
шенным метастазированием и плохим прогно-
зом у пациентов с РМЖ [27]. Определен новый 
путь прогрессирования трижды негативного 
РМЖ через ось SMAD3/SEMA3B-AS1/miR-
3940-3p/KLLN. Предполагается, что SEMA3B-
AS1 может служить потенциальным биомарке-
ром и  терапевтической мишенью при трижды 
негативном РМЖ. 

ДнРНК ZNF667-AS1 препятствует проли-
ферации опухолевых клеток, метастазированию 
и ангиогенезу рака желудка в результате актива-
ции экспрессии E-кадгерина и ингибирования 
экспрессии N-кадгерина и VEGFA, т.е. действу-
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ет как опухолевый супрессор [28]. Кроме того, 
днРНК ZNF667-AS1, связывая, как “губка”, 
miR-1290, способствует экспрессии ABLIM1, 
тем самым подавляя прогрессирование рака 
носоглотки [37]. Сверхэкспрессия ZNF667-AS1 
может ингибировать пролиферацию, миграцию 
и  инвазию клеток колоректального рака, что 
может быть связано с  высоким уровнем экс-
прессии ANK2 и низким уровнем JAK2 [38].

Показано снижение экспрессии MAGI2-
AS3 в тканях РМЖ по сравнению с нормальны-
ми тканями и отмечено, что MAGI2-AS3 может 
действовать как супрессор опухолевого роста, 
нацеленный на  путь Fas/FasL, и  подавлять 
пролиферацию клеток РМЖ [39]. Возможно, 
что MAGI2-AS3 модулирует экспрессию Fas/
FasL путем взаимодействия с  микроРНК. Та-
ким образом, MAGI2-AS3 может быть потен-
циальной терапевтической мишенью при РМЖ. 
Сообщается также о  супрессорных свойствах 
MAGI2-AS3 и при раке предстательной железы, 
где ингибирование прогрессирования опухоли 
достигается путем нацеливания на  miR-142-
3p [40]. При раке мочевого пузыря MAGI2-AS3 
в основном взаимодействует с CCDC19, пода-
вляя миграцию, пролиферацию и инвазию ра-
ковых клеток [41]. При гепатоцеллюлярной кар-
циноме MAGI2-AS3 действует на miR-374b-5p/
SMG1 и подавляет пролиферацию и миграцию 
опухолевых клеток [42]. При немелкоклеточном 
раке легкого MAGI2-AS3 действует как супрес-
сор опухоли, выступая в  качестве “губки” для 
miR-25, а  взаимодействие между MAGI2-AS3 
и  miR-25  приводит к  увеличению экспрессии 
RECK – мишени miR-25 [43].

Однако сообщается, что MAGI2-AS3 спо-
собствует миграции и  инвазии клеток, связы-
ваясь с  miR-141/200a и  повышая экспрессию 
ZEB1, что позволяет предположить ее онкоген-
ную роль в прогрессировании рака желудка [44]. 
По-видимому, можно говорить о двойственных 
чертах этой днРНК.

 Обнаружено, что днРНК HAND2-AS1 слу-
жит “губкой” для miR-3118, уровень экспрес-
сии которой повышен в  клеточных линиях 
РМЖ [45]. Таким образом, днРНК HAND-AS1 
препятствует прогрессированию РМЖ за  счет 
снижения экспрессии miR-3118. Кроме того, 
днРНК HAND2-AS1 ингибирует процесс разви-
тия РМЖ, усиливая экспрессию PHLPP2 – ни-
жестоящей мишени miR-3118. Таким образом, 
HAND2-AS1 подавляет развитие РМЖ, дей-
ствуя на ось miR-3118/PHLPP2, что позволяет 
рассматривать HAND2-AS1 как потенциальную 
терапевтическую мишень при РМЖ [45]. Следу-
ет отметить, что днРНК HAND2-AS1 проявляет 
супрессорные свойства и при других видах опу-

холей, например при колоректальном раке [46], 
раке пищевода [47] и раке яичников [48]. 

Лишь в единственной работе [49] сообщает-
ся, что HAND2-AS1 оказывает онкогенное дей-
ствие, способствуя самообновлению стволовых 
клеток рака печени. 

днРНК KCNK15-AS1, связываясь с  мРНК 
KCNK15, ингибирует ее  трансляцию и, взаи-
модействуя с MDM2, вызывает убиквитиниро-
вание REST, что способствует транскрипции 
PTEN и инактивации AKT-пути при раке под-
желудочной железы [50]. В итоге KCNK15-AS1 
подавляет пролиферацию, миграцию и  эпите-
лиально-мезинхимальный переход клеток рака 
поджелудочной железы. 

Однако сообщается о  сверхэкспрессии 
KCNK15-AS1 в тканях аденокарциномы легко-
го, а также о корреляции между высоким уров-
нем экспрессии KCNK15-AS1 и плохим прогно-
зом при этом виде рака [51]. Предполагается, 
что при раке легкого KCNK15-AS1 функциони-
рует как онкоген, регулируя ось miR-202/miR-
370/EGFR. 

Следовательно, исследуемые нами гены днР-
НК могут играть роль и супрессоров опухолево-
го роста, и онкогенов в зависимости от микроо-
кружения опухоли.

Показана возможность клинического ис-
пользования некоторых гиперметилированных 
генов днРНК. Так, метилирование гена MEG3 
в плазме крови может служить диагностическим 
и  прогностическим биомаркером рака шейки 
матки [52].

Необходимо более углубленное изучение 
генов-мишеней этих днРНК, регулируемых 
метилированием. Предварительный биоинфор-
матический анализ, выполненный нами с при-
менением баз данных RNAInter (http://www.
rnainter.org/) и LncRRIsearch (http://rtools.cbrc.
jp/LncRRIsearch/), показал, что возможными 
мишенями днРНК HAND2-AS1 могут быть 
мРНК генов HIF1A и BCL2, которые играют су-
щественную роль в ангиогенезе и апоптозе.

Таким образом, полученные нами резуль-
таты согласуются с  опухолесупрессорными 
функциями семи днРНК (MEG3, SEMA3B-
AS1, HAND2-AS1, KCNK15-AS1, ZNF667-AS1, 
MAGI2-AS3 и  PLUT) и  дополняют опублико-
ванные данные о важной роли гиперметилиро-
вания их генов в развитии и прогрессии РМЖ. 
Однако требуется дальнейшее изучение функ-
ций и молекулярных механизмов действия этих 
днРНК, в частности выяснения факторов, опре-
деляющих их двойственную роль и как супрес-
соров, и как онкогенов в разных видах рака.
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Следует подчеркнуть, что метилирование 
промоторных CpG-островков этих генов вносит 
вклад в дерегуляцию исследуемых днРНК и не-
посредственно влияет на функции этой группы 
днРНК, участвующих в различных сигнальных 
путях. 

Кроме того, исследованные гиперметилиро-
ванные гены днРНК могут рассматриваться как 
потенциальные диагностические и  прогности-
ческие биомаркеры и терапевтические мишени 
при РМЖ.

Работа выполнена за  счет средств Россий-
ского научного фонда (грант № 22-75-00132).

Все процедуры, выполненные в данной рабо-
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A Group of New Hypermethylated Long Non-Coding RNA Genes Associated with the 
Development and Progression of Breast Cancer

E. A. Filippova1, *, V. I. Loginov1, S. S. Lukina1, A. M. Burdennyy1, 
I. V. Pronina1, T. P. Kazubskaya2, and E. A. Braga1

1 Institute of General Pathology and Pathophysiology, Moscow, 125315 Russia 
2 Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Moscow, 115478 Russia 

*e-mail: p.lenyxa@yandex.ru

Breast cancer is the most common type of cancer among women. The study of the mechanisms of metas-
tasis, the main cause of death from breast cancer, as well as the search for new markers for early diagnosis 
and prognosis of breast cancer is an extremely topical issue. New perspectives in the diagnosis and treatment 
of breast cancer are opened by the mechanisms of gene regulation involving non-coding RNAs, in particular, 
long non-coding RNAs (lncRNAs). In this work, we analyzed the methylation level of seven lncRNA genes 
(MEG3, SEMA3B-AS1, HAND2-AS1, KCNK15-AS1, ZNF667-AS1, MAGI2-AS3, and PLUT) by quantita-
tive methyl-specific PCR on a set of 79 paired (tumor/normal) samples breast cancer. Hypermethylation 
of all seven lncRNA genes was revealed, and hypermethylation of HAND2-AS1, KCNK15-AS1, MAGI2-AS3 
and PLUT was detected by us in breast cancer for the first time. It was found that the level of methylation 
of the studied lncRNA genes correlated statistically significantly with the stage of the tumor process, the size 
of the tumor, and the presence of metastases in the lymph nodes. Thus, methylation of the seven studied 
lncRNA genes is associated with the development and progression of breast cancer, and these genes can 
be useful as potential markers in the diagnosis and prognosis of breast cancer.

Keywords: long non-coding RNA genes, DNA methylation, breast cancer   
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Регуляция активности ретротранспозонов в соматических тканях – сложный процесс, детали которого 
остаются неизученными. Основным механизмом подавления транспозиции за пределами гонад счита-
ется siРНК-интерференция, однако в последнее время появляется все больше сведений, подтверждаю-
щих участие системы piРНК-интерференции в контроле активности ретротранcпозонов во время раз-
вития соматических тканей, в частности нервной системы. В настоящей работе на модельном объекте 
Drosophila melanogaster проведен комплексный анализ экспрессии основных генов, участвующих в piР-
НК-интерференции, в сочетании с изучением экспрессии отдельных ретротранспозонов и кластеров 
piРНК в генеративных и соматических тканях, включая нервные ткани. Показано, что повышение 
экспрессии ретротранспозонов при нарушении работы этой системы происходит тканеспецифично. 
Ведущим фактором в тканеспецифичной регуляции ретротранспозона является не его положение в ге-
номе, а наличие в его последовательности сайтов связывания транскрипционных факторов. 

Ключевые слова: ретротранспозоны, нанопоровое секвенирование, Drosophila melanogaster, фенотип 
flamenco
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ВВЕДЕНИЕ
Система piРНК-интерференции – сложный 

многофакторный процесс, главная функция 
которого состоит в  регуляции активности ре-
троэлементов (ретротранспозонов с длинными 
концевыми повторами (ДКП) и  без них). Эта 
система работает главным образом в клетках за-
родышевого пути, где исключительно важна за-
щита от транспозиции. Наиболее детально мо-
лекулярные механизмы piРНК-интерференции 
изучены в соматических и генеративных тканях 
яичников Drosophila melanogaster. Белок PIWI, 
главный компонент системы piРНК-сайленсин-
га, в клетках зародышевого пути связывает piР-
НК, которые процессируются в  околоядерной 
структуре, называемой “нюаж”, в  ходе цикла 
“пинг-понг”; в соматических тканях яичников 
PIWI связывает piРНК из комплекса Yb-тельца, 
которое располагается на  внешней мембране 
митохондрий [1, 2].

Считается, что piРНК от  одноцепочечных 
кластеров, например flamenco, направляются 

в  Yb-тельца, важными компонентами кото-
рых являются белки Armitage (Armi), Vreteno 
(Vret), Yellow body (Yb), Zucchini (Zuc) и Brother 
of Yb (BoYb). Одноцепочечные кластеры имеют 
собственные промоторы и состоят из дефектных 
копий мобильных элементов, ориентированных 
в едином антисмысловом направлении. piРНК 
от  двухцепочечных кластеров, например 42AB, 
образуются в  результате цикла “пинг-понг” 
при участии белков VASA, Spindle-E  (Spn-E), 
Krimper (Krimp), Papi, Aub и Ago3. У двухцепо-
чечных кластеров есть неканонические сайты 
инициации транскрипции, последовательности 
мобильных элементов в  них расположены как 
в смысловом, так и антисмысловом, по отноше-
нию к направлению транскрипции, положении 
[1].

Транскрипты одноцепочечных класте-
ров претерпевают альтернативный сплайсинг, 
что необходимо для правильного процессинга 
piРНК, транскрипты двухцепочечных класте-
ров защищены от  альтернативного сплайсин-
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га комплексом белков RDC (Rhino, Deadlock, 
Cutoff), однако в норме в клетке присутствуют 
как сплайсированные, так и  несплайсирован-
ные формы транскриптов кластеров обоих ти-
пов. Считается, что сплайсированные транс-
крипты используются для продукции siРНК 
[3]. При этом мутации, повышающие частоту 
сплайсинга, негативно влияют на  процессинг 
транскриптов обоих типов кластеров [4, 5]. 
Стоит отметить, что комплекс RDC участвует 
и  в  транскрипции двухцепочечных кластеров. 
На  этом этапе необходимо присутствие белка 
Moonshiner (Moon), который связывается с бел-
ком Del и активирует транскрипцию, привлекая 
TRF2 (TBF-related factor 2) [6].

Основная роль белка PIWI заключается 
в распознавании транскриптов мобильных эле-
ментов с  помощью направляющих (гидовых) 
piРНК для последующей гетерохроматинизации 
этих участков [1]. Гетерохроматизация происхо-
дит благодаря белкам Asterix, Panx, Ctp и работе 
комплекса SFiNX, который способствует ассо-
циации рибозима piРНК-PIWI с целевым участ-
ком ДНК. Независимо от данных белков может 
работать белок Maelstrom (Mael) с собственным 
диапазоном регулируемых областей, который 
помимо гетерохроматизации может способство-
вать генерации piРНК из  антисмысловых по-
следовательностей [7‒10] ретротранспозонов. 
Таким образом, инактивация различных мо-
бильных элементов необязательно происходит 
с помощью одного и того же механизма. 

Исследования последних лет показали, что 
белок PIWI контролирует не только активность 
мобильных элементов. Мутация в гене piwi мо-
жет вызвать накопление фрагментов рРНК 
в яичниках [11]. Более того, PIWI играет важную 
роль в формировании нервной ткани у немато-
ды и мыши [12]. Показано, что кластер flamenco, 
транскрипты которого процессируются в гидо-
вые РНК для piРНК-интерференции, прини-
мает участие в формировании нервной системы 
дрозофилы [5]. 

В  то  же  время остается неизвестным, ка-
ким образом piРНК-интерференция работает 
при развитии органов, в  частности централь-
ной нервной системы (ЦНС) [12]. Считается, 
что в  соматических клетках вне генеративных 
органов основное участие в регуляции мобиль-
ных элементов принимает система siРНК-ин-
терференции, однако на  дрозофиле и  других 
модельных объектах показано, что отдельные 
компоненты piРНК-интерференции, в  частно-
сти кластер flamenco, гены piwi, caz, aub и armi, 
необходимы не  только для инактивации ре-
тротранспозонов, но и правильного формирова-
ния нервной ткани [5, 13]. Так, мутации в генах 
aub, AGO3 и armi приводят к повышению в го-

лове дрозофилы экспрессии blood, gypsy и HeT-A, 
при этом у взрослой мухи эти гены экспресси-
руются в отдельных нейронах головных ганглиев 
[14]. Продукты этих генов и белок PIWI, прини-
мающий участие в инактивации ретротранспо-
зонов на уровне транскрипции, обнаруживают-
ся в небольшом количестве в отдельных районах 
мозга дрозофилы, более того, PIWI экспресси-
руется в слюнных железах и жировом теле [15, 
16]. Однако точная функция этих белков в  со-
матических тканях остается неизвестной. Кла-
стер flamenco и ген caz отвечают за правильное 
формирование моторных функций, так как при 
нарушении сплайсинга транскриптов flamenco 
под влиянием нокдауна гена caz одновременно 
со сверхэкспрессией aub снижается подвижность 
личинок и мух. Показано, что мутация piwi при-
водит к усиленному росту поврежденных аксо-
нов нематоды, а  нкРНК млекопитающих, ко-
торая регулирует гены, ответственные за  рост 
аксонов, имеет транспозонное происхождение 
[17]. Экспрессия ретротранспозонов играет важ-
ную роль в  эмбриогенезе дрозофилы и  других 
животных, так как они способны регулировать 
экспрессию различных генов хозяина [18‒22].

В настоящей работе проведен комплексный 
анализ экспрессии основных генов, участву-
ющих в  piРНК-интерференции, в  сочетании 
с  экспрессией отдельных ретротранспозонов 
и  кластеров piРНК в  генеративных и  сомати-
ческих тканях, включая нервные ткани. Для 
анализа были использованы линия дикого типа 
Canton-S, линия SS7K с нарушением контроля 
транспозиции ретротранспозона gypsy, мутант-
ная по локусу flamenco, линии piwi[2] и piwi[3], 
гетерозиготные по разным мутантным аллелям 
гена piwi, и их гибриды, содержащие обе мута-
ции в компаунде. Помимо этого, проведен ана-
лиз результатов нанопорового секвенирования 
линий SS7K и Canton-S, чтобы оценить влияние 
геномного окружения и наличия сайтов связы-
вания транскрипционных факторов на  ткане-
специфичную экспрессию ретротранспозонов. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Линии Drosophila melanogaster и условия куль-

тивирования. В  работе использовали следую-
щие линии: SS7K, выделена из исходной линии 
SS как одно из независимо культивируемых от-
ведений, имеет фенотип flamenco (нарушение 
контроля транспозиции ретротранспозона gypsy) 
[23]; Canton-S  – линия дикого типа; piwi[2] 
(w1118; P{ry11}piwi2/CyO, w+*) и  piwi[3] (P{PZ}
piwi06843 cn1/CyO; ry506). Все линии культивиро-
вали в термостате при температуре 25°С. 

Выделение РНК, обратная транскрипция 
и  ПЦР в  реальном времени. РНК выделяли 
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РЕГУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ РЕТРОТРАНСПОЗОНОВ
из тканей яичников, голов и корпусов (тканей, 
оставшихся после удаления голов и извлечения 
яичников) семидневных самок и ЦНС личинок 
с  помощью реактива ExtractRNA (“Евроген”, 
Россия) после вскрытия мух или личинок в бу-
фере PBS. ЦНС личинок извлекали по  методу 
Hafer и Schedl, предложенном в 2006 году [24]. 
Перед постановкой реакции обратной транс-
крипции образцы РНК обрабатывали ДНКа-
зой I  (“Thermo Fisher Scientific”, США). Для 
обратной транскрипции использовали набор 
MMLV-RT Kit (“Евроген”, Россия). Обратную 
транскрипцию проводили со случайным прай-
мером, так как экспрессия большинства класте-
ров в  нашем опыте не  превышает экспрессию 
малокопийных ретротранспозонов. ПЦР про-
водили в  присутствии SYBR Green I  (“Евро-
ген”) в амплификаторе MiniOpticon Real-Time 
PCR System (“Bio-Rad Laboratories Inc.”, США). 
В  опыте анализировали относительную экс-
прессию генов системы piРНК-интерференции 

maelstrom, vreteno, nxf2, Nxf3, Hen1, moonshiner, 
vasa, cabeza, cutoff, armitage, zucchini, piwi, AGO3, 
auergine, BoYb, кластеров piРНК flamenco, 42AB, 
38C, 20A ДКП-ретротранспозонов copia, blood, 
gypsy, roo, Tirant, теломерных LINE HeT-A, 
TART-A, TART-B, TART-C, нормированную 
на  экспрессию генов αTub84D, Rpl40 и  EloB 
(табл.  1). Статистическую обработку результа-
тов ПЦР проводили с помощью критерия Ман-
на‒Уитни. Использовали по  шесть образцов 
из  каждой выборки. Праймеры для кластера 
42AB взяты из работы [4], праймеры для класте-
ров 38С и 20А ‒ из [25], праймеры для кластера 
flamenco подобраны нами к  сплайсированной 
форме транскрипта согласно нуклеотидной по-
следовательности из базы данных NCBI (Gene 
ID: 26067356) [26]. Подобранные нами прай-
меры лежат в  области начала транскрипции 
этого кластера, однако до последовательностей 
мобильных элементов, поэтому не отжигаются 
на кДНК мобильных элементов. 

Таблица 1. Праймеры, используемые для оценки экспрессии генов, кластеров piРНК и ретротранспозонов

Название Прямой праймер Обратный праймер

Гены

αTub84D 5’-GTGCATGTTGTCCAACACCAC-3’ 5’-AGAACTCTCCCTCCTCCATA-3’

EloB 5’-GCACAAACATACACACTCACG-3’ 5’-TTTCCTACTTCGCTTGCACC-3’

RpL40 5’-CTGCGTGGTGGTATCATTG-3’ 5’-CAGGTTGTTGGTGTGTCC-3’

maelstrom 5’-GGAATCCGATCCATCTACAG-3’ 5’-TCAACAATGTTGCGGTACAG-3’

vreteno 5’-GCCAGTGAATCACAACAGAG-3’ 5-AAAGTGCAGAACGACCTGCG-3’

nxf2 5’-GAATGTGAGCACTGTCAAGC-3’ 5’-CCGACAGTACGTAGGTTAAA-3’

Nxf3 5’-GTTCGTGCTGGACACTATGG-3’ 5’-CTAGCGACTTTTGCATCTTC-3’

Hen1 5’-AGTCTTCAGCACACCAAACTC-3’ 5’-CGACTCGTATTCCTTAGGCG-3’

moonshiner 5’-TGGTCAACAATCGCATCTAC-3’ 5’-TGGCCTGCGACCACTTTG-3’

vasa 5’-CGAGGAAGTTTGCTTTCGAG-3’ 5’-TCACTACATGGCAGCCTCTG-3’

cabeza 5’-CACCTACGACGACACCAATG-3’ 5’-GCCCTTGTTCCAGTTGTTCT-3’

cutoff 5’-TAGTGTGCACCAGCGAAGTC-3’ 5’-ACATCAATGCGGCAAATGTAC-3’

armitage 5’-GATGACGGTTTCGTGGAC-3’ 5’-ATGAGATCGGCGAGCACA-3’

zucchini 5’-ATCAGAGGTGATTTGGAAGC-3’ 5’-ATGGAGTATACAGCCCGATC-3’

piwi 5’-CACCGAGACGATCTACGAC-3’ 5’-AACTGATATCTCTACCCTTG-3’

AGO3 5’-AGGCGGAAGATGTTGAGTTG-3’ 5’-CGCGAAGGATCAAACTGCTT-3’

aubergine 5’-ACTGGACCATCTACCAGTAC-3’ 5’-CAGTTCCAAAACATAGGGGC-3’

BoYb 5’-CCCAAGTTTCTCATGGTTTC-3’ 5’-ACGAACTGCTCCGAATATG-3’

Кластеры

flamenco-spliced
5’-CATCAGCTCAGCAGCAGTGTA-3’

5’-AGTCCAATGCTCGCTTGAAA-3’

flamenco-unspliced 5’-GACTTAACACTTACCGCTTGAAA-3’

42AB-spliced
5’-GCAGTTGCCGTCTCTCCTT-3’

5’-TGGGTCAAAGTGCAGCAGTT-3’

42AB-unspliced 5’TACGGGAATATAATCGCAGCAGTT-3’
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Название Прямой праймер Обратный праймер

38C 1 5’-AATGGCTAGTTCGCTACCAGACAG-3’ 5’-CGGGTCTTCTCTCAAACGCAATC-3’

38C 2 5’-CACAAAATGGCCGCTGGAAA-3’ 5’-AGCCAAACCCTGTGTTGTGA-3’

20A 1 5’-GCCTACGCAGAGGCCTAAGT-3’ 5’-CAGATGTGGTCCAGTTGTGC-3’

20A 2 5’-CTGCTTTGTGCTTGGAGATG-3’ 5’-TCTGCACAGATTCTGAAATTGAA-3’

Ретротранспозоны

gypsy 5’-CTGCTGAAAGACGGCATTATC-3’ 5’-AGAACTTTGCCTTGCCCAGAT-3’

Tirant 5’-AACGCTATTCATTCTGCAAC-3’ 5’-AGGGTTCTCCTAACTACGTC-3’

copia 5’-CTTCAGTGATGGACAACTG-3’ 5’-CAGTGTAATCTCATGGTCAT-3’

roo 5’-ACAGATTCCCACCTTCTTTG-3’ 5’-AGCCGAGGAGTAAATGAGTA-3’

blood 5’-ATGCGACAACGATACAGG-3’ 5’-TTTGTCAGCATTATCGGCG-3’

HeT-A 5’-TCAGGATACAGGCAAAGGAC-3’ 5’-CGACTATCCACGAGCATGG-3’

TART-A 5’-GCAGCAGTTTCCATTTGAC-3’ 5’-AAGAACACACCATCGCTTG-3’

TART-B 5’-GGGCAGACCAAGTTTATCC-3’ 5’-TCATGTGGGAAATGTGTAGC-3’

TART-C 5’-ATAGGGTATGGCACGAAGG-3’ 5’-AAGTAGTGGTCCGAGATTGC-3’

Таблица 1. Окончание

Выделение ДНК и нанопоровое секвенирова-
ние. ДНК выделяли по ранее описанной мето-
дике [27]. Концентрацию ДНК в образце оцени-
вали с  помощью спектрофотометра NanoDrop 
(“Peqlab”, Германия). После этого проводили 
подготовку библиотеки (лигирование адапто-
ров и очистка на магнитных частицах) соглас-
но протоколу производителя “OxfordNanopore” 
(Великобритания). Затем концентрацию библи-
отеки оценивали с  помощью спектрофотоме-
тра NanoDrop (“Peqlab”), проводили прайминг 
ячейки, загружали библиотеку и  запускали 
секвенатор Oxford Nanopore MiniION. Данные 
секвенирования картировали на  референсный 
геном D. melanogaster шестой сборки (dm6) 
в виртуальном ядре (WSL) Ubuntu для Windows 
11 с помощью программы miniconda2 (“Anaconda 
Inc.”, США) с настройками для прочтений, по-
лученных c  помощью технологии секвениро-
вания Nanopore. Результаты визуализировали 
с помощью программы IGV (Integrative Genomic 
Viewer) [28]. Для поиска уникальных (новых) 
инсерций исследуемых ретротранспозонов ис-
пользовали программу TLDR (Transposons from 
long DNA reads) [29]. Библиотеку мобильных 
элементов создавали на основе последователь-
ностей из  BDGP (Berkeley Drosophila Genome 
Project) [30]. Результаты работы программы 
TLDR сортировали по  длине участков новых 
инсерций, совпадающих с последовательностя-
ми ретротранспозонов. Также с помощью алго-
ритма Ugene проверяли, содержат ли найденные 
инсерции ретротранспозонов сайты посадки 
праймеров, используемых для ОТ-ПЦР [31]. Для 

поиска неуникальных (консервативных) после-
довательностей ретротранспозонов использо-
вали функцию blast в базе данных FlyBase [32], 
а затем проверяли наличие их инсерций в гено-
мах используемых линий.

Поиск сайтов связывания с  транскрипци-
онными факторами в  регуляторных последо-
вательностях мобильных элементов проводили 
с  помощью базы данных LASAGNA и  моде-
ли сайтов связывания из  баз данных JASPAR 
и  TRANSFAC [33]. В  анализ брали только 
те  сайты связывания, которые были предска-
заны с вероятностью p < 0.001. Функции и пат-
терны экспрессии транскрипционных факторов 
с предсказанными сайтами связывания смотре-
ли в базе данных FlyBase [32]. Консервативность 
найденных сайтов связывания проверяли с по-
мощью множественного выравнивания.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Экспрессия генов системы РНК-интерференции 

в генеративных и соматических тканях

Экспрессия на уровне транскрипции 15 ос-
новных генов-участников piРНК-интерфе-
ренции в  тканях яичников, головы и  корпуса 
семидневных самок, а также в тканях ЦНС ли-
чинок 3-го возраста линии Canton-S была оце-
нена с помощью количественной ПЦР (рис. 1). 
ЦНС выбрали в связи с тем, что участие класте-
ра flamenco в  формировании нервной системы 
было показано ранее [5].
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Рис. 1. Логарифм относительной экспрессии генов-участников piРНК-интерференции в тканях яичников, корпуса 
и головы самок, а также в тканях ЦНС личинок третьего возраста линии Canton-S. н.д. – не детектируется, *p < 
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. 

Как и  следовало ожидать, экспрессия этих 
генов в яичниках значительно превышает экс-
прессию в любой из соматических тканей. Ис-
ключением является ген caz, который сильнее 
всего экспрессируется в ЦНС личинок. Это со-
гласуется с данными, полученными ранее дру-
гими исследователями [5].

Транскрипция генов cut, BoYb, zuc и vasa об-
наружена во  всех тканях имаго, кроме тканей 
головы. При этом все исследуемые гены экс-
прессируются в ЦНС личинок. Экспрессия че-
тырех ключевых генов системы piРНК-интер-
ференции (aub, AGO3, armi и piwi) обнаружена 
и в головах самок, и в ЦНС личинок. Эти гены 
необходимы для осуществления цикла “пинг-
понг” и запуска репрессии ретротранспозонов. 
Полученные результаты указывают на  то, что 
в  соматических тканях система piРНК-интер-
ференции может быть активна и задействована 
в регуляции экспрессии отдельных ретротранс-
позонов. 

Экспрессия ретротранспозонов при нарушении 
контроля транспозиции

Далее была измерена экспрессия на  уров-
не транскрипции ДКП-ретротранспозонов roo 
(группа BEL), copia (группа Copia), gypsy, Tirant, 
blood (группа Gypsy) и LINE-элементов HeT-A, 
TART-A, TART-B, TART-C  в  тканях яичников, 
головы и  корпуса семидневных самок линий 
Canton-S и SS7K, а также в тканях ЦНС личи-
нок 3-го возраста этих же линий (рис. 2). 

Наиболее высокая экспрессия ДКП-ре-
тротранспозонов roo и copia выявлена в тканях 
корпуса мух обеих линий, более низкая в  тка-
нях головы и самая низкая в тканях яичников, 
причем в  яичниках имаго и  ЦНС личинок roo 
экспрессировался на самом низком уровне. Та-
ким образом, обнаружены различия в экспрес-
сии roo в нервной системе взрослых мух и личи-
нок, в то время как высокий уровень экспрессии 
copia характерен для всех соматических тканей, 
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Рис. 2. Логарифм относительной экспрессии ДКП-ретротранспозонов blood, copia, gypsy, roo и Tirant и теломерных 
LINE-элементов TART-A, TART-B, TART-C и Het-A в тканях яичников, корпусов, головы самок и ЦНС личинок 
SS7K и Canton-S. *p < 0.05, **p < 0.01, ns – статистически незначимое изменение.

независимо от стадии развития. Мы также об-
наружили, что наиболее высокой экспрессия 
gypsy и blood была в соматических тканях. Gypsy 
характеризуется наибольшей экспрессией в го-
лове и ЦНС личинок. В отличие от всех осталь-
ных ретроэлементов, Tirant наиболее высоко 
экспрессируется в тканях яичников, показывая, 
что его активность регулируется одинаково как 
в яичниках, так и соматических тканях. LINE-э-
лементы TART-A, TART-B, TART-C, HeT-A, как 
и ДКП-ретротранспозоны gypsy и blood, наибо-
лее высоко экспрессируются в  нервной ткани 
обеих линий. 

Таким образом, транскрипция большин-
ства ДКП-ретротранспозонов наиболее актив-
но подавляется в  тканях яичников, что корре-
лирует с  уровнем экспрессии генов системы 
piРНК-интерференции, однако в разных сома-
тических тканях они экспрессируются по-раз-
ному, независимо от  принадлежности к  той 

или иной группе. По-видимому, это объясня-
ется существованием собственных механизмов 
регуляции в  соматических тканях. Паттерны 
экспрессии ретротранспозонов в  линии SS7K 
с  фенотипом flamenco не  отличаются значимо 
от  паттернов в  линии дикого типа, за  исклю-
чением TART-A  и  TART-С  в  нервной системе. 
Таким образом, наличие фенотипа flamenco 
у  SS7K некритично для регуляции транскрип-
ционной активности этих ретротранспозонов.

Далее проанализировали экспрессию того 
же набора ретротранспозонов у мутантов по гену 
piwi. Использованные в работе линии, гетерози-
готные по мутации в гене piwi, несут инсерцию 
P-элемента в кодирующей части гена (в линии 
piwi[2] инсерция в 4-м экзоне, что соответствует 
белковому домену IMD-PIWI; в  линии piwi[3] 
инсерция в  1-м  экзоне, которая соответствует 
домену N-PAZ и  структурным доменам) и  ба-
лансерную хромосому 2L с мутацией CyO. Го-
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мозиготы по мутации в линии piwi[2] нежизне-
способны, а в линии piwi[3] редко развиваются 
до имаго и имеют редуцированные яичники. 

Были проведены реципрокные скрещивания 
линий piwi[2] и  piwi[3], измерена экспрессия 
ретротранспозонов в  тканях корпуса и  головы 
у самок гибридов F1, имеющих две разные му-
тации в компаунде, и самок родительских линий 
(рис.  3). В  обоих направлениях скрещиваний 
мы  наблюдали у  гибридных мутантных самок 
редуцированные яичники, однако редуциро-
ванные семенники были только у  мутантных 
самцов в направлении скрещивания ♀piwi[2] × 
♂ piwi[3], что согласуется с наблюдениями дру-
гих исследователей и функции PIWI на первых 
стадиях дробления [34]. В связи с тем, что ткани 
яичников у гибридов редуцированные, мы срав-
нили экспрессию ретротранспозонов между ро-
дительскими линиями и гибридами только в со-
матических тканях. 

Нами обнаружены общие тенденции из-
менения экспрессии нескольких исследуемых 
ДКП-ретротранспозонов у  гибридов мух, не-
зависимо от  направления скрещивания. Так, 
в разных тканях наблюдается одинаковая карти-
на экспрессии ретротранспозонов copia и gypsy: 
экспрессия copia статистически значимо пони-
жалась в тканях корпуса и головы гибридов, по-
лученных в обоих направлениях скрещивания; 

экспрессия gypsy наиболее сильно повышалась 
в голове. В отличие от copia и gypsy, ретротранс-
позоны blood и  roo экспрессировались по-раз-
ному у  гибридов, полученных в  разных на-
правлениях скрещиваний. При этом выявлены 
статистически значимые различия в уровне экс-
прессии этих ретротранспозонов в разных тка-
нях родительских линий piwi[2] и piwi[3]. Так, 
по сравнению с линией piwi[2] в линии piwi[3] 
blood экспрессируется на более высоком уровне 
в тканях головы (p < 0.001), а roo – в корпусах 
(p < 0.01). У потомков от скрещивания ♀piwi[2] 
× ♂ piwi[3] экспрессия blood была выше в тка-
нях корпуса и  такой же  в  тканях головы, если 
сравнивать с родительскими линиями (рис. 3а), 
а  у  потомков от  обратного скрещивания экс-
прессия blood достоверно ниже в голове (рис. 3б). 
Однако в  обоих направлениях скрещивания 
экспрессия blood у  гибридов не  различалась, 
поэтому эффект, наблюдаемый при сравнении 
самок линии piwi[3] c  самками их  потомства, 
вызван не репрессией blood, а его высокой экс-
прессией у  самок линии piwi[3]. Для roo была 
характерна более высокая экспрессия в корпусе 
потомков от скрещивания ♀piwi[2] × ♂piwi[3], 
но и в корпусе, и в голове потомков от обратно-
го скрещивания экспрессия roo была ниже, чем 
в материнской линии, однако, мы предполага-
ем, такой эффект, как и в случае с blood, полу-
чается из-за  повышенной экспрессии данного 
ДКП-ретротранспозона у мух линии piwi[3]. 
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Рис. 3. Логарифм уровня относительной экспрессии ДКП-ретротранспозонов blood, copia, gypsy, roo и Tirant (а) 
и теломерных ретротранспозонов TART-A, TART-B, TART-C и HeT-A (б) в тканях корпуса и головы самок линий 
piwi[2] и piwi[3], а также самок F1. К ‒ корпусы, Г ‒ головы, н.д. – не детектируется, *p < 0.5, **p < 0.01, ***p < 
0.001, ns – статистически незначимое изменение. 
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Таким образом, в обоих направлениях скре-
щиваний мы  обнаружили схожие тенденции 
в  экспрессии двух ДКП-ретротранспозонов 
(copia и gypsy) в соматических тканях в зависи-
мости от  функциональности piwi. Это говорит 
о том, что экспрессия этих двух ретротранспо-
зонов, в отличие от blood и roo, зависит от piwi. 
Причем более низкая экспрессия copia у  ги-
бридов не  является прецедентом среди других 
ретротранспозонов. Например, уже описана 
низкая экспрессия blood в  голове дрозофилы 
при мутации AGO3 [14]. Другие исследователи 
наблюдали низкую экспрессию ретроэлемен-
та Helena в семенниках гибридов относительно 
родителей при межвидовом скрещивании дро-
зофил [35]. Однако причин такого поведения 
ретротранспозонов до сих пор не найдено.

Обнаружено, что экспрессия теломерного 
ретротранспозона HeT-A  изменяется вне зави-
симости от направления скрещивания, а транс-
позонов TART-A, TART-B и TART-C в соматиче-
ских тканях гибридов ниже, чем в родительских 
линиях. Однако в  случае последних двух ре-
тротранспозонов такое сравнение можно прове-
сти только у потомков от скрещивания ♀piwi[3] 
× ♂piwi[2], так как в линии piwi[2] экспрессия 
этих ретротранспозонов практически отсутству-
ет. При этом мы не наблюдали более высокого 
уровня их  экспрессии у  гибридов ♀piwi[2] × 
♂piwi[3] относительно ♀piwi[3]. Таким обра-
зом, почти полное отсутствие функции белка 
PIWI не приводит к ухудшению контроля дан-
ных ретротранспозонов. Тем не менее, в случае 
с  TART-A  мы  наблюдаем статистически зна-
чимо более низкую экспрессию в  соматиче-
ских тканях гибридов относительно родителей 
в  обоих направлениях скрещивания, а  в  слу-
чае с TART-B и TART-C только в направлении 
♀piwi[3] × ♂piwi[2] по  причинам, описанным 
ранее (рис.  3б). Для HeT-A  результат оказался 
интересным, так как показано, что экспрессия 
этого ретротранспозона повышается при мута-
ции piwi [36, 37]. Однако данные, приведенные 
в этих статьях, получены на яичниках. Согласно 
нашим данным, компаунд мутаций piwi3 и piwi2 
не влияет на экспрессию HeT-A в соматических 
тканях. Такой эффект вполне ожидаем, с учетом 
того что экспрессия далеко не всех изученных 
ретротранспозонов повышена в тканях головы 
при мутациях AGO3 и aub [14]. 

Экспрессия кластеров при нарушении контроля 
транспозиции

Кластеры piРНК представляют собой ско-
пления дефектных копий ретротранспозонов. 
Их  транскрипция происходит двумя разными 
путями: однонаправленно либо в двух направле-
ниях в зависимости от типа регуляции класте-

ра. Транскрипты двух разных типов кластеров 
процессируются каждый по  отдельному меха-
низму, однако продукты кластеров обоих типов 
в конечном итоге используются PIWI для поис-
ка и  замалчивания ретротранспозонов в  ядре. 
По современным представлениям, источником 
транскриптов для процессинга piРНК могут 
быть не только кластеры, но и отдельные после-
довательности ретротранспозонов [39], одна-
ко, так как их анализ технически невозможен, 
мы  использовали кластеры piРНК в  качестве 
индикатора изменений транскрипции источни-
ков piРНК. 

Далее был проведен сравнительный анализ 
экспрессии сплайсированных и  несплайсиро-
ванных форм кластеров 42AB (двухцепочечный) 
и  flamenco (одноцепочечный) в  тканях голо-
вы и  корпуса (рис.  4). В  отличие от  направле-
ния скрещивания ♀piwi[2] × ♂piwi[3] (рис. 4а), 
в направлении скрещивания ♀piwi[3] × ♂piwi[2] 
(рис.  4б) мы  наблюдали значимое различие 
в экспрессии сплайсированных и несплайсиро-
ванных форм кластера 42AB у гибридов относи-
тельно материнской линии. Этот эффект, как 
и  в  случае ретроэлементов roo и  blood, можно 
объяснить высокой экспрессией 42AB у piwi[2]. 
Обе линии piwi содержат мутацию на балансер-
ной хромосоме CyO, поэтому последователь-
ность кластера 42AB на этой хромосоме должна 
быть одинаковой и  экспрессироваться с  оди-
наковой силой. Следовательно, кластер 42AB 
на  хромосоме с  мутацией в  гене piwi в  линии 
piwi[2] экспрессируется сильнее, чем на  той 
же хромосоме у piwi[3]. У гибридов экспрессия 
42AB в  обоих направлениях достигает уровня 
линии piwi[2], так как обе линии несут по одной 
хромосоме с нормальной копией этого класте-
ра – по одной от каждого родителя. 

У  остальных двух кластеров изменения 
не  так значительны: либо это более высокая 
экспрессия в  одной из  тканей у  гибридов, как 
в  случае с  20А у  гибридов ♀piwi[2] × ♂piwi[3] 
в голове, либо сниженная экспрессия в несколь-
ких тканях (38С1 в корпусе гибридов ♀piwi[3] × 
♂piwi[2]). Таким образом, самые значимые из-
менения касаются только кластера 42AB в одном 
из  направлений скрещивания. Если сопостав-
лять этот результат с  экспрессией ретротранс-
позонов, то мы видим, что у piwi[3] изначально 
высокая экспрессия blood и  roo, а  экспрессия 
кластера 42AB – низкая. У гибридов в обоих на-
правлениях экспрессия этих двух транспозонов 
выше, чем у piwi[3], кластер 42AB экспрессиру-
ется выше. Таким образом, мы видим корреля-
цию в изменении экспрессии кластера и транс-
позонов.
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Рис. 4. Относительный уровень экспрессии (lg) различных кластеров piРНК в тканях корпуса и головы самок линий 
piwi[2] и piwi[3], а также самок гибридов этих линий. sp – сплайсированные формы, unsp – несплайсированные 
формы. К ‒ корпусы, Г ‒ головы, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ns – статистически незначимое изменение. 

Возможно, причина такой корреляции за-
ключается в  том, что кластер 42AB в  линии 
piwi[2] содержит копию blood и поэтому участву-
ет в подавлении активности этого ретротранс-
позона. Описанные эффекты никак не  связа-
ны с  функциональностью белка PIWI. Таким 
образом, несмотря на  то  что метки H3MeK9, 
которые необходимы для посадки комплекса 
RDC и дальнейшего преобразования копии ре-
тротранспозона в кластер, должны появляться 
на  участках ДНК благодаря PIWI, дальнейшее 
поддержание метилирования кластеров от PIWI 
не зависит.

Далее был измерен уровень сплайсирован-
ных и несплайсированных форм транскриптов 
кластеров flamenco и  42AB в  тканях яичников, 
головы и корпуса семидневных самок имаго ли-
ний Canton-S, SS7К, а также в тканях ЦНС ли-
чинок 3-го возраста этих же линий (рис. 5). 

Для линии Canton-S  характерно присут-
ствие только несплайсированных форм кла-
стера flamenco в тканях яичников имаго и ЦНС 
личинок. Линия с нарушением контроля транс-
позиции содержит сплайсированные транс-
крипты в яичниках и ЦНС личинок. Несплай-

сированная форма транскрипта кластера 42AB 
присутствует во всех тканях, однако его сплай-
сированная форма представлена в  основном 
в соматических тканях всех линий, причем са-
мая высокая экспрессия наблюдается в нервной 
ткани имаго и личинок.

Измерив экспрессию кластеров 20A и  38С, 
мы  обнаружили, что экспрессия кластера 20А 
значительно выше в линии с нарушением кон-
троля flamenco, чем в линии дикого типа. Наи-
больший уровень экспрессии кластера 38С об-
наружен в яичниках и ЦНС личинок. 

Трудно вывести закономерность, которая 
связывает разницу в экспрессии ретротранспо-
зонов в соматических тканях и экспрессию кла-
стеров. Однако, принимая во внимание работу 
отдельных генов, участников piРНК-интерфе-
ренции, можно предположить, что активность 
ретротранспозонов в  этих тканях регулируют-
ся с участием отдельных компонентов системы 
piРНК-интерференции. Также мы  не  исклю-
чаем, что большая часть транскриптов класте-
ров может направляться в этих тканях на путь 
siРНК-интерференции, что показано для 42AB 
и flamenco в голове дрозофилы [37].
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Рис. 5. Относительный уровень экспрессии (lg) различных кластеров piРНК в тканях яичников, головы и корпуса 
самок SS7K и Canton-S. *p < 0.05, **p < 0.01; ns – статистически незначимое изменение, н.д. – не детектируется. 

Позиции копий ретротранспозонов в геномах 
линий SS7K и Canton-S и наличие сайтов 
связывания транскрипционных факторов

C  целью оценки влияния геномного окру-
жения на  тканеспецифичную транскрипцию 
исследуемых ДКП-ретротранспозонов мы про-
анализировали геномное окружение новых 
(уникальных для одного из  геномов) инсер-
ций ретротранспозонов в геномах линий SS7K 
и Canton-S, опираясь на данные нанопорового 
секвенирования и данные из базы FlyBase. Так 
как исследуемые копии являются новыми, они 
потенциально транспозиционно активны. Все 
найденные нами копии оказались в гетерозигот-
ном состоянии, поэтому лабораторные линии 
по этим копиям гетерогенны. 

Анализ геномного окружения показыва-
ет, что лишь некоторые копии как много-, так 
и  малокопийных ретроэлементов, встроены 
в экспрессирующиеся гены: подавляющее боль-
шинство находится в генах с низкой экспресси-
ей либо в межгенном пространстве. Так, 13 но-
вых инсерций ретротранспозонов находятся вне 
генов в  линии SS7K и  35  – вне генов в  линии 
Canton-S  (разница в  количестве найденных 
новых инсерций обусловлена различием в  по-
крытии геномов этих линий). Некоторые гены, 
содержащие, согласно данным FlyBase, инсер-
ции мобильных элементов, экспрессируются 
на высоком уровне в соматических тканях. При 
этом не всегда направления транскрипции гена 
и ретроэлемента совпадают. Только часть най-
денных новых инсерций ретротранспозонов 

находятся в генах, и их направление совпадает 
с направлением транскрипции сайта инсерции 
(табл. 2), поэтому механизм тканеспецифичной 
экспрессии отдельных ретроэлементов за  счет 
коактивации с  близлежащими генами  – это, 
скорее, частный случай, нежели правило. Бо-
лее того, на  основании исследования положе-
ния новых инсерций ретроэлементов можно 
сделать вывод, что значительное количество 
ретроэлементов встраивается в гетерохромати-
новые области генома. Подавляющее большин-
ство копий локализовано либо в интронах, либо 
в межгенном пространстве. По всей видимости, 
инсерции в кодирующие части генов элимини-
руются отбором. 

Нами также проведен анализ положений 
инсерций ретротранспозонов, присутствующих 
(по  данным FlyBase) в  референсном геноме. 
Для этого с помощью алгоритма blast был про-
веден поиск последовательностей исследуемых 
ретротранспозонов и  выбрали те, которые со-
держали последовательности, анализируемые 
методом ОТ-ПЦР. Затем отобрали те последова-
тельности, которые находятся в генах, экспрес-
сирующихся в исследуемых тканях, и проверили 
наличие отобранных инсерций в нуклеотидных 
последовательностях линий Canton-S  и  SS7K 
(табл. 3). При этом наряду с уникальными об-
наруживались и поликартированные прочтения, 
что связано с тем, что анализируемые последо-
вательности не являются уникальными. Приме-
чательно, что у линий SS7K и Canton-S практи-
чески все проанализированные инсерции были 
в гетерозиготном состоянии. 
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Таблица. 2. Позиции новых инсерций ДКП-ретротранспозонов в геноме линий SS7K и Canton-S и паттерн 
экспрессии генов, содержащих, согласно базе данных FlyBase, инсерции

Ре-
тротранс-

позон
Ген Положение 

в гене

Колинеарное 
направлению 
транскрипции 

гена

Экспрессия

Яичники Корпус Голова ЦНС личинки

SS7K

blood

Esp Интрон Нет – – – –
mtt Интрон Да – – – –

beat-lllc Интрон Нет – – – Средняя
CG2264 
(magu) Интрон Да Выше среднего Средняя – –

ds 3'НТО Нет – – – –
alpha-Est6 Интрон Нет – – – –

copia

Ir42a Интрон Нет – – – –
IRSp53 Интрон Нет

bnl Интрон Нет – Средняя Средняя –
CG34353 Интрон Да – – Средняя Средняя

Pde9 Интрон Нет – – Средняя –

roo

Ddr Интрон Да – – – –
CG11221 
(meng-po) Интрон Да – – – –

PAPLA1 5'НТО Да Выше среднего Средняя Выше 
среднего Средняя

CG42818 После гена Да – – – –

CG6380 Перед 
геном Нет – – – –

kel Интрон Нет Средняя – – Средняя

Gprk1 Интрон Нет Высокая Средняя Выше 
среднего Высокая

Fmo-2 Интрон Нет – Выше среднего Выше 
среднего –

CR44201 После 
псевдогена Да – – – –

CG9003 Интрон Да Выше среднего Средняя Выше 
среднего Высокая

rgn Интрон Да Средняя Высокая Высокая Высокая
Nlg3 Интрон Да – – Средняя –

CG6040 После гена Да – – – –
CG42331 Интрон Нет – – – –
CR31084 Интрон Да – – – –

Rya-R Интрон Нет – – – –
CaMK 5'НТО Да Выше среднего – – Средняя

CG11380 Интрон Да – – – –

dnc Интрон Нет Выше среднего Средняя Средняя Выше 
среднего

CG43921 
(hwt) Интрон Нет – – Средняя Выше 

среднего

goe Интрон Да Средняя Средняя Выше 
среднего

Выше 
среднего

CG1504 Интрон Нет – – – –

Tirant
cactus 3'НТО Нет Очень высокая Выше среднего Выше 

среднего
Выше 

среднего
Nuak Интрон Нет – Средняя – Средняя
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Ре-
тротранс-

позон
Ген Положение 

в гене

Колинеарное 
направлению 
транскрипции 

гена

Экспрессия

Яичники Корпус Голова ЦНС личинки

Canton-S

blood

pelo Интрон Нет Выше среднего Средняя – Средняя
CG44153 Интрон Да – – – –

dpr2 Интрон Нет – – – –
Samuel Интрон Нет – – – –

Pzl Интрон Нет – – – –
Atg17 Интрон Нет Высокая Средняя Средняя Средняя

hth Интрон Нет – Средняя Выше 
среднего

Выше 
среднего

CG6678 Интрон Нет – – – –
CG32521 

(Mnr) Интрон Да Средняя Очень высокая Очень 
высокая Высокая

copia

CG15431 Интрон Да – – – –
CG17684 Интрон Да – – – –

SLO2 Интрон Нет – – – –

Pdk1 Инторн Нет Выше среднего Средняя Средняя Выше сред-
него

dpr6 Интрон Да Средняя – – –
CG45782 

(lovit) Интрон Нет – – Выше 
среднего –

gypsy CG42346 Интрон Нет – – – –

roo

Wdr62 Интрон Нет Средняя Средняя Средняя Средняя
CG15631 Экзон Да – – – –

smog Интрон Нет – – Средняя Выше 
среднего

Snoo Интрон Да – – – Средняя
Shawl Интрон Нет – – – Средняя
Trim9 Интрон Нет – – – Средняя
Pkn Интрон Да Средняя – Средняя Средняя

SLO2 Интрон Нет – – Средняя Средняя
CG33144 Интрон Нет Средняя Средняя Средняя Средняя
CG30015 Интрон Да – Средняя Средняя Средняя

sprt Интрон yes – Средняя Средняя Средняя
Oaz Интрон Нет – – – –

Kank Интрон Нет – – – –

bru3 Интрон Нет – – Выше 
среднего Высокая

bmm Интрон Да Выше среднего Выше среднего Выше 
среднего Средняя

CG45782 
(lovit) Интрон Нет – – Выше 

среднего –

pb Интрон Да – – – –

Ugt35b Второй 
экзон Нет – – Средняя –

CG14736 5'НТО Нет – – – –
CG32473 Интрон Нет Высокая Средняя – Средняя

cv-c Интрон Нет – – –
CG18208 Интрон Нет – – –

Таблица 2. Продолжение
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Ре-
тротранс-

позон
Ген Положение 

в гене

Колинеарное 
направлению 
транскрипции 

гена

Экспрессия

Яичники Корпус Голова ЦНС личинки

Dys Интрон Нет – – – Средняя
Ire1 Интрон Нет Средняя – – Средняя

CG3822 
(KaiR1D) Интрон Да – – – Средняя

CG13606 Интрон Нет – – Средняя Средняя
Rya-R Интрон Нет – – – –

CG3777 3’НТО Да – – – Средняя
CG43867 Интрон Нет – – – –

CR44779 внутри 
гена Нет – – – Выше 

среднего

futsch Интрон Да – – Выше 
среднего Средняя

kirre Интрон Нет – – – –
dnc Интрон Да – Средняя Средняя Средняя

CG15894 Интрон Да – – – –
cyr 5’НТО Да – – – –

nAChR 
alpha3 Интрон Нет – – – Средняя

Ten-a Интрон Да – – Средняя Выше 
среднего

Примечание. НТО – нетранслируемая область гена. – отсутствие/низкая экспрессия гена.

Таблица 3. Сравнение референсного генома и геномов SS7K и Canton-S по наличию инсерций в генах, 
которые, согласно базе данных FlyBase, экспрессируются в исследуемых тканях 

Положение ретротранспозона Экспрессия Линия

Положение в геноме
Колинеарно 

направлению 
транскрипции

Яичники Корпус Голова ЦНС  
личинки SS7K Canton-S

copia
CG3726 (интрон)  Нет Средняя    + +
toс (интрон) Нет Средняя Средняя Средняя Средняя + +
for (интрон) Нет Высокая Выше среднего Средняя  + +
Ir40a (интрон) Да     + +
CadN2 (интрон) Да     + +
после CG44623 (500 н). Нет        
mbl (интрон) Нет   Средняя Средняя + +
Nipped-A (интрон) Нет Средняя   Средняя + +
sallimus Да н.д. н.д. н.д. н.д.    
bbg (интрон) Нет    Средняя + +

Snap25 (интрон) Нет  Средняя Очень 
высокая Средняя + +

Lasp, CG43954 (интрон) Нет
Очень 

высокая, 
очень 

высокая

Выше среднего, 
выше среднего

Средняя, 
средняя

Выше 
среднего, 

Выше 
среднего

+ +

Eip63E (интрон) Да Средняя   Средняя + +
Myo81F Нет        
beat-Vb Нет        

Таблица 2. Окончание
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Положение ретротранспозона Экспрессия Линия

Положение в геноме
Колинеарно 

направлению 
транскрипции

Яичники Корпус Голова ЦНС  
личинки SS7K Canton-S

CG34347 (интрон) Да    Средняя + +

Gprk2 (интрон) Нет Средняя  Средняя Выше 
среднего + +

roo

CenG1A (интрон) Нет Средняя  Средняя Выше 
среднего + +

Acox3 Нет        
dpr2 Нет        
osp (интрон) Да Средняя Средняя Средняя Средняя + +
rdo Нет        
CG2528 Да        
ds Да        

Agpat2 (интрон) Нет Выше 
среднего       + +

Lar (интрон) Да     Средняя Средняя + +
Acox3 (интрон) Нет     + +
Wnt6 Да        
TrissinR Нет        

dpr3 (интрон) Да   Выше 
среднего Средняя + +

CG13954 Да        
KCNQ Да        
CG42663 (интрон) Да    Средняя + +
sca (интрон) Нет       Средняя + +

Prosap (интрон) Да Выше 
среднего   Средняя Средняя + +

bs (интрон) Да Средняя    + +
pk (интрон) Нет       Средняя + +
GEFmeso Нет        
MFS17 Нет        
luna Да        

CG43867 (интрон) Нет  Очень высокая Средняя Выше 
среднего + +

CR44779 Да        
AstA-R1 Да        
rdgA (интрон) Да   Средняя Высокая Средняя + +

pdgy (интрон) Нет Выше 
среднего Выше среднего Средняя Средняя + +

stnA (интрон) Нет     Выше 
среднего

Выше 
среднего + +

Scgδ Да        
kirre Нет        
Gas8 Да        
CR44833 Нет        
α-Man-Ia (интрон) Да Средняя   Средняя Средняя + +

X11Lβ (интрон) Нет     Средняя Выше 
среднего + +

CG43759 ( интрон) Нет Средняя   Средняя + +

Таблица 3. Продолжение
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Положение ретротранспозона Экспрессия Линия

Положение в геноме
Колинеарно 

направлению 
транскрипции

Яичники Корпус Голова ЦНС  
личинки SS7K Canton-S

shakB Нет        
dnc(интрон) Нет  Средняя Средняя Средняя + +
tyn (интрон)         Средняя + +
Pzl Да        
CG45263 Нет        
CG31221 (интрон) Да   Высокая Средняя + +

SKIP (интрон) Нет Выше 
среднего     Выше 

среднего + +

LpR2 (интрон) Да Очень 
высокая Очень высокая Высокая Выше 

среднего + +

α4GT2 Да        

plum (интрон) Нет       Выше 
среднего + +

heca (интрон) Да Средняя   Очень 
высокая + +

Myo81F Да        
5-HT2B Нет        
Dop1R1 Нет        
CG34355 (интрон) Да       Средняя + +
Rya-R Да        
CG31038 (интрон) Да   Средняя  + +

pros (интрон) Нет     Средняя Очень вы-
сокая + +

heph (интрон) Да Выше 
среднего  Средняя Выше сред-

него + +

syd (интрон) Нет Средняя   Средняя Средняя + +

Rbp6 (интрон) Нет     Высокая Очень вы-
сокая + +

Eip75B (интрон) Нет   Средняя Высокая + +

ftz-f1 (интрон) Да Выше 
среднего    + +

Papss (интрон) Нет Средняя Средняя Средняя Средняя + +
Svil (интрон) Да Средняя Средняя Средняя Средняя + +
CG42747 Да        
GluRIB Нет        

bru3 (интрон) Нет   Выше 
среднего

Выше 
среднего + +

Pka-C3 (интрон) Да   Выше среднего Выше 
среднего   + +

Pc (интрон) Нет Выше 
среднего     Средняя + +

Con (интрон) Да   Средняя Средняя + +
CG43163 Да        
Obp73a Да        

bab2 (интрон) Нет    Выше 
среднего + +

bma (интрон) Да   Средняя Средняя + +

Таблица 3. Продолжение
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Положение ретротранспозона Экспрессия Линия

Положение в геноме
Колинеарно 

направлению 
транскрипции

Яичники Корпус Голова ЦНС  
личинки SS7K Canton-S

gypsy
CG17684 (интрон) Да   Средняя  + +
Pzl Да        
Pzl Нет        
l(3)80Fg (интрон) Да  Средняя Высокая Высокая + +

lovit (интрон) Да   Выше 
среднего  + +

Tirant
CG42534 Нет        
CG42238 Нет            
Cipc (интрон) Да   Средняя  + –
SNF4Aγ (интрон) Нет  Выше среднего   + +
Raf (интрон) Нет    Средняя + –
CG34417 (интрон) Нет        

CG32486 (интрон) Нет  Выше среднего Выше 
среднего Средняя + –

skd (интрон) Нет Выше 
среднего  Средняя Выше сред-

него + +

Shab (интрон) Нет   Средняя  + +

psq (интрон) Нет Выше 
среднего Средняя Средняя Выше сред-

него + –

unc-5 (интрон) Да    Средняя + –

chn (интрон) Да Средняя  Средняя Выше сред-
него    

CG11360 (интрон) Нет   Средняя Высокая + –
raw (интрон) Да  Средняя Средняя  + –
Fs(2)Ket (интрон) Нет Высокая Средняя Средняя Высокая + +

blood
dnt Нет            
CG42329 (интрон) Да        

chinmo Да    Выше сред-
него + +

CG44153 (интрон) Да        

Tsp39D Да   Средняя Выше сред-
него + +

после lncRNA:CR45347 Да        
Plc21C (интрон) Нет   Средняя Средняя + +
\DIP-λ  Нет        
CG30116 (интрон) Нет     Средняя   + +
после CG8517 Да        
CG43163 Да        
CG14459 Да        
Myo81F (интрон) Да       Средняя + +

heph (интрон) Нет Средняя  Средняя Выше сред-
него + +

flamenco Нет            

Таблица 3. Окончание
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Как и  в  случае новых инсерций, мы  обна-

ружили, что ретротранспозоны находятся в ме-
жгенном пространстве (85 инсерций исследуе-
мых ретротранспозонов) или интронах, причем 
направления транскрипции гена и ретротранс-
позона далеко не всегда совпадают. Мы провери-
ли присутствие в геномах SS7K и Canton-S толь-
ко тех инсерций, которые находятся в  генах, 
экспрессирующихся в исследуемых тканях, од-
нако ни у одного из исследуемых ретротранспо-
зонов не нашли корреляции положения инсер-
ций с профилем их экспрессии в соматических 
тканях. Таким образом, экспрессия ретротранс-
позонов не зависит от их положения в геноме. 
Однако мы не исключаем, что возможны редкие 
случаи зависимости экспрессии ретротранспо-
зонов от их положения, но это не является ос-
новным механизмом регуляции их активности.

Анализ регуляторных областей уникальных 
инсерций ретротранспозонов

С помощью базы данных LASAGNA (табл. 4) 
нами был проведен поиск сайтов связывания 
транскрипционных факторов (ТФ) в регулятор-

ных последовательностях исследуемых ДКП-ре-
тротранспозонов (ДКП и 3ꞌНТО). После этого 
мы использовали новые инсерции ретротранс-
позонов в линиях SS7K и Canton-S для построе-
ния выравнивания и проверки консервативности 
найденных сайтов связывания ТФ. Мы обнару-
жили, что все ТФ, которые экспрессируются 
в яичниках, также играют важную роль и в дру-
гих тканях и участвуют в делении, дифференци-
ровке клеток, эмбриональном развитии и ответе 
на стресс. Однако, как показано в предыдущих 
разделах, некоторые ретроэлементы наиболее 
активно экспрессируются в соматических тка-
нях. Исключением стал ретротранспозон Tirant, 
который экспрессируется только в  яичниках. 
Также нами во всех ДКП-ретроэлементах про-
веден поиск возможных дополнительных сайтов 
связывания ТФ, активных в соматических тка-
нях. Мы обнаружили, что такие сайты имеются 
у  всех ретроэлементов. Однако стоит принять 
во внимание, что консервативность найденных 
сайтов связывания ТФ у gypsy и Tirant не удает-
ся проверить с должной точностью, так как эти 
ретротранспозоны являются малокопийными, 
поэтому их  новых инсерций в  анализируемых 
геномах представлено крайне мало.

Таблица 4. Сайты связывания транскрипционных факторов в исследуемых последовательностях 
ретротранспозонов 

Последовательность Ретротранспозон ТФ (номер в базе данных 
LASAGNA) Сайт связывания

ТФ, которые отвечают на стресс и экспрессируются во всех тканях

ДКП

blood

Cf2_II(MA0015.1) ATATATGCAC
ATATATATAT

dl_1(MA0022.1) TGGTTTATTACA
ovo(MA0126.1) AGAAACGGT
HSF(M00028) CGCAT
HSF(M00163) CGAAGAGATAAGAAG
HSF(M00166) CTACTCGAAGAGATA

copia
HSF(M00028) AGAAT
HSF(M00164) AGAGTGGTATTCTCT

gypsy
HSF(M00166) CCTCGAGCAATGCAT
Bcd(T00063) ACCTAATCTCCA

Lag1(MA0193.1) CTACTGG

roo

dl_1(MA0022.1) TGGGATTTTACA
h(MA0449.1) GTCACTTGAG

slbo(MA0244.1) ATTGCTCA
z(MA0255.1) ATGAGTCAGT

C/EBP(T00106) TTTTTACAAAAACT
HSF(M00028) AGAAT
HSF(M00164) CGAGTAAAGTCTTCT

Tirant

Cad(T00079) AGCATAATGA
Cad(T00079) AGCATAATG
Cad(T00079) GGCCGAATG

Deaf1(MA0185.1) AGCATTCGGCCGGAA
h(MA0449.1) GCCACATGCC

slbo(MA0244.1) ATTACACA
HSF(M00028) CGAAT
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Последовательность Ретротранспозон ТФ (номер в базе данных 
LASAGNA) Сайт связывания

5ꞌНТО

blood bcd(MA0212.1) TAAGCC

copia

HSF(M00028) AGAAT
HSF(M00028) AGAAT
HSF(M00028) AGAAT
Zeste(M00283) GAATTTGAGTGAAAA

roo

Cf2_II(MA0015.1) ATACACGTAC
Cf2_II(MA0015.1) ATATATATAT
Cf2_II(MA0015.1) GTGTATATGC
Cf2_II(MA0015.1) GTGTATATGC

HSF(M00164) AAACAAGAATTTTCT
HSF(M00166) CTTAAAGAAGAGAAG

Tll(T00789) AGGAAGTCAAATTC

Tirant

Cad(T00079) GTCATAATTT
dl(M00043) CGGTATGTCCA

HSF(M00028) AGAAT
CF2-II(M00012) CTATATACA
CF2-II(M00012) ATATATGTG
slbo(MA0244.1) ATTGCACA
slbo(MA0244.1) ATTGCAGA

Cad(T00079) GTACTAAAGA
tll(MA0459.1) TAAAGCCAAA
tll(MA0459.1) AGAAGTCGAC

CF2-II(M00012) CTATATGCA
Dll(MA0187.1) TAATTAC

TФ, которые экспрессируются только в соматических тканях

ДКП

blood
slp1(MA0458.1) GTGTTTTCCTT
sna(MA0086.1) CAAGTG
vvl(MA0254.1) TATGCA

copia br_Z1(MA0010.1) TAAACTTGACT

gypsy
brk(MA0213.1) GTGGCGAT

caup(MA0217.1) TAACA
ct(MA0218.1) TTGAAC

roo
br_Z1(MA0010.1) GACTATTT
onecut(MA0235.1) CTGATTT

tup(MA0248.1) CTAAGGG

5'НТО

blood

run::Bgb(MA0242.1) AAGCCGCAA
Optix(MA0199.1) TGATA
mirr(MA0233.1) TGACA
caup(MA0217.1) TGACA

copia

Sd(T02030) TTGTGAAATAGCTT
br_Z1(MA0010.1) CTAATAAACAATTA
br_Z4(MA0013.1) TAATAAACAAT
br_Z4(MA0013.1) TTGTGAATTAA

roo

caup(MA0217.1) TAACA
CG4328(MA0182.1) CTTATGG

Hmx(MA0192.1) TTAATCG
NK7.1(MA0196.1) CTAATAG
NK7.1(MA0196.1) CTAATAG

pan(MA0237.1) CTTTGGTA
slp1(MA0458.1) CTGTTTATCCA

Таблица 4. Продолжение
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Последовательность Ретротранспозон ТФ (номер в базе данных 
LASAGNA) Сайт связывания

Tirant

Adf-1(M00171) GCGCTGACGTGGAATC
vvl(MA0254.1) TATGCA

CG4328(MA0182.1) CCTATTA
br_Z1(MA0010.1) CTAGTAAACAAGAA
Su(H)(M00234) ACCGTGGTAAACA

Su(H)(MA0085.1) CCGTGGTAAACAAACA

Таблица 4. Окончание

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В  настоящей работе проведен анализ экс-

прессии основных генов-участников piРНК-ин-
терференции в  генеративных и  соматических 
тканях дрозофилы и  показано, что из  сомати-
ческих тканей система piРНК-интерференции 
наиболее активно работает в  ЦНС личинок. 
При этом в голове взрослых мух мы наблюдали 
низкую экспрессию этих генов, что соответству-
ет данными транскриптомного анализа, приве-
денным в  базе FlyBase. Однако согласно дан-
ным анализа экспрессии этих генов в отдельных 
клетках головы дрозофилы, гены-участники piР-
НК-интерференции экспрессируются не в цель-
ных тканях головы, а в отдельных нейронах [14]. 

Считается, что в соматических тканях основ-
ную роль в подавлении активности ретротранс-
позонов играет siРНК-интерференция [40]. Од-
нако мы  наблюдали повышенную экспрессию 
отдельных ретротранспозонов в  соматических 
тканях взрослых мутантных мух с нарушением 
работы генов системы piРНК-интерференции. 
Следовательно, можно предполагать, что пат-
терны экспрессии ретротранспозонов регулиру-
ются в  том числе и  системой piРНК-интерфе-
ренции и закладываются во время эмбриогенеза. 
Если система piРНК-интерференции нарушает-
ся, то система siРНК-интерференции, вероятно, 
не может компенсировать ее отсутствие. 

Экспрессия теломерных ретроэлементов 
LINE в  соматических тканях осталась неиз-
менной у гибридов в обоих направлениях скре-
щивания относительно материнских линий 
в случае HeT-A и снизилась в случае элементов 
TART. Примечательно, что регуляция теломер-
ных ретротранспозонов зависит от  комплекса 
RDC (комплекс, осуществляющий инициацию 
транскрипции двухцепочечных кластеров), aub 
и armi. Два последних белка связаны не только 
с циклом “пинг-понг”, но и процессом передачи 
piРНК из цикла PIWI для последующей инак-
тивации ретротранспозонов на  уровне транс-
крипции [41]. Однако наши результаты свиде-
тельствуют о том, что снижение транскрипции 
отдельных теломерных LINE в  соматических 

тканях, вероятно, не связано с нарушением ра-
боты PIWI, и  можно сделать предположение 
об  активации альтернативных путей контроля 
экспрессии ретротранспозонов.

Также мы показали, что у мутантов по гену 
piwi наблюдается изменение уровня экспрес-
сии ДКП-ретротранспозонов в  соматических 
тканях. Это мы наблюдали для gypsy и copia при 
почти полном отсутствии функции гена piwi 
(в  гибридах от  скрещивания линий с  мутаци-
ей в  гене piwi). Таким образом, ген piwi опре-
деляет экспрессию отдельных ретроэлементов 
в  соматических тканях. Несмотря на  то  что 
PIWI является белком, необходимым для гете-
рохроматинизации участков генома, содержа-
щих последовательности мобильных элементов, 
и  формирования кластеров piРНК, при нару-
шении функции PIWI экспрессия любых типов 
кластеров, двухцепочечных и одноцепочечных, 
остается практически неизменной. На  линиях 
Canton-S и SS7K мы показали, что экспрессия 
кластера flamenco происходит в основном в яич-
никах и ЦНС личинок. В соматических тканях 
имаго, кроме корпусов линии SS7K, экспрессия 
этого кластера значительно ниже, чем в яични-
ках, поэтому можно сделать вывод, что flamenco 
экспрессируется только тканях с активным деле-
нием клеток. Высокая экспрессия в ЦНС также 
характерна и для других кластеров, что согласу-
ется с данными о роли отдельных компонентов 
системы piРНК-интерференции, полученными 
другими исследователями [5].

Одной из причин, по которой ретроэлемен-
ты способны поддерживать высокий уровень 
экспрессии в соматических тканях, может быть 
наличие сайтов связывания различных ТФ. 
При этом эффекты, связанные с  положением 
копии ретроэлемента в  геноме, оказываются 
минимальными и  коэкспрессия с  близлежа-
щими генами – это лишь частный случай, так 
как копий, расположенных в генах колинеарно 
направлению транскрипции этих генов, гораз-
до меньше, чем других вариантов положений 
новых копий в геноме исследуемых линий. Из-
вестно, что ДКП различных ретроэлементов 
способны с разной силой активировать ген-ре-
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портер за счет промоторных последовательно-
стей, и последовательность ДКП copia является 
слабой [42]. В  нашей работе обнаружено, что 
сайтов связывания ТФ  у  этого ретроэлемента 
гораздо меньше, чем у остальных.

Система piРНК-интерференции не  просто 
сдерживает транспозиционную активность ре-
троэлементов в  клетках зародышевой линии, 
но и задает паттерн экспрессии ретроэлементов 
в  соматических тканях, не  позволяя ретроэле-
ментам чрезмерно влиять на работу генов в эм-
бриогенезе и  активироваться с  помощью соб-
ственных сайтов связывания ТФ. Эта система 
является важнейшим механизмом в  формиро-
вании органов и тканей, однако ее роль требует 
дальнейших исследований и детализации.

Работа поддержана грантом 13-1-21 “Моле-
кулярно-генетические механизмы нестабильно-
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ка”. Номер ЦИТИС: 121032500085-3.
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Regulation of Retrotransposons in Drosophila melanogaster Somatic Tissues
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Regulation of retrotransposon activity in somatic tissues is a complex mechanism that is still not studied 
in details. It  is  strongly believed that siRNA interference is main mechanism of  retrotransposon activity 
regulation outside the gonads, but recently was demonstrated that piRNA interference participates 
in  retrotransposon repression during somatic tissue development. In  this work, using RT-PCR, 
we  demonstrated that during ontogenesis piRNA interference determinates retrotransposon expression 
level on  imago stage and retrotransposons demonstrate tissue-specific expression. The major factor 
of retrotransposon tissue-specific expression is presence of transcription factor binding sites in their regulatory 
regions.
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Ранее показано, что ассоциированные со злокачественными опухолями эпигенетические альтера-
ции облегчают туморогенез и индуцируют метастазирование. При изучении механизмов метаста-
зирования обнаружили, что эпигенетика играет решающую роль в уклонении опухоли от распоз-
навания иммунной системой. В результате эпигенетические препараты рассматривают в качестве 
потенциальных агентов, активирующих противоопухолевый иммунный ответ и  “отменяющих” 
иммунологическую толерантность опухоли. Все больше данных свидетельствует о том, что абер-
рантная экспрессия молекул, процессирующих антигены главного комплекса гистосовместимости 
(major histocompatibility complex, MHC) класса I, и их активация ‒ потенциальные индикаторы 
противоопухолевого иммунитета. В проведенном исследовании продемонстрировано, что эпиге-
нетический препарат трихостатин А (Trichostatin A, TSA), ингибитор гистондеацетилазы, восста-
навливает экспрессию генов системы презентации антигенов (antigen presentation machinery, APM) 
MHC I в клетках рака молочной железы человека (MCF-7). Обработка TSA приводила к усилению 
экспрессии генов MHC I, B2M и PSMB9 в монослое клеток MCF-7 и MHC I, B2M, PSMB9, PSMB8, 
TAP1 и TAP2 в сфероидных клетках MCF-7. Интересно, что обработка TSA также увеличивала экс-
прессию CD274 в этих клетках и усиливала инвазивную способность сфероида MCF-7. Это агрес-
сивное поведение подтверждено повышенной экспрессией генов, ассоциированных с метастазами: 
SCN5A (белок nNav1.5) и MMP1. Таким образом, под действием TSA в клетках рака молочной желе-
зы, с одной стороны, происходит восстановление экспрессии генов APM MHC I, с другой ‒ акти-
вируется экспрессия метастатических генов и CD274, что усиливает инвазивную способность кле-
ток. Эти результаты свидетельствуют о необходимости глубокого изучения вопроса о возможности 
применения эпигенетических препаратов в терапии рака молочной железы.

Ключевые слова: главный комплекс гистосовместимости класса I, трихостатин А, рак молочной же-
лезы, инвазия, метастазирование, эпигенетика, PD-L1, nNav1.5, MMP1
DOI: 10.31857/S0026898424010105, EDN: NZXAHF
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ПОВЫШЕННАЯ ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ

Upregulation of MHC I Antigen Processing Machinery Gene Expression 
in Breast Cancer Cells by Trichostatin A 

A. H. Murtadha1, N. A. Sharudin1, I. I. M. Azahar1, A. T. Che Has2, and N. F. Mokhtar1,*
1 Institute for Research in Molecular Medicine (INFORMM), Health Campus, Universiti Sains Malaysia,  

Kubang Kerian, Kelantan, 16150 Malaysia
2 Department of Neuroscience, School of Medical Sciences, Universiti Sains Malaysia,  

Kubang Kerian, Kelantan, 16150 Malaysia
*e-mail: fatmawati@usm.my

Epigenetic alterations associated with cancer have been shown to facilitate tumorigenesis and promote me-
tastasis. In the study of cancer metastasis, epigenetics has been revealed to play a crucial role in supporting 
tumour immune evasion. As a result, epigenetic drugs have been identified as potential agents to activate 
anti-tumour immune responses and reverse tumour immunologically tolerant states. Mounting evidence 
is showing aberrant expression of MHC class I antigen processing molecules in cancers and their upregu-
lation as a potential indicator for anti-tumour immunity. In this study, we demonstrate that the epigenetic 
drug Trichostatin A (TSA), a histone deacetylase inhibitor, can restore MHC I antigen presentation ma-
chinery (MHC I APM) genes in human breast cancer cells (MCF-7). Treatment with TSA resulted in the 
upregulation of MHC I, B2M, and PSMB9 in MCF-7 monolayer cells, and MHC I, B2M, PSMB9, PSMB8, 
TAP1, and TAP2 in MCF-7 spheroid cells. Interestingly, treatment with TSA also increased CD274 expres-
sion in  these cells and enhanced the invasion ability of  the MCF-7 spheroid. This aggressive behaviour 
was confirmed by increased expression of metastatic-related genes, SCN5A (nNav1.5 protein) and MMP1. 
In summary, although the restoration of MHC I APM expression was achieved by TSA, the upregulation 
of metastatic genes and CD274 also enhanced the invasion ability of breast cancer cells. These findings sug-
gest the need for careful consideration when utilizing epigenetic drugs for breast cancer therapy.

Keywords: MHC I, Trichostatin A, breast cancer, invasion, metastasis, epigenetics, PD-L1, nNav1.5, MMP1
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Резистентность к темозоломиду считается основной причиной рецидивов и плохого прогноза у па-
циентов с нейроглиомой. В последнее время появляется все больше данных, свидетельствующих 
о том, что митофагия вовлечена в развитие лекарственной устойчивости различных типов опухолей. 
Однако роль и молекулярные механизмы митофагии в резистентности к темозоломиду при глиоме 
остаются неясными. В проведенном исследовании мы оценили уровни митофагии в резистентных 
и чувствительных к темозоломиду клеточных линиях. Механизмы, лежащие в основе регуляции 
митофагии, исследовали с использованием технологии секвенирования РНК. Также проанализи-
рована роль дифференциально экспрессируемых генов при митофагии и резистентности к темозо-
ломиду. Обнаружено, что митофагия вовлечена в развитие резистентности клеток глиомы к темо-
золомиду. В этом процессе участвует в частности SUMO-специфичная пептидаза-6 (SUMO specific 
peptidase 6, SENP6), которая индуцирует митофагию. Взаимодействие между SENP6 и главным 
белком митофагии ‒ PTEN-индуцированной киназой-1 (PINK1) ‒ приводит к снижению степени 
(SUMO2)илирования PINK1, тем самым усиливая митофагию. На основании полученных резуль-
татов можно сделать вывод, что, индуцируя митофагию, взаимодействие SENP6 с PINK1 способ-
ствует резистентности клеток глиобластомы к темозоломиду. Таким образом, таргетинг SENP6 или 
прямое регулирование митофагии можно рассматривать как потенциальные терапевтические ми-
шени для “отмены” резистентности глиомы к темозоломиду.

Ключевые слова: глиобластома, темозоломид, лекарственная устойчивость, SENP6, митофагия, 
PINK1
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ SENP6 С PINK1

Interaction of SENP6 with PINK1 Promotes Temozolomide Resistance 
in Neuroglioma Cells via Inducing the Mitophagy
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Temozolomide resistance is  a major cause of  recurrence and poor prognosis in neuroglioma. Recently, 
growing evidence has suggested that mitophagy is  involved in  drug resistance in  various tumor types. 
However, the role and molecular mechanisms of mitophagy in temozolomide resistance in glioma remain 
unclear. In this study, mitophagy levels in temozolomide-resistant and -sensitive cell lines were evaluated. 
The mechanisms underlying the regulation of  mitophagy were explored through RNA sequencing, and 
the roles of differentially expressed genes in mitophagy and temozolomide resistance were investigated. 
We found that mitophagy promotes temozolomide resistance in glioma. Specifically, small ubiquitin-like 
modifier specific protease 6 (SENP6) promoted temozolomide resistance in glioma by inducing mitophagy. 
Protein-protein interactions between SENP6 and the mitophagy executive protein PTEN-induced kinase 1 
(PINK1) resulted in a reduction in small ubiquitin-like modifier 2 (SUMO2)ylation of PINK1, thereby 
enhancing mitophagy. Our study demonstrates that by  inducing mitophagy, the interaction of  SENP6 
with PINK1 promotes temozolomide resistance in glioblastoma. Therefore, targeting SENP6 or directly 
regulating mitophagy could be a potential and novel therapeutic targets for reversing temozolomide resistance 
in glioma.

Keywords: glioblastoma, temozolomide resistance, SENP6, mitophagy, PINK1
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Недостаточная изученность молекулярных механизмов фиброза и цирроза печени не позволяет пол-
ностью понять все этапы развития этих патологий. Известно, что огромную роль в реализации функ-
ций генов и сигнальных путей играют взаимодействия между ними. Однако сведения о взаимосвязи 
генов и сигнальных путей недостаточны и часто противоречивы. В настоящей работе впервые деталь-
но изучена экспрессия мРНК генов Notch1, Notch2, Yap1, Tweak (Tnfsf12), Fn14 (Tnfrsf12a), Ang, Vegfa, 
Cxcl12 (Sdf), Nos2 и Mmp-9 на разных стадиях индуцированного тиоацетамидом фиброза печени крыс 
Wistar. С помощью факторного анализа получены три фактора, которые объединили высоко корре-
лирующие гены-мишени между собой. Первый фактор включает четыре гена: Cxcl12 (r = 0.829, р < 
0.05), Tweak (r = 0.841, р < 0.05), Notch1 (r = 0.848, р < 0.05), Yap1 (r = 0.921, р < 0.05). Второй фактор 
описывает корреляции между генами Mmp-9 (r = 0.791, р < 0.05) и Notch2 (r = 0.836, р < 0.05). В третий 
фактор вошли гены Ang (r = 0.748, р < 0.05) и Vegfa (r = 0.679, р < 0.05). Гены Nos2 и Fn14 не вошли 
ни в один из факторов. Можно предположить, что продукты выбранных генов, классифицированных 
на основании уровней экспрессии их мРНК, взаимосвязаны в процессах фиброзных изменений пе-
чени крыс токсической этиологии. Полученные результаты представляют фундаментальный интерес 
для изучения патогенетических механизмов развития фиброза и цирроза печени.

Ключевые слова: фиброз печени, цирроз печени, молекулярные механизмы, экспрессия мРНК, 
факторный анализ, крысы
DOI: 10.31857/S0026898424010126, EDN: NXGUNP

ВВЕДЕНИЕ
В развитии хронических заболеваний печени 

различной этиологии принимают участие слож-
ные сети молекулярных каскадов как сигналь-
ных путей (Notch, Hedgehog, WNT/β-катенин, 
TWEAK/Fn14, Hippo и др.), так и отдельных ге-
нов [1, 2]. 

Во время эмбрионального развития организ-
ма и физиологически нормально протекающего 
постнатального периода сигнальный путь Notch 
принимает участие в регуляции пролиферации 
и  дифференцировки клеток, апоптозе, анги-
огенезе и  других процессах [3–6]. Путь Notch 
связан с развитием ряда заболеваний человека, 
а гены Notch вовлечены в процессы активации 
и трансдифференцировки клеток в миофибро-
бластный фенотип при фиброзе легких, почек, 
сердца и печени [3, 4, 6, 7]. В эксперименталь-

ных работах на  животных показано, что экс-
прессия генов сигнального пути Notch корре-
лирует с экспрессией генов других сигнальных 
путей, таких как Hippo, Hedgehog, Wnt/β-кате-
нин, TGFβ [8, 9]. Предполагается, что ген Yap1 
(входит в  сигнальный путь Hippo) является 
Notch-зависимым геном, он запускает актива-
цию клеток, накапливающих жиры (липоциты, 
перисинусоидные клетки, клетки Ито, перици-
ты, стеллатные клетки) [10–12]. Однако данный 
механизм и взаимодействие Yap1 с другими ге-
нами до конца не исследованы [13, 14].

Гены сигнального пути TWEAK/Fn14 спо-
собны индуцировать поляризацию макрофа-
гов, секрецию профибротических медиаторов, 
деление фибробластов и  эпителиальных кле-
ток желчных протоков и проточков, ангиогенез 
и  прочие процессы в  печени [15–17]. Данные 
о связи генов Notch и сигнальных путей TWEAK/
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ВЗАИМОСВЯЗЬ УРОВНЕЙ мРНК ГЕНОВ
Fn14 при фиброзе и циррозе печени практиче-
ски отсутствуют. 

Патологический ангиогенез и  капилля-
ризация синусоидов связаны с  фиброгенезом 
и могут выступать в качестве его инициаторов. 
У животных с патологиями печени наблюдается 
аномальная экспрессия различных проангио-
генных факторов, включая фактор роста эндо-
телия сосудов (VEGF) и  ангиопоэтин (ANG). 
Противоречивые результаты доклинических 
исследований свидетельствуют о  сложностях 
в терапии фиброза с помощью сосудистой мо-
лекулярно-таргетной терапии и необходимости 
дальнейших исследований в этом направлении 
[18–20].

Хемокин CXCL12 связывается с рецептором 
(CXCR4) и  активирует ряд сигнальных путей, 
которые отвечают за пролиферацию, миграцию 
клеток и их адгезию [21]. Показано, что одной 
из функций CXCL12 в опухолях человека и жи-
вотных является стимуляция миграции клеток. 
К сожалению, к настоящему времени не удалось 
детально изучить функционирование CXCL12 
[22]. Роли хемокина в  инициации и  развитии 
фиброза различных органов посвящено незна-
чительное количество работ. Считается, что 
CXCL12 можно рассматривать как терапевти-
ческую мишень при данном патологическом 
процессе, поскольку, по  аналогии с  опухоля-
ми, CXCL12 способен стимулировать миграцию 
ряда клеток при фиброзе, способствуя его ини-
циации и прогрессированию [23, 24]. 

Результаты последних исследований свиде-
тельствуют о том, что ген Nos2 играет определен-
ную роль в фиброгенезе печени. Молекулярный 
механизм, с  помощью которого Nos2 способ-
ствует прогрессированию фиброза, понятен 
не до конца. Известно, что индукция экспрес-
сии Nos2, активация фермента и последующая 
продукция оксида азота представляют собой 
сложный многостадийный процесс [25–27].

Высокие уровни матриксной металлопро-
теиназы 9 (ММР-9) связывают со стимуляцией 
фиброза и  ремоделированием внеклеточного 
матрикса. Несмотря на  значительное количе-
ство публикаций, представленных в поисковой 
системе PubMed, связь между ростом мРНК 
Мmp-9  и  прогрессированием фиброза печени 
изучена не до конца [28, 29]. 

В  настоящей работе в  поисковых системах 
по биомедицинским исследованиям был прове-
ден поиск генов, связанных с фиброгенезом пе-
чени. Однако в проанализированных нами пу-
бликациях практически отсутствовали данные 
о связи между уровнями экспрессии выбранных 
нами генов Notch1, Notch2, Yap1, Tweak (Tnfsf12), 

Fn14 (Tnfrsf12a), Ang, Vegfa, Cxcl12 (Sdf), Nos2 
и Mmp-9. Кроме того, на существующих экспе-
риментальных моделях изучают либо конкрет-
ные, далеко отстоящие друг от друга ключевые 
позиции (норма, фиброз и  цирроз), либо фи-
брогенез, но  не  на  всем протяжении времени. 
Эти ограничения могут скрывать важные дета-
ли и ограничивают возможность соответствую-
щих выводов. По-видимому, выбранные нами 
гены-мишени связаны с процессами, отвечаю-
щими за инициацию и развитие фиброза печени 
у человека и животных, что показано в ряде ис-
следований [8, 9, 11, 15, 17, 23, 24, 28, 29]. 

Цель настоящего исследования состояла 
в  определении уровней экспрессии мРНК ге-
нов Notch1, Notch2, Yap1, Tweak (Tnfsf12), Fn14 
(Tnfrsf12a), Ang, Vegfa, Cxcl12 (Sdf), Nos2 и Mmp-
9 на разных стадиях тиоацетамид-индуцирован-
ного фиброза печени крыс Wistar и  в  анализе 
их взаимосвязи с помощью факторного анализа.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В  рамках настоящей работы при описании 

генов применяли названия, принятые в  пра-
вилах и рекомендациях по номенклатуре генов 
[30].

Экспериментальная модель. Фиброз и  цир-
роз печени у крыс-самцов Wistar индуцировали 
свежеприготовленным раствором тиоацетамида 
(ТАА; “Acros Organics”, Бельгия), который вво-
дили интрагастрально через зонд в дозе 200 мг/
кг массы тела 2 раза в неделю в течение 17 нед. 
Животных разделили на восемь групп (12 особей 
в каждой) в зависимости от длительности воз-
действия ТАА: 3 нед. (группа 1), 5 нед. (2), 7 нед. 
(3), 9 нед. (4), 11 нед. (5), 13 нед. (6), 15 нед. (7), 
17 нед. (8). Крысы контрольной группы (n = 12) 
получали воду без ТАА в аналогичном объеме.

Гистологическое и морфометрическое исследо-
вание. После декапитации под кратковременным 
эфирным наркозом с применением гильотины 
из  большой левой доли печени крыс забирали 
образцы диаметром 5–10 мм, которые помеща-
ли в 10%-ный раствор нейтрального формалина 
(“Биовитрум”, Россия) на  фосфатном буфере 
и фиксировали в течение 24 ч. Затем обрабаты-
вали фиксированный материал с последующей 
заливкой в парафин с использованием автомата 
для гистологической обработки ткани STP-120 
(“Thermo Fisher Scientific”, США) и  станции 
для заливки ткани парафином EC350 (“Thermo 
Fisher Scientific”). От  каждого животного по-
лучали по  одному блоку для каждого метода 
окрашивания, с помощью микротома НМ340Е 
(“MICROM, Laborgerate GmbH”, Германия) го-
товили в среднем по 3–4 среза толщиной 4 мкм 
и помещали их на предметные стекла. Для по-



132 ЛЕБЕДЕВА и др.

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 1 2024

лучения обзорных гистологических препара-
тов срезы печени окрашивали гематоксилином 
и  эозином, а  для выявления соединительной 
ткани  – по  Маллори с  помощью автомата для 
окраски HMS70 (“Thermo Fisher Scientific”).

Гистологические препараты исследовали 
с  использованием компьютерных программ 
ImageScope Color и cellSens Standard на базе ми-
кроскопа Olympus BX51 (Япония). Степень фи-
броза определяли с использованием полуколи-
чественной шкалы K.G. Ishak [31].

Оценка уровня мРНК Notch1, Notch2, Yap1, 
Tweak, Fn14, Ang, Vegfa, Cxcl12, Nos2 и Mmp-9. 
Фрагменты печени диаметром не более 5 мм по-
мещали в криопробирки и далее в жидкий азот 
для хранения до  начала процедуры выделения 
суммарной РНК. Общую фракцию РНК выде-
ляли согласно инструкции производителя набо-
ра АртРНК MiniSpin (“АртБиоТех”, Беларусь). 
Качественные характеристики образцов кон-
тролировали с  помощью электрофореза в  ага-

розном геле (выборочно) в неденатурирующих 
условиях (однократный Трис-ацетатный буфер, 
2%-ный  агарозный гель). Количество суммар-
ной РНК после выделения определяли спек-
трофотометрически (длина волны  – 260 нм, 
спектрофотометр Specord 250 (“Analytic Jena”, 
Германия)). Выборочно снимали спектр погло-
щения при 220–340 нм. 

кДНК синтезировали с использованием оли-
го-(dТ)-праймеров и набора реагентов ArtMMLV 
Total (“АртБиоТех”, Беларусь) в  соответствии 
с инструкцией производителя. В каждой реакции 
использовали 200 нг общей фракции РНК. Оли-
гонуклеотидные праймеры и зонды для прове-
дения полимеразной цепной реакции в режиме 
реального времени (ПЦР-РВ) выбирали с помо-
щью онлайн-приложения Primer3 v. 0.4.0 (http://
bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Перечень выбран-
ных молекулярных мишеней, референсный ген 
и последовательности олигонуклеотидных прай-
меров представлены в табл. 1 и табл. 2.

Таблица 1. Характеристика генов-мишеней и референсного гена, использованных в работе 

Ген Статус
Идентификатор гена 

в базе NCBI
Gene ID

Референсная
последовате-

льность
мРНК

Кодируемый белок

Notch1 Мишень 25496 NM_001105721.1 Рецептор Notch типа 1 

Notch2 Мишень 29492 NM_024358.2 Рецептор Notch типа 2 

Yap1 Мишень 363014 NM_001034002.2 Yes-связанный белок типа 1 

Tweak Мишень 360548 NM_001001513.2 Член суперсемейства фактора 
некроза опухоли 12

Fn14 Мишень 302965 NM_181086.3 Член суперсемейства рецепторов 
фактора некроза опухолей 12А, 

Ang Мишень 305843 NM_001006992.1 Ангиогенин

Vegfa Мишень 83785 NM_031836.3 Фактор роста эндотелия сосудов A

Nos2 Мишень 24599 NM_012611.3 Синтаза оксида азота 2

Cxcl12 Мишень 24772 NM_001033883.1 Хемокин подсемейства CXC

Mmp-9 Мишень 81687 NM_031055.2 Матриксная металлопротеиназа 9

Hes1* Кандидат 
в референсные гены 29577 NM_024360.4 Фактор транскрипции 1 семейства 

Нes факторов с доменом bHLH 

* Ген Hes1, первоначально рассматриваемый как ген-мишень, использовали в  качестве референсного, поскольку 
в предварительных экспериментах этот ген экспрессировался на стабильно высоком уровне [32].
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Таблица 2. Нуклеотидные последовательности специфических праймеров и флуоресцентно меченных зондов 
генов-мишеней и референсного гена

Праймер Нуклеотидная последовательность, 5’ → 3’ Модификация 5’/3’

Notch1 прямой GTGTCCCAAAGGCTTCAGC

Notch1 обратный CGTTCTTGCATGGTGTGCT

Notch1 зонд GGGCACCTGTGCCAGTATGA FAM/BHQ1

Notch2 прямой CCCTGGTTTCACAGGACCA

Notch2 обратный TTCAGGCAGGGAGTACTGGA

Notch2 зонд GTGCCAGATCGACATTGACGAC FAM/BHQ1

Yap1 прямой CTGCCTCAGGGCCTCTT

Yap1 обратный TGTGGTCTTGTTCTTATGGTTTATG

Yap1 зонд GGATGGGAGCAAGCCATGAC FAM/BHQ1

Tweak прямой CCCATTATGAGGTTCATCCAC

Tweak обратный TCTCTTCCCAGCCACTCACT

Tweak зонд GACAGGATGGAGCACAGGCA FAM/BHQ1

Fn14 прямой GGATGCGCAGCAGCAC

Fn14 обратный CAAAACCAGGGCCAGACTAA

Fn14 зонд CCTGCCCACTTCAGGATGCT FAM/BHQ1

Ang прямой TGCGAAAGTATGATGAGGAGAA

Ang обратный TGTTGCCATGGATAAAGGTG

Ang зонд ACCTCGCCCTGCAAAGAGGT FAM/BHQ1

Vegfa прямой GCAGATCATGCGGATCAAA

Vegfa обратный ATGCTGCAGGAAGCTCATCT

Vegfa зонд CCTCACCAAAGCCAGCACAT FAM/BHQ1

Nos2 прямой TCACCCAGTTGTGCATCG

Nos2 обратный AGGACCAGAGGCAGCACAT

Nos2 зонд GGCTGGAAGCCCCGCTAT FAM/BHQ1

Cxcl12 прямой CAGATTGTTGCAAGGCTGAA

Cxcl12 обратный TCCACTTTAATTTCGGGTCAA

Cxcl112 зонд AAGCAACAACAGACAAGTGTGCA FAM/BHQ1

Mmp-9 прямой CTACTCGAGCCGACGTCAC

Mmp-9 обратный AGAGTACTGCTTGCCCAGGA

Mmp-9 зонд GATGTGCGTCTTCCCCTTCG FAM/BHQ1

Hes1 прямой GAAAGATAGCTCCCGGCATT

Hes1 обратный CGGAGGTGCTTCACTGTCAT

Hes1 зонд CCAAGCTGGAGAAGGCAGACA FAM/BHQ1
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ПЦР-РВ проводили с использованием реа-
гентов производства компании “Праймтех” (Бе-
ларусь). Конечный объем реакционной смеси 
составлял 25 мкл и содержал все необходимые 
компоненты: 2 мМ хлорида магния, 0.1 мМ сме-
си dNTP, 500 нМ  олигонуклеотида, включая 
зонд для ПЦР-РВ, 1.25  ед. термостабильной 
Taq-ДНК-полимеразы в  соответствующем бу-
ферном растворе. Режим термоциклирования: 
95°С 2 мин, затем 40 циклов 95°С 5 с и 60°С 45 с. 
Детекция по  каналу FAM после каждого цик-
ла. В работе использовали прибор CFX96touch 
(“BioRad”, США). Эффективность реакций 
определяли с помощью метода стандартной кри-
вой и серий разведений концентрированных об-
разцов кДНК. ПЦР-РВ каждого образца биоло-
гического материала проводили в трех повторах. 
В  каждой экспериментальной и  контрольной 
группах все 12 образцов анализировали отдель-
но для получения наибольшей статистической 
значимости и учета внутригрупповой вариации, 
фенотипической гетерогенности уровня экс-
прессии генов. 

Эффективность реакций, а также абсолютное 
число копий соответствующих мРНК оценивали 
методом стандартной кривой. Относительный 
уровень экспрессии мРНК определяли с помо-
щью метода 2-∆∆Ct. Эффективность реакций ва-
рьировала менее чем на 5% и составила 94–97%. 

Статистический анализ. Результаты количе-
ственных измерений оценивали с использовани-
ем программ Statistica 10.0 (“StatSoft Inc.”, США), 
IBM SPSS Statistics 23.0  (“An  IBM Company”, 
28.0.1, США), Microsoft Office Excel (“Microsoft 
Corp.”, США). 

В выборках по каждой неделе эксперимента 
определяли нормальность частотного распреде-
ления признака по критерию Лиллиефорса. По-
лучали описательные статистики и  описывали 
количественные данные в виде средних и соот-
ветствующих доверительных интервалов (М (95% 
ДИ: j–q)), медианы и значения 15–85 проценти-
лей (Ме (15%; 85%)). Об уровне статистической 
значимости различий изучаемых признаков (уро-
вень экспрессии мРНК генов) в группах с нор-
мальным частотным распределением данных 
судили по t-критерию Стьюдента; в случае отли-
чия от  нормального частотного распределения 
использовали U-критерий Манна–Уитни. Взаи-
мосвязи между исследуемыми переменными изу-
чали с применением факторного анализа – мно-
гомерного метода, который позволяет получить 
факторы из коррелирующих переменных. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Одно из препятствий при разработке новых 

методов лечения фиброза печени – значитель-

ный недостаток данных о молекулярных меха-
низмах этого патологического процесса у  че-
ловека. Это связано с ограниченным доступом 
к ткани на различных стадиях заболевания. Су-
ществует проблема экстраполяции на человека 
результатов, получаемых на животных. Экспе-
риментальные модели фиброза часто отражают 
только определенные аспекты патогенеза (вос-
паление или фиброгенез) не на протяжении все-
го заболевания [33–35]. Более того, у животных 
болезни развиваются быстрее, чем у  человека. 
Необходимо помнить, что выборки пациентов 
значительно более гетерогенны, чем инбредные 
линии мышей, по  внутренним (возраст, пол, 
сопутствующие заболевания) и внешним (дие-
та, инфекции) факторам, которые могут влиять 
на уровень экспрессии генов.

В нашей работе для изучения молекулярных 
механизмов фиброгенеза печени у крыс был вы-
бран ТАА. У лабораторных животных ТАА вы-
зывает поражение печени с морфологическими 
характеристиками, аналогичными поражениям 
при фиброзе и циррозе печени у человека, по-
этому он  признан идеальным для оценки ан-
тиоксидантных, цитопротекторных и  антифи-
бротических соединений у экспериментальных 
животных [36, 37]. Нами изучено плавное на-
растание прогрессирования фиброза и отслеже-
ны все стадии развития цирроза печени у крыс. 

У  животных контрольной группы отмече-
но незначительное количество соединительной 
ткани вокруг междольковых сосудов и желчных 
протоков портальных зон, центральных и соби-
рательных вен F0 (рис. 1а). 

На раннем сроке эксперимента (3 нед.) вы-
явили умеренное формирование фиброзной 
соединительной ткани в  портальных зонах 
F1  (рис. 1б). По истечении 5 и 7 нед. в парен-
химе печени сформировался портальный, мо-
стовидный, местами центролобулярный и диф-
фузный перицеллюлярный фиброз со степенью 
F2/F3 и F3/F4 соответственно (рис. 1в). Через 
9  нед. в  области отдельных портальных зон 
наблюдали единичные ложные печеночные 
дольки, формирование которых отражает на-
чало процесса трансформации фиброза печени 
в цирроз F4/F5 (рис. 1г). При дальнейшей ин-
токсикации (11  нед.) определили диффузную 
перестройку паренхимы печени крыс с форми-
рованием ложных печеночных долек – непол-
ный цирроз F5 (рис. 1д). Последующие иссле-
дования (13 нед.) показали тотальное поражение 
печени – достоверный цирроз F6. К концу экс-
перимента (15 и 17 нед., рис. 1е) отмечено вы-
раженное диффузное разрастание фиброзных 
соединительно-тканных септ; формирование 
новых ложных печеночных долек за счет разде-
ления крупных долек тонкими патологическими 
септами; диффузный портальный, перипорталь-
ный и перицеллюлярный фиброз.
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Рис. 1. Фрагменты печени крыс контрольной группы (а) и крыс с индуцированным циррозом через 3 (б), 5 (в), 9 (г), 
11 (д) и 17 нед. (е) после начала эксперимента. Окраска по Маллори. ×40 (а, б, д, е); ×20 (в, г). а – Центральная 
вена (стрелка); б – фиброзная соединительная ткань (стрелки); в – фиброзные септы между портальными зонами 
(стрелки); г – ложная печеночная долька (выделена овальной рамкой); д – ложные печеночные дольки (стрелки); 
е – выраженная деструкция печени.

Известно, что процессы инициации и про-
грессирования фиброза печени регулируют-
ся сотнями генов. Морфологически фиброз 
и цирроз печени проявляются нарушением пла-
стинчатого строения паренхимы, активацией 
и трансдифференцировкой (изменение феноти-
пического профиля) ряда клеток, развитием вос-
паления, патологическим ангиогенезом и  раз-
растанием фиброзной соединительной ткани. 
Логичным представляется выбор тех генов-ми-

шеней, которые отвечают за эти патологические 
процессы. Для выявления и направленного вли-
яния этих генов на данные процессы возникает 
необходимость в поиске взаимосвязи между ге-
нами и определении их как факторов. Фактор-
ный анализ – это многомерный метод, который 
позволяет получить факторы из коррелирующих 
переменных [38]. С помощью данного статисти-
ческого метода мы вычисляли корреляционную 
матрицу уровней экспрессии мРНК выбранных 
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нами генов (Notch1, Notch2, Yap1, Tweak, Fn14, 
Ang, Vegfa, Cxcl12, Nos2 и Mmp-9). Затем матри-
цу анализировали методом главных компонент 
и  извлекали факторы. Фактор  – это скрытая 
переменная, вводимая для объяснения взаи-
мосвязи между исследуемыми генами. Каждый 
фактор влияет на  определенную совокупность 
генов. В результате получены три фактора, ко-
торые объединили высоко коррелирующие ге-
ны-мишени между собой (табл.  3). Определя-
ли долю вклада факторов в общую дисперсию. 
Данные представлены в табл. 3.

Таблица 3. Факторные нагрузки (коэффициенты 
корреляции) по трем извлеченным факторам (р < 0.05)

Ген-мишень Фактор 1 Фактор 2 Фактор 3
Ang 0.445 –0.024 0.748
Vegfa 0.417 0.138 0.679
Cxcl12 0.829 –0.024 0.423
Fn14 0.147 0.499 –0.603
Tweak 0.841 0.095 0.313
Mmp9 –0.116 0.791 0.108
Nos2 0.062 0.578 0.007
Notch2 0.135 0.836 –0.175
Notch1 0.848 0.147 0.125
Yap1 0.921 –0.033 0.003
Доля общей дисперсии 0.339 0.196 0.185

Для построения графика полученные фак-
торы вращали по  методу “Варимакс”, ортого-
нальному варианту вращения, при котором оси 
сохраняют взаимное расположение под прямым 
углом. На рис. 2 представлен график факторов 
в трехмерных координатах.
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Рис. 2. График извлеченных факторов в трехмерных 
координатах.

Первый фактор объединяет наибольшую долю 
дисперсии признаков (33.95%, табл. 3 и рис. 2) 
и  включает четыре гена-мишени: Cxcl12 (r  = 
0.829), Tweak (r = 0.841), Notch1 (r = 0.848), Yap1 
(r = 0.921). Этот фактор отражает взаимосвязь ис-
следуемых генов трех сигнальных путей (Notch, 
TWEAK/Fn14 и  Hippo) при фиброгенезе пече-
ни в рамках использованной нами эксперимен-
тальной модели. При этом следует отметить, что 
не  все изученные гены пути Notch и  TWEAK/
Fn14 связаны в один фактор. Можно предполо-
жить, что гены одного и того же сигнального пути 
вовлечены в разные молекулярные механизмы. 
Уровень мРНК Cxcl12 (р = 0.0000) и Tweak (р = 
0.0000) был ниже контрольного уровня на  всех 
этапах эксперимента (рис. 3). 
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Рис. 3. Изменение уровней экспрессии мРНК генов первого фактора при моделировании фиброза и  цирроза 
печени крыс.
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Максимальное снижение экспрессии этих 

генов выявлено при достоверном циррозе F6. 
Гены Notch1 и Yap1 на прогрессирование фибро-
за печени “реагировали” несколько иначе. Мак-
симальные падения уровня мРНК Notch1 (p < 
0.00001) и Yap1 (p < 0.00001) выявлены на ста-
дии неполного цирроза F5 по сравнению с кон-
трольной группой (рис. 3). При этом на стадии 
F1 экспрессия мРНК Notch1 (р = 0.0773) и Yap1 
на F1 (р = 0.3181) и F2/F3 (р = 0.5960) не отли-
чалась от контроля. Ген Yap1 является Notch-за-

висимым геном, что согласуется с опубликован-
ными данными [10–12]. 

Второй фактор описывает корреляции меж-
ду генами Mmp-9 (r = 0.791) и Notch2 (r = 0.836) 
и  отражает 19.62% общей дисперсии иссле-
дуемых признаков (табл.  3, рис.  2). На  стадии 
F1  экспрессия мРНК Mmp-9  несколько сни-
зилась. При трансформации фиброза печени 
в  цирроз F4/F5  отмечено повышение уровня 
мРНК как Mmp-9, так и  Notch2 (p  < 0.00001) 
по сравнению с контрольной группой (рис. 4).
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Рис. 4. Изменение уровней экспрессии мРНК генов второго фактора при моделировании фиброза и  цирроза 
печени крыс.

В  третий фактор вошли гены Ang (r  = 
0.748) и  Vegfa (r  = 0.679). Этот фактор описы-
вает 18.51% общей дисперсии (табл. 3, рис. 2). 
Уровни экспрессии этих генов были снижены 
на протяжении всего эксперимента по сравне-

нию с контрольной группой. На стадии досто-
верного цирроза F6 отмечено максимальное па-
дение уровня мРНК Ang (p < 0.00001), а мРНК 
Vegfa – в 6.62 раза (p < 0.00001, рис. 5).
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Рис. 5. Изменение уровней экспрессии мРНК генов третьего фактора при моделировании фиброза и цирроза 
печени крыс.
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Ранее нами были описаны структурно-функ-
циональные нарушения сосудистого русла пече-
ни крыс и, в частности, установленный веноз-
ный ангиогенез [39]. Согласно опубликованным 
данным, Ang и Vegfa кодируют проангиогенные 
факторы [18–20], но в настоящем исследовании 
их экспрессия снизилась. 

Гены Nos2 и Fn14 не вошли ни в один из фак-
торов. Судя по факторным нагрузкам, ген Fn14 
нельзя присоединять ни к одному из факторов. 
Согласно графику нагрузок в  трехмерных ко-
ординатах (рис.  2), ген Nos2 можно включить 
во второй фактор. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, с  помощью факторного 

анализа получены три фактора, которые объе-
динили между собой гены-мишени, имеющие 
сильную корреляционную связь. Первый фак-
тор включает четыре гена: Cxcl12 (r  = 0.829, 
р < 0.05), Tweak (r = 0.841, р < 0.05), Notch1 (r = 
0.848, р < 0.05), Yap1 (r = 0.921, р < 0.05). Второй 
фактор описывает корреляции между генами 
Mmp-9  (r = 0.791, р < 0.05) и Notch2 (r = 0.836, 
р < 0.05). В третий фактор вошли гены Ang (r = 
0.748, р < 0.05) и Vegfa (r = 0.679, р < 0.05). Гены 
Nos2 и  Fn14 не  вошли ни  в  один из  факторов. 
Анализ генов, классифицированных по  уров-
ню экспрессии мРНК, позволяет предположить 
существование патогенетической взаимосвязи 
продуктов этих генов в  процессах фиброзных 
изменений печени токсической этиологии. Не-
сомненно, полученные результаты представля-
ют фундаментальный интерес для изучения па-
тогенетических механизмов развития фиброза 
и цирроза печени.

Работа выполнена в  рамках Государствен-
ной программы научных исследований “Фунда-
ментальные и прикладные науки – медицине” 
Министерства Здравоохранения Республики Бе-
ларусь, задание 2.89 “Изучить роль экспрессии 
генов NOTCH- и  TWEAK-сигнальных путей, 
участвующих в процессах пролиферации и диф-
ференцировки клеток печени в  норме и  при 
ее токсическом поражении” (регистрационный 
номер 20190107).
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Analysis of the Relationship between Cxcl12, Tweak, Notch1 and Yap1 mRNA 
Expression in the Molecular Mechanisms of Liver Fibrogenesis
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Currently, data on the molecular mechanisms of fibrosis and cirrhosis of the liver do not allow us to fully 
understand all the stages in  the development of  these pathological processes. It  is known that individual 
genes and signaling pathways do not function independently. Relations between them play a huge role in the 
implementation of their functions. Due to the complexity of studying this factor, information about their 
relationship is insufficient and often contradictory. In the present work, for the first time at different stages 
of thioacetamide-induced fibrosis in the liver of Wistar rats, mRNA expression of Notch1, Notch2, Yap1, 
Tweak (Tnfsf12), Fn14 (Tnfrsf12a), Ang, Vegfa, Cxcl12 (Sdf), Nos2, and Mmp-9 genes was studied in detail. 
Using factor analysis, three factors were obtained that combined highly correlated target genes with each 
other. The first factor includes four genes: Cxcl12 (r = 0.829, p < 0.05), Tweak (r = 0.841, p < 0.05), Notch1 
(r = 0.848, p < 0.05), Yap1 (r = 0.921, p < 0.05). The second factor describes the correlations between the 
Mmp-9 (r = 0.791, p < 0.05) and Notch2 (r = 0.836, p < 0.05) genes. The third factor included genes Ang (r = 
0.748, p < 0.05) and Vegfa (r = 0.679, p < 0.05). The Nos2 and Fn14 genes were not included in any of the 
factors. The selected genes classified on the basis of mRNA expression levels suggest that their products have 
a pathogenetic relationship in the processes of fibrotic changes in the liver of toxic etiology. Undoubtedly, 
the results obtained are of fundamental interest and require further expansion in the study of fibrosis and 
cirrhosis of the liver.

Keywords: rat, liver fibrosis, mRNA expression, factor analysis
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Мелатонин (N-ацетил-5-метокситриптамин) – гормон, синтезируемый шишковидной железой. Бла-
годаря онкостатическому действию мелатонин можно рассматривать как противоопухолевое средство 
и использовать в комбинированной терапии опухолей. ABT-737, ингибитор Bcl-2, способствует гибели 
клеток после обработки агентами, индуцирующими проапоптотические сигналы. В настоящей работе 
изучено совместное действие мелатонина и ABT-737 на изменение пролиферативной и митотической 
активности клеток, мембранного потенциала митохондрий, внутриклеточной продукции активных 
форм кислорода и цитозольного Са2+. Изучено также изменение экспрессии анти- и проапоптоти-
ческих белков (Bcl-2 и Bax), маркеров аутофагии (LC3A/B (I, II) и стресса эндоплазматического ре-
тикулума (шаперонов BIP и PDI, CHOP). Совместное действие мелатонина и ABT-737 приводило 
к повышению уровня цитозольного Са2+, внутриклеточной продукции активных форм кислорода 
и снижению мембранного потенциала митохондрий. Содержание Bcl-2 в этих условиях снижалось, 
в то время как уровень Bax повышался. Активация CHOP стимулировала аутофагию и приводила 
к снижению синтеза шаперонов BIP и PDI. Предполагается, что мелатонин способен усиливать дей-
ствие других химиотерапевтических агентов и может использоваться в терапии опухолей.

Ключевые слова: острый моноцитарный лейкоз, мелатонин, АВТ-737, аутофагия, ЭПР-стресс
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время онкологические заболе-

вания признаны глобальной проблемой совре-
менной медицины, которая не  имеет полно-
ценного решения. Острый миелоидный лейкоз 
(ОМЛ) ‒ гетерогенное злокачественное кло-
нальное заболевание кроветворной системы, ха-
рактеризующееся неконтролируемой пролифе-
рацией незрелых, аномальных бластных клеток 
и  нарушением продукции нормальных клеток 
крови [1]. Основой консервативного лечения 
данного заболевания является применение хи-
миотерапевтических ДНК-тропных препаратов 
(цитарабина (ЦИТ), доксорубицина и т.д.) [2]. 
В  случае острого промиелоцитарного лейкоза 
(вариант ОМЛ с  преобладанием аномальных 
промиелоцитов) в качестве дифференцирующей 
терапии используется транс-ретиноевая кислота 
(ATRA) [3]. Применяют также таргетную тера-

пию, направленную на различные компоненты 
внутриклеточных механизмов выживания опу-
холевых клеток. Один из препаратов таргетной 
терапии – АВТ-737 [4] – ингибитор BclXL, Bcl-
2 и Bclw, связывающийся с гидрофобной борозд-
кой и  предотвращающий секвестрацию проа-
поптотических белков, таких как BAD и Bim [5]. 

Эффективность терапии ОМЛ снижается 
с увеличением возраста пациента. Это связано 
в  первую очередь с  побочным (неспецифиче-
ским) действием традиционных химиотерапев-
тических препаратов, в  равной степени инду-
цирующих гибель как лейкозных бластов, так 
и здоровых клеток, прежде всего гемопоэтиче-
ских клеток костного мозга [6]. Чтобы устранить 
побочное действие химиопрепаратов и  повы-
сить эффективность терапии ОМЛ необходимо 
уменьшить дозы противоопухолевых агентов, 
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применяемых в клинике, и добавить эффектив-
ные препараты, не  обладающие собственной 
токсичностью, но повышающие эффективность 
низких доз основных противоопухолевых пре-
паратов.

Одним из перспективных препаратов, при-
меняемых в  терапии ОМЛ, является гормон 
шишковидной железы мелатонин (МЕЛ)  – 
N-ацетил-5-метокситриптамин, производное 
биогенного амина серотонина. Амфифильные 
свойства МЕЛ позволяют ему легко проникать 
через клеточную мембрану и  достигать любой 
клеточной структуры [7]. Исследования послед-
них лет показали, что МЕЛ обладает онкоста-
тической активностью в  отношении опухолей 
разного типа. Противоопухолевую активность 
МЕЛ наблюдали при раке кожи [8], желудоч-
но-кишечного тракта [9], молочной железы [10], 
а также при глиоме [11] и лейкозе [12]. Причем 
в  некоторых типах опухолевых клеток МЕЛ 
может не  только подавлять пролиферацию, 
но и модулировать проапоптотические сигналь-
ные пути [13]. МЕЛ действует синергично с дру-
гими химиотерапевтическими агентами, усили-
вая их воздействие на лейкозные клетки. Кроме 
того, он  способен супрессировать опухолевые 
клетки, не  проявляя при этом токсического 
действия [14]. Показано, что использование 
МЕЛ в нетоксической концентрации совместно 
с низкими дозами противоопухолевых препара-
тов может усиливать токсическое действие этих 
препаратов в  отношении клеток рака легкого 
[15], меланомы [16], плоскоклеточного рака го-
ловы и шеи (HNSCC) [17] и толстой кишки [18], 
что приводит к снижению их токсического дей-
ствия на здоровые клетки. 

Ранее мы изучали действие как одного МЕЛ, 
так и в комбинации со сниженными нетоксич-
ными концентрациями противоопухолевых пре-
паратов разных фармакологических групп, таких 
как ATRA, ЦИТ и  ABT-737, на  клетки MV4-
11 (модель ОМЛ) и клетки HL-60 (модель ОПЛ) 
[19–23]. Нами показано, что в  концентрации 
1 мМ МЕЛ повышал цитотоксическое действие 
таких препаратов, как ATRA, ЦИТ, АВТ-737, 
что приводило к снижению количества жизне-
способных клеток, а также к снижению их про-
лиферативной и  митотической активности. 
Стресс эндоплазматического ретикулума (ЭПР) 
считается основным процессом при различных 
патологических состояниях, т.е. его усиление 
подразумевает наличие той или иной патоло-
гии [24]. Мы  наблюдали, что МЕЛ совместно 
с  противоопухолевыми препаратами снижал 
содержание таких маркеров ЭПР-стресса, как 
иммуноглобулинсвязывающий белок BIP и про-
теиндисульфидизомераза (PDI). Это ослабляло 
защиту клеток ОМЛ от стресс-индуцированного 
апоптоза и приводило к активации такого про-

апоптотического фактора, как белок CHOP, го-
мологичный C/EBP. Известно, что ЭПР-стресс 
может запускать аутофагию, которая представля-
ет собой многоэтапный процесс самодеградации 
клеточных компонентов, в котором белки и ор-
ганеллы изолируются и модифицируются внутри 
аутофагосом – цитоплазматических двуслойных 
мембранных везикул, а затем переносятся в ли-
зосомы [25, 26]. Показано, что окислительный 
стресс является инициатором и основным фак-
тором как ЭПР-стресса, так и  аутофагии [27], 
хотя основные механизмы, ответственные за эти 
события, до сих пор неизвестны.

Нами изучено влияние МЕЛ и  ABT-737 
на  изменение пролиферативной активности, 
мембранного потенциала (ΔΨm), цитозольно-
го Ca2+, продукцию АФК, а  также изменения 
экспрессии маркеров ЭПР-стресса (BIP, PDI, 
CHOP) и аутофагии в клетках острого моноци-
тарного лейкоза (ОМоЛ) THP-1. ОМоЛ считает-
ся одной из разновидностей ОМЛ, при которой 
бластные клетки в костном мозге и крови в ос-
новном представлены предшественниками мо-
ноцитов. Клеточная линия THP-1, выделенная 
из периферической крови годовалого мальчика 
с ОМоЛ [28], является моделью ОМоЛ и широ-
ко используется при проведении исследований, 
при этом клетки этой линии находятся не толь-
ко в моноцитарном, но и в макрофагоподобном 
состоянии [29, 30]. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Клеточные культуры и  условия культивиро-

вания. Линия клеток THP-1  (TIB-202), проис-
ходящая из  клеток ОМоЛ человека, получена 
из коллекции клеточных культур ATCC (США). 
Клетки THP-1  культивировали в  среде RPMI 
1640/F12 (“Sigma-Aldrich”, США), содержащей 
100 мкг/мл  сульфата канамицина (“ПанЭко”, 
Россия) и 10% фетальной сыворотки крупного 
рогатого скота (“Gibco”, США) в CO2-инкуба-
торе (37°C, влажность 95% и 5% CO2).

Оценка цитотоксического действия иссле-
дуемых препаратов на  клетки ОМоЛ. Жиз-
неспособность клеток оценивали с  исполь-
зованием метода извлечения резазурина. 
Клетки (плотность 5 × 103 клеток/лунку) высе-
вали в 96-луночный планшет. Через 24 ч клет-
ки обрабатывали МЕЛ (“Sigma-Aldrich”, США) 
в  концентрации 1–10  000 мкМ и  ABT-737 
(“Thermo Fisher Scientific”, США) (от  0.001 
до  10  мкМ). Через 24  ч  после добавления ис-
следуемых веществ в  каждую лунку вносили 
резазурин (“Sigma-Aldrich”) в  конечной кон-
центрации 100 мкг/мл  и  инкубировали в  те-
чение 4 ч в СО2-инкубаторе. Флуоресцентный 
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МЕЛАТОНИН УСИЛИВАЕТ ДЕЙСТВИЕ АВТ-737
анализ проводили на  устройстве для считыва-
ния микропланшетов Infinite F200 (“Tecan”, 
Швейцария) при длине волны возбуждения 535 
нм и длине волны испускания 595 нм. Данные 
представлены в процентах от контроля (необра-
ботанные клетки).

Выделение моноцитов из  периферической 
крови человека. Моноциты получены из  мо-
нонуклеарной фракции периферической кро-
ви здоровых доноров с  использованием набо-
ра MojoSort Human Pan Monocyte Isolation Kit 
(“Biolegend”, США) в соответствии с рекомен-
дациями производителя. Моноциты культиви-
ровали в  среде RPMI/F12 с  добавлением 10% 
FBS, 40  мкг/мл  гентамицина в  96-луночном 
планшете в концентрации 5 ×103 кл/лунку в те-
чение 24  ч  в  СО2-инкубаторе (37°С, 5% СО2, 
влажность 95%).

Анализ митотической активности клеток 
ТНР-1. Для определения митотической актив-
ности клетки сначала инкубировали с  иссле-
дуемыми веществами в  течение 24  ч, а  затем 
центрифугировали (4  мин, 250 g), промывали 
фосфатно-солевым буфером (PBS) и фиксиро-
вали в 70%-ном этаноле в течение 30 мин при 
комнатной температуре. Затем клетки окраши-
вали бисбензимидом H33342 (“Sigma-Aldrich”). 
Митотические клетки подсчитывали, используя 
флуоресцентный микроскоп DM6000 (“Leica”, 
ФРГ). Митотический индекс рассчитывали 
по формуле МИ = (P + M + A + T)/N, где P + 
M + A + T – сумма всех клеток в фазе профазы, 
метафазы, анафазы и телофазы соответственно, 
а N – общее количество клеток.

Влияние исследуемых препаратов на  жизне-
способность клеток ОМоЛ. Пролиферативную 
активность и  гибель клеток определяли с  ис-
пользованием красителя трипанового сине-
го (“Sigma-Aldrich”). Культивируемые клетки 
центрифугировали в  течение 4  мин при 250 g, 
а затем промывали раствором PBS. Для оценки 
количества и жизнеспособности клеток исполь-
зовали 0.4%-ный  раствор трипанового синего. 
Опыты проводили не менее чем в 10 повторах.

Измерение внутриклеточной продукции актив-
ных форм кислорода (АФК). Продукцию АФК 
анализировали с использованием флуоресцент-
ного красителя 2’,7’-дихлордигидрофлуоресце-
индиацетата (DCFH-DA, Ex-485 нм/Em-530 нм, 
“Sigma-Aldrich”). Для анализа продукции АФК 
к клеткам (1 × 106 клеток/мл) добавляли 10 мкМ 
DCFH-DA, после чего инкубировали в СО2-ин-
кубаторе в  течение 10  мин. После этого клет-
ки однократно промывали в  PBS. В  качестве 
положительного контроля использовали H2O2 
(1 мкМ). Изменение окислительной активности 

определяли на проточном цитометре BD Accuri 
C6 (“Biosciences”).

Измерение мембранного потенциала мито-
хондрий в  клетках ТНР-1. Митохондриальный 
потенциал определяли с использованием флуо-
ресцентного красителя 3,3’-дигексилоксакарбо-
цианинйодида DiOC6(3) (“Sigma-Aldrich”) (Ex-
482 нм/Em-501 нм). К  суспензии клеток (106 
клеток/мл) добавляли 10 нМ DiOC6(3) и инку-
бировали в  СО2-инкубаторе в  течение 30  мин. 
Клетки однократно промывали в PBS. В каче-
стве положительного контроля использовали 
0.5%-ный  сапонин. Изменение мембранного 
потенциала оценивали с  использованием про-
точного цитометра BD Accuri C6 (“Biosciences”). 

Измерение содержания цитозольного Са2+ 
в  клетках ТНР-1. Изменение содержания ци-
тозольного Ca2+ определяли с  помощью флу-
оресцентного красителя Fluo-4  AM  (“Sigma-
Aldrich”) (Ex-494 нм/Em-516 нм). Для оценки 
изменения содержания цитозольного Ca2+ клет-
ки (106 клеток/мл) отмывали в PBS. К клеточ-
ной суспензии добавляли Fluo-4  AM  (2  мкМ) 
и  инкубировали в  СО2-инкубаторе в  течение 
30  мин. После окрашивания клетки дважды 
промывали PBS. Содержание Ca2+ в  цитозоле 
измеряли с  помощью проточного цитометра 
BD Accuri C6 (“Biosciences”).

Электрофорез и иммуноблот-анализ. К клет-
кам THP-1  добавляли выбранные количества 
МЕЛ (1000 мкМ) и ABT-737 (2 и 7 мкМ). Через 
24  ч  клетки дважды промывали ледяным PBS. 
Клетки центрифугировали при 1500 g в течение 
3  мин при комнатной температуре. Получен-
ный осадок солюбилизировали в  лизирующем 
буфере с  добавлением ингибиторов протеина-
зы/фосфатазы. После встряхивания на шейкере 
при 4°C в течение 2 ч образцы центрифугирова-
ли при 13 000 g в течение 10 мин. Концентрацию 
белка в супернатантах измеряли по методу Брэд-
форда. Полученные образцы растворяли в  бу-
фере для образцов Лэммли (“Bio-Rad”, США), 
нагревали до  95°C  в  течение 3  мин. Белки ли-
зата разделяли с помощью электрофореза в де-
натурирующих условиях (SDS) в 12.5%-ном по-
лиакриламидном геле. Затем белки переносили 
на нитроцеллюлозную мембрану (0.2 мкм) с по-
мощью Вестерн-блотинга (“Bio-Rad”). Мем-
брану блокировали в растворе Roti-block (“Carl 
Roth GmbH & Co.”, Германия) при комнатной 
температуре в  течение 1  ч, промывали водой 
и инкубировали с первичными антителами, как 
описано в инструкции. Моноклональные анти-
тела к  белку, гомологичному C/EBP (CHOP), 
к  LC3A/B-I/II  и  поликлональные антитела 
к PDI, белку BIP, получены от “Cell Signaling” 
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(CША). Моноклональные антитела к Bcl-2 по-
лучены из  “Santa Cruz Biotehnology” (США), 
моноклональные антитела к BAX были фирмы 
“Abcam” (Великобритания). Для нормирова-
ния использовали антитела к  анти-глицераль-
дегид-3-фосфат-дегидрогеназе (GAPDH, “Cell 
Signaling”). Белковые полосы визуализировали 
с  использованием системы обнаружения ECL 
(ChemiDoc Touch Imaging System, “Bio-Rad”).

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз проводили с использованием однофактор-
ного метода ANOVA и апостериорного анализа 
Стьюдента–Ньюмана–Кеулса. Различия счита-
ли статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Сначала мы  проверили цитотоксический 

эффект МЕЛ (рис. 1a) и химиотерапевтическо-
го препарата ABT-737 на  клетках THP-1, слу-
жащих моделью клеток ОМоЛ. Чтобы выявить 
цитотоксическое действие препаратов, клетки 
культивировали в течение 24 ч с МЕЛ в концен-
трации от 1 до 10 000 мкМ и ABT-737 – от 0.001 
до 10 мкМ (рис. 1). Из рис. 1а видно, что в низ-
ких концентрациях МЕЛ (до 100 мкМ) не ока-
зывал влияния на  жизнеспособность клеток 
THP-1. Однако в случае 1 мМ МЕЛ жизнеспо-
собность клеток уменьшалась на  15% относи-
тельно контроля, а с увеличением концентрации 
до 10 мМ снижалась почти на 100%. Аналогич-
ным образом мы подобрали нетоксичную кон-
центрацию ABT-737 (рис. 1б). Из рис. 1 видно, 
что ABT-737 в концентрации до 5 мкМ не влиял 
на жизнеспособность клеток THP-1, при увели-
чении концентрации до 10 мкМ жизнеспособ-
ность клеток снижалась на 20%.

Для оценки жизнеспособности клеток 
мы выбрали концентрации ABT-737 (2 и 7 мкМ) 

и МЕЛ (1 мМ). Поскольку токсичность химио-
терапевтических препаратов остается пробле-
мой при лечении рака, мы использовали низкую 
концентрацию ABT-737 в  сочетании с  неток-
сичной концентрацией МЕЛ.

Далее мы оценили влияние ABT-737 и МЕЛ 
на пролиферативную активность и гибель клеток 
(рис. 2а). Мы наблюдали, что ABT-737 (7 мкМ) 
снижал на  20% число жизнеспособных клеток 
по  сравнению с  контролем (столбец 2  vs. 1). 
В присутствии ABT-737 (7 мкМ) количество по-
гибших клеток увеличивалось в 10 раз по срав-
нению с контролем (столбцы 2 vs. 1). Действие 
ABT-737 (2  мкМ) на  жизнеспособные клетки 
и число погибших клеток оставались в пределах 
контрольных значений (столбец 3 vs. 1). Добав-
ление МЕЛ (1 мМ) приводило к снижению чис-
ла жизнеспособных клеток на 35% относительно 
контроля, при этом количество погибших кле-
ток не изменялось (столбец 4 vs. 1). Совместное 
действие МЕЛ и  ABT-737 в  сниженной кон-
центрации уменьшало количество жизнеспо-
собных клеток примерно в 2 раза по сравнению 
с контролем и на 50% по сравнению с ABT-737. 
Количество погибших клеток ТНР-1 при ком-
бинированном действии МЕЛ с ABT-737 увели-
чилось в 12 раз относительно контроля (столбец 
5 vs. 1) и в 10 раз по сравнению только с ABT-
737 (столбец 5 vs. 3). 

Известно, что МЕЛ способен снижать про-
лиферацию опухолевых клеток, например кле-
ток рака молочной железы человека MCF-
7 и гипофиза GH3 [31, 32], поэтому снижение 
числа жизнеспособных клеток в  присутствии 
МЕЛ и  при совместном применении МЕЛ 
и АВТ-737 в низкой концентрации может быть 
связано со снижением их митотической актив-
ности. На следующем этапе мы оценили влия-
ние ABT-737 и  МЕЛ на  изменение митотиче-
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Рис. 1. Концентрационная зависимость цитотоксических эффектов МЕЛ (а) и  ABT-737 (б) в  клетках ТНР-1. 
Долю жизнеспособных клеток определяли через 24 ч после добавления веществ по интенсивности восстановления 
резазурина. Клетки высевали в  96-луночный планшет с  плотностью 5  × 103 клеток на  лунку и  обрабатывали 
веществами в разных концентрациях. Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение (n = 6).
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Рис. 2. Жизнеспособность и митотическая активность клеток ТНР-1 после 24 ч инкубации с МЕЛ и АВТ-737. 
а – Изменение пролиферации. б – Изменение митотического индекса в присутствии МЕЛ и ЦИТ. Количество 
жизнеспособных клеток интактной культуры (контроль, без обработки препаратами) принимали равным 100%. 
Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение (n = 6). *р < 0.05 – значимое изменение по сравнению 
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Рис. 3. Влияние МЕЛ на  жизнеспособность 
моноцитов человека. Клетки инкубировали с МЕЛ 
в течение 24 ч. Количество живых клеток в интактной 
культуре (контроль, без обработки препаратами) 
принимали за  100%. Данные представлены как 
среднее ± стандартное отклонение (n = 6).

ского индекса (МИ) клеток THP-1  (рис.  2б). 
ABT-737 (7  мкМ) уменьшал МИ  клеток THP-
1 на 50% (столбец 2 vs. 1). ABT-737 в сниженной 
концентрации не влиял на МИ (столбец 3 vs. 1), 
тогда как MEЛ снижал МИ на 30% по сравне-
нию с контролем (столбец 4 vs. 1). При совмест-
ном действии ABT-737 и МЕЛ МИ уменьшал-
ся в 2 раза по сравнению с контролем (столбец 
5 vs. 1) и на 60% по сравнению с одним ABT-737 
(2 мкМ) (столбец 5 vs. 3). Полученные результа-
ты позволяют предположить, что MEЛ способен 
усиливать цитотоксическое действие ABT-737.

Известно, что MEЛ не  проявляет токсич-
ности в  здоровых клетках человека и  спосо-
бен повышать жизнеспособность нейтрофилов 
и  лимфоцитов в  присутствии 500 мкМ Н2О2 
[33], поэтому мы  исследовали влияние только 
MEЛ и МЕЛ в комбинации с ABT-737 на жиз-
неспособность здоровых клеток человека – мо-
ноцитов (рис. 3). Из рис. 3 видно, что ни MEЛ, 
ни комбинация МЕЛ с АВТ-737 в низкой кон-
центрации, добавляемые к моноцитам, не при-
водили к изменению жизнеспособности клеток, 
что говорит об  отсутствии цитотоксического 
действия как MEЛ, так и  МЕЛ в  комбинации 
с АВТ-737 на здоровые клетки.

Известно, что повышение проницаемости 
наружной мембраны митохондрий приводит 
к  индукции апоптоза, и  существенную роль 
в этом играют белки семейства Bcl-2, которые, 
связываясь с  Bах/Bak, поддерживают целост-
ность митохондриальной мембраны и  предот-
вращают апоптоз [34]. В  опухолевых клетках 
нарушена регуляция белков семейства Bcl-2, 
повышенное содержание этих белков приво-
дит к тому, что клетки становятся устойчивыми 
к  апоптозу [34]. Более того, ABT-737 способ-
ствует гибели клеток после обработки агентами, 
индуцирующими проапоптотические сигналы 

[5]. В  настоящем исследовании мы  провери-
ли содержание Bcl-2  и  Bax в  условиях нашего 
эксперимента (рис.  4). На  рис.  4а  приведены 
Вестерн-блоты, окрашенные антителами к Bcl-
2  и  Bax. GAPDH использовали для контроля 
белковой нагрузки. На рис. 4б, в показаны ко-
личественные изменения в содержании белков, 
представленные как соотношение оптической 
плотности белков и  GAPDH. Под действием 
АВТ-737 (7 мкМ) содержание Bcl-2 увеличива-
лось на 38%, а Bax снижалось на 60% по срав-
нению с контролем (столбец 2 vs. 1), тогда как 
АВТ-737 в концентрации 2 мкМ снижал уровень 
Bcl-2 и Bax на 55 и 65% соответственно (стол-
бец 3 vs. 1). МЕЛ снижал уровень Bcl-2 на 84% 
и повышал уровень Bax в 3.5 раза (столбец 4 vs. 
1). Совместное воздействие МЕЛ и  АВТ-737 
(2  мкМ) приводило к  снижению содержания 
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Рис. 4. Влияние МЕЛ и его комбинации с АВТ-737 на содержание белков Bcl-2 и Bax в клетках ТНР-1. Клетки 
инкубировали с  препаратами в  течение 24  ч. а  – Иммуноокрашивание антителами к  Bcl-2  и  Bax. GAPDH 
использовали в качестве контроля белковой нагрузки. б – Диаграмма соотношения Bcl-2/GAPDH. в – Диаграмма 
соотношения Bax/GAPDH. В  качестве контроля использовали уровень белка в  клеточном лизате без добавок 
(100%). Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение (n = 4). *p < 0.05 – Значимое изменение 
по сравнению с контролем, #р < 0.05 – значимое изменение по сравнению с АВТ-737.

Bcl-2  на  95% и  к  повышению содержания Bax 
в  3.5  раза (столбец 5  vs. 1). Комбинация МЕЛ 
и  АВТ-737 (2  мкМ) снижала содержание Bcl-
2  на  55% (по  сравнению с  действием одного 
МЕЛ), но содержание Bax не изменялось (стол-
бец 5 vs. 4).

Изменение проницаемости внутренней 
мембраны митохондрий может приводить 
к формированию поры неспецифической про-
ницаемости (мРТР) cо снижением мембранно-
го потенциала, увеличением продукции АФК 
и выходу Ca2+ в цитозоль [35]. По этой причине 
мы изучили влияние МЕЛ и ABT-737 на изме-
нение содержания цитозольного Ca2+ (рис. 5), 
а поскольку в освобождении Ca2+ участвует бе-
лок CHOP, гомологичный C/EBP, мы оценили 
также изменение содержания CHOP в клетках. 
При добавлении ABT-737 (7  мкМ) к  клеткам 
THP-1 содержание цитозольного Са2+ (рис. 5а) 
в  них увеличивалось на  20% (столбец 2  vs. 1). 
Мы не заметили каких-либо изменений в клет-
ках THP-1  в  присутствии ABT-737 (2  мкМ) 
(столбец 3 vs. 1), обработка клеток МЕЛ также 
не привела к значимому эффекту (столбец 4 vs. 

1). Однако при совместном добавлении ABT-737 
(2 мкМ) и МЕЛ содержание цитозольного Са2+ 
в  клетках повышалось на  12% по  сравнению 
с контролем (столбец 5 vs. 1) и на 15% относи-
тельно одного МЕЛ (столбец 5 vs. 4). В присут-
ствии ABT-737 (7 и 2 мкМ) содержание СНОР 
в  клетках THP-1  снижалось на  40% (столбцы 
2  и  3  vs. 1), тогда как МЕЛ повышал уровень 
CHOP на 45% относительно контроля (столбец 
4 vs. 1). Совместное действие ABT-737 (2 мкМ) 
с  МЕЛ приводило к  увеличению содержания 
CHOP на 50% относительно контроля (столбец 
5 vs. 1) и в 2 раза по сравнению с одним только 
ABT-737 (столбец 5 vs. 3).

Ранее на клетках HL-60, служащих моделью 
ОПЛ, мы  показали, что МЕЛ в  комбинации 
с ABT-737 в сниженной концентрации вызывает 
деполяризацию митохондриальной мембраны, 
увеличивая падение мембранного потенциала, 
что приводит к  повышению продукции АФК 
с последующим усилением аутофагии [21]. В на-
стоящей работе нами изучено изменение ΔΨm, 
продукции АФК и содержания таких маркеров 
аутофагии, как LC3A/B – I (16 кДа) и LC3A/B – 
II  (14  кДа) в  присутствии АВТ-737 и  МЕЛ 
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в  клетках ТНР-1, служащих моделью ОМоЛ 
(рис.  6). В  качестве положительного контроля 
использовали 0.5%-ный сапонин. Из рис. 6 вид-
но, что АВТ-737 (7 и 2 мкМ) не изменял ΔΨm 
по сравнению с контролем (столбцы 3 и 4 vs. 1). 
Добавление МЕЛ к  клеткам приводило к  сни-
жению ΔΨm на 45% (столбец 5 vs. 1). Совмест-
ное действие МЕЛ и АВТ-737 приводило к сни-
жению ΔΨm на  47% относительно контроля 
(столбец 6 vs. 1) и на столько же относительно 
ABT-737 (столбец 6 vs. 4). На рис. 6б показано 
изменение продукции АФК в наших условиях. 
Н2О2 (1 мкМ) использовали в качестве положи-
тельного контроля. АВТ-737 (7 и 2 мкМ) не вли-
ял на уровень АФК по сравнению с контролем 
(столбцы 3 и 4 vs. 1). Добавление МЕЛ приводи-
ло к повышению продукции АФК в 7 раз (стол-
бец 5 vs. 1), тогда как при совместном примене-
нии МЕЛ и АВТ-737 (2 мкМ) продукция АФК 
возрастала в  9  раз по  сравнению с  контролем 
(столбец 6 vs. 1) и в 6 раз по сравнению с АВТ-
737 (столбец 6 vs. 4). 

Аутофагия представляет собой многоэтап-
ный процесс самодеградации клеточных ком-
понентов, при котором белки и  органеллы 
секвестрируются и  модифицируются внутри 
аутофагосом, а  затем переносятся в  лизосомы 
[25]. МЕЛ может регулировать аутофагию, мо-

дулируя ее  активность, улучшая пути проте-
олиза либо предотвращая митохондриальную 
дисфункцию из-за  снижения окислительного 
стресса, либо повышая эффективность ЭПР, 
что приводит к  снижению количества непра-
вильно свернутых белков [36]. Нами изучено из-
менение уровней LC3A/B (I, II) в клетках THP-
1. GAPDH использовали в  качестве контроля 
белковой нагрузки. На рис. 6в (в верхней части) 
показан Вестерн-блот, окрашенный антителами 
LC3A/B  (I, II). В  нижней части рис.  6в  пред-
ставлены данные количественного изменения 
в  содержании белков и  соотношение белков 
к GAPDH. В присутствии АВТ-737 (7 и 2 мкМ) 
содержание LC3A/B-I в клетках THP-1 в обоих 
случаях снижалось на 70%, в то время как экс-
прессия LC3A/B-II возрастала на 10 и 20% соот-
ветственно (столбцы 2 и 3 vs. 1). MЕЛ повышал 
уровень LC3A/B-I и LC3A/B-II на 70 и 50% со-
ответственно, по сравнению с контролем (стол-
бец 4  vs. 1). Совместное воздействие АВТ-737 
(2 мкМ) и MEЛ приводило к увеличению содер-
жания LC3A/B-I и LC3A/B-II в 2 раза и на 85% 
соответственно, относительно контроля (стол-
бец 5 vs. 1). Обработка MEЛ и ABT-737 увели-
чивала содержание LC3A/B-I в 5 раз, а LC3A/B-
II на 40% по сравнению с одним только ABT-737 
(столбец 5 vs. 3).
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Рис. 6. Влияние МЕЛ и АВТ-737 на изменение ΔΨм, внутриклеточной продукции АФК и маркеров аутофагии 
(LC3A/B-I/II) в  клетках ТНР-1. Клетки инкубировали с  препаратами в  течение 24  ч. а  – Изменение ΔΨм 
в клетках ТНР-1. б – Изменение внутриклеточной продукции АФК; данные представлены как среднее значение 
± стандартное отклонение (n = 6). в – Иммуноокрашивание антителами к LC3A/B-I/II, GAPDH использовали 
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(n  = 4). *p  < 0.05  – значимое изменение по  сравнению с  соответствующим контролем, #р  < 0.05  – значимое 
изменение по сравнению с АВТ-737.

Поскольку ЭПР участвует в таких клеточных 
функциях, как кальциевый гомеостаз, синтез 
белков или фосфолипидов, а ЭПР-стресс спосо-
бен инициировать аутофагию [37, 38], мы про-
верили изменение содержания белков BIP и PDI 
в наших экспериментальных условиях (рис. 7). 
В верхней части рис. 7 приведены Вестерн-бло-
ты, окрашенные антителами, в нижней части – 
количественное изменение содержания белков, 
измеренное по соотношению оптической плот-
ности белков и  GAPDH. Из  рис.  7  видно, что 
уровни BIP и PDI не изменялись при добавле-
нии ABT-737 (7 мкМ) (столбец 2 vs. 1), в то вре-
мя как ABT-737 в концентрации 2 мкМ увели-
чивал содержание BIP в  2  раза, а  PDI на  25% 
(столбец 3  vs. 1). МЕЛ снижал содержание 
BIP и  PDI на  35  и  50% соответственно (стол-
бец 4 vs. 1). Совместное действие МЕЛ с АВТ-
737 (2  мкМ) приводило к  снижению уровней 

BIP и PDI на 20 и 50% относительно контроля 
(столбец 5 vs. 1) и на 70% для BIP и 60% для PDI 
по сравнению с ABT-737 (столбец 5 vs. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Взаимосвязь между МЕЛ и  онкологиче-

скими заболеваниями изучают в  течение по-
следних 80 лет. Противоопухолевая активность 
этого гормона подтверждается результатами 
многочисленных исследований. Так, показа-
ны антипролиферативные, антимиграционные 
и  проапоптотические эффекты МЕЛ в  сочета-
нии с  5-фторурацилом в  клетках рака толстой 
кишки (линии SW620 и  LOVO) [18]. МЕЛ ин-
гибировал также пролиферацию опухолевых 
стволовых клеток, выделенных из  клеток CSC 
рака яичников [39], подавлял рост клеток MDA-
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белка в  клеточном лизате без каких-либо добавок 
служил контролем (100%). Данные представлены 
как среднее ± стандартное отклонение (n  = 4). 
*p  < 0.05  – значимое изменение по  сравнению 
с  контролем, #р  < 0.05  – значимое изменение 
по сравнению с АВТ-737.

MB-231 рака молочной железы как in vitro, так 
и  in  vivo [40], а  также пролиферацию клеток 
MG-63  остеосаркомы человека [41]. Согласно 
полученным нами результатам, МЕЛ подавлял 
пролиферативную и митотическую активность 
клеток ТНР-1 ОМоЛ. Следует отметить, что эф-
фект подавления усиливался при применении 
комбинации МЕЛ и ABT-737 в сниженной кон-
центрации. 

Противоопухолевое действие МЕЛ, как по-
казано в ряде работ, имеет дозозависимый эф-
фект. Для лечения различных типов рака необ-
ходимы относительно высокие концентрации 
МЕЛ как in  vitro (0.1–10.0  мМ), так и  in  vivo 
(5–200 мг/кг) [7, 42, 43]. Высокие дозы МЕЛ 
требуются для достижения фармакологическо-

го эффекта. Нами показано, что использова-
ние МЕЛ в достаточно высокой концентрации 
не приводило к изменению жизнеспособности 
моноцитов (рис. 3).

Известно, что, когда ЭПР-стресс становит-
ся необратимым и  нормальная функция ЭПР 
не  может быть восстановлена, инициируется 
апоптоз, который в  итоге приводит к  гибели 
клетки. Апоптоз, вызванный ЭПР-стрессом, 
включает экспрессию/активацию проапопто-
тических молекул, в том числе CHOP, который 
регулирует про- и  антиапоптотические белки, 
такие как белки семейства Bcl-2  (BclxL, Bclw 
и Mcl-1) и BAK, Bах [44, 45]. Мы исследовали 
изменение содержания апоптотических бел-
ков Bcl-2  и  Bах и  наблюдали, что и  сам МЕЛ, 
и МЕЛ совместно с АВТ-737 снижали экспрес-
сию Bcl-2 и повышали содержание Bах (рис. 4). 
Кроме того, мы наблюдали повышение уровня 
CHOP в  присутствии одного МЕЛ или МЕЛ 
в  комбинации с  АВТ-737 (рис.  5б). Предпола-
гается, что и  сам МЕЛ, и  МЕЛ в  комбинации 
с АВТ-737 в низкой концентрации активируют 
CHOP-опосредованный сигнальный каскад, что 
приводит к изменению содержания апоптотиче-
ских белков Bax и Bcl-2. Полученные результаты 
соответствуют данным, согласно которым МЕЛ 
инициирует апоптоз за счет усиления активно-
сти каспаз-3, -8 и -9, изменения соотношения 
Bax/Bcl-2, расщепления PARP и повышения со-
держания белков цитохрома с, p53 и Fas-L при 
гепатоцеллюлярной карциноме, причем этот 
эффект опосредован повышением ЭПР-стресса, 
характеризующегося повышенной регуляцией 
ATF6 и CHOP [46].

Известно, что апоптоз, вызванный ЭПР-
стрессом, включает активацию рецептора ино-
зитол-1,4,5-трифосфата (IP3R) и  высвобожде-
ние Са2+ через оксидоредуктин-1α  (ERO1-α), 
индуцированный CHOP [47]. Кроме того, 
на  изменение концентрации Са2+ в  цитозоле 
активно реагируют различные органеллы клет-
ки, в  первую очередь митохондрии [48]. МЕЛ 
и его совместное применение с АВТ-737 повы-
шали содержание цитозольного Са2+ (рис. 5а). 
Поступление сверхпорогового Са2+ в митохон-
дриальный матрикс может привести к падению 
мембранного потенциала митохондрий и  раз-
витию окислительного стресса [49, 50]. Более 
того, накопление Са2+ в  митохондриях может 
сопровождаться повышением продукции АФК 
[51, 52]. Мы наблюдали, что применение МЕЛ 
и МЕЛ + ABT-737 приводило к снижению мем-
бранного потенциала и повышению внутрикле-
точной продукции АФК (рис. 6а, б). Накоплен-
ные данные показывают, что ЭПР-стресс может 
запускать аутофагию [26]. Кроме того, извест-
но, что аутофагия может участвовать в  гибели 
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клеток под влиянием различных стимулов или 
стресса [53], а  МЕЛ может принимать участие 
в  регуляции аутофагии [36], тогда как CHOP 
является прямым регулятором многочисленных 
генов, участвующих в процессе аутофагии [54, 
55]. В настоящем исследовании нами показано 
повышение экспрессии маркеров аутофагии под 
действием МЕЛ и комбинации МЕЛ + ABT-737 
(рис. 6в).

Во  многих видах опухолей содержание 
BIP повышается, защищая опухолевые клет-
ки от  стресс-индуцированного апоптоза [56], 
а увеличенная экспрессия PDI активно участву-
ет в пролиферации, выживании и метастазиро-
вании некоторых типов опухолевых клеток [57]. 
При этом ЭПР-стресс активирует сигнальный 
путь, индуцирующий транскрипционный фак-
тор CHOP, связанный с  апоптозом, который 
активируется в  сигнальном пути PERK-ATF4-
CHOP [58]. Полученные нами результаты по-
зволяют предположить, что как сам МЕЛ, так 
и совместно с ABT-737 в низких дозах вызывают 
ЭПР-зависимый стресс в  клетках ОМоЛ и  за-
пускают сигнальный путь активации проапоп-
тотического фактора CHOP, при этом уровни 
шаперонов BIP и PDI снижаются (рис. 7), что 
способствует ослаблению защиты клеток ОМоЛ 
от стресс-индуцированного апоптоза.

Предполагается, что механизм действия 
МЕЛ связан с  CHOP-опосредованным повы-
шением уровня цитозольного Са2+, который 
приводит к снижению мембранного потенциала 
митохондрий и  повышению внутриклеточной 
продукции АФК, а активация CHOP стимули-
рует при этом аутофагию. Эти результаты согла-
суются с  данными о  связи CHOP с  апоптозом 
посредством модуляции соотношения проапоп-
тотических и антиапоптотических белков и его 
участии в высвобождении Ca2+ из ЭПР [47, 59]. 
Действие МЕЛ и  его совместное применение 
с  ABT-737 приводит к  снижению содержания 
Bcl-2  и  увеличению Bax, что, в  свою очередь, 
предполагает запуск апоптотического каскада. 
В  этих условиях активация CHOP модулиру-
ет аутофагию, повышая содержание маркеров 
LC3A/B-I, II, в  то  время как снижение содер-
жания шаперонов BIP и PDI “снимает” защи-
ту клеток ТНР-1 от индукции апоптоза. Исходя 
из рассмотренных данных и результатов, полу-
ченных ранее на клетках HL-60 и MV4-11, мож-
но заключить, что совместное использование 
МЕЛ со сниженными дозами химиотерапевти-
ческих препаратов представляется перспектив-
ным в терапии лейкозов.

Работа выполнена в рамках госзадания Ин-
ститута теоретической и  экспериментальной 
биофизики РАН (№ 075-01025-23-00).

Все процедуры, выполненные в  исследо-
вании с участием людей, соответствуют этиче-
скими стандартам институционального и/или 
национального комитета по исследовательской 
этике и  Хельсинкской декларации 1964 года 
и  ее  последующим изменениям или сопоста-
вимым нормам этики. Процедуры также были 
одобрены комитетом по  этике Института тео-
ретической и  экспериментальной биофизики 
РАН, протокол №  13/2023 от  8  февраля 2023 
года. От каждого из включенных в исследование 
участников получено информированное добро-
вольное согласие.

Авторы сообщают об отсутствии конфликта 
интересов.
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Melatonin Enhances the Effect of ABT-737 in Acute Monocytic  
Leukemia THP-1 Cells

A. I. Lomovsky1, Yu. L. Baburina1, R. S. Fadeev1, M. I. Kobyakova1, 2,  
Ya. V. Lomovskaya1, R. R. Krestinin1, L. D. Sotnikova1, and O. V. Krestinina1, *
1 Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

2 Research Institute of Clinical and Experimental Lymphology – Branch of Institute of Cytology and Genetics, Siberian 
Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630117 Russia

*e-mail: ovkres@mail.ru

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine, MEL) is a hormone synthesized by the pineal gland. Due to its 
oncostatic effect, it can be considered as an antitumor agent and used for combination therapy. ABT-737, 
a Bcl-2 inhibitor, promotes cell death after treatment with agents that induce pro-apoptotic signals. In the 
present study, the combined effect of MEL and ABT-737 on changes in proliferative and mitotic activity, 
mitochondrial membrane potential, intracellular production of reactive oxygen species (ROS) and cytosolic 
Ca2+ was studied. Moreover, changes in the expression of anti- and pro-apoptotic proteins (Bcl-2 and Bax), 
autophagy markers (LC3A/B (I, II)), endoplasmic reticulum stress markers (chaperones BIP and PDI, 
CHOP) were studied under these conditions. The effect of MEL together with ABT-737 led to an increase 
in the level of cytosolic Ca2+, intracellular production of ROS, and a decrease in the membrane potential 
of mitochondria. Under these conditions, the content of Bcl-2 increased, while the level of Bax decreased. 
The activation of CHOP stimulated autophagy and led to a decrease in  the expression of BIP and PDI 
chaperones. These results suggest that MEL is able to enhance the effects of other chemotherapeutic agents 
and can be used in strategies in the treatment of cancer.

Keywords: acute monocytic leukemia, THP-1, melatonin (MEL), ABT-737, autophagy, ER-stress
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Гаммагерпесвирус-68 мыши (murine gammaherpesvirus 68, MHV68) латентно инфицирует главным 
образом В-клетки и вызывает у лабораторных мышей лимфому, напоминающую по симптомати-
ке гаммагерпесвирусные заболевания человека. Для изучения молекулярного механизма вирусной 
инфекции и того, как вирусные детерминанты контролируют клетку и в итоге вызывают онкогенез, 
необходимы легкодоступные латентно инфицированные клеточные линии. Для in vitro исследова-
ний латентности MHV68, как и других гаммагерпесвирусов, доступны только две системы куль-
тивирования: созревающие В-клетки и макрофаги. В связи с этим актуальна задача расширения 
репертуара клеточных линий, латентно инфицированных MHV68. В проведенном исследовании 
получено несколько клонов линий незрелых В-клеток и макрофагоподобных клеток с латентным 
фенотипом. Устойчивый к гигромицину рекомбинантный вирус MHV68 был выделен из лабора-
торной линии латентно инфицированных клеток HE2.1 и размножен под селекцией гигромици-
на для получения стабильных клеточных линий, несущих вирусный геном. В субклонах этих кле-
точных линий анализировали экспрессию вирусных микроРНК с помощью количественной ПЦР 
TaqMan и оценивали экспрессию литического вирусного транскрипта M3. Клеточные линии со-
храняли вирусный геном в виде эписомы, что показано с помощью ПЦР-анализа с расщеплени-
ем-циркуляризацией. Несмотря на то что полученные латентно инфицированные клеточные линии 
экспрессировали вирусные микроРНК на уровнях, не превышающих таковые в родительской кле-
точной линии, их можно рассматривать как альтернативный инструмент для изучения механизмов 
латенции и идентификации мишеней микроРНК.

Ключевые слова: MHV68, мышиный гаммагерпесвирус 68, латентная стадия, клеточная линия, ви-
русные микроРНК, ПЦР с расщеплением-циркуляризацией
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Latent Macrophage and Immature B Cell Lines Generated with  
Hygromycin-Resistant Murine Gammaherpesvirus 68 Genome Expresses 

Modest Levels of Viral miRNAs
M. Kara1, 2, *
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Murine gammaherpesvirus 68 (MHV68) establishes latency mainly in B cells and causes lymphomas remi-
niscent of human gammaherpesvirus diseases in laboratory mice. To study the molecular mechanism of virus 
infection and how the viral determinants control cell and eventually cause tumorigenesis, readily available 
latently infected cell lines are essential. For in vitro MHV68 latency studies, only two cell culture systems 
have been available. Gammaherpesviruses are known to infect developing B cells and macrophages, therefore 
we aimed to expand the MHV68 latently infected cell line repertoire. Here, several latently infected immature 
B cell and macrophage-like cell line clones were generated. Hygromycin-resistant recombinant MHV68 was 
isolated from a laboratory-made latent cell line, HE2.1, and propagated to develop stable cell lines that carry 
the viral genome under hygromycin selection. Subclones of these cells lines were analyzed for viral miRNA 
expression by TaqMan qPCR and assessed for expression of a lytic viral transcript M3. The cell lines maintain 
the viral genome as an episome shown by the digestion-circularization PCR assay. Latently infected cell lines 
generated here do not express viral miRNAs higher than the parental cell line. However, these cell lines may 
provide an alternative tool to study latency mechanisms and miRNA target identification studies.

Keywords: MHV68, gammaherpesvirus latency, latent cell line, murine gammaherpesvirus miRNA, diges-
tion-circularization PCR
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РАЗРАБОТКА ВЫСОКОСПЕЦИФИЧНЫХ И ЭФФЕКТИВНЫХ 
ВАРИАНТОВ ЭНДОНУКЛЕАЗЫ SpCas9 НА ОСНОВЕ HH-ТЕОРИИ#
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Эндонуклеаза Cas9 Streptococcus pyogenes (SpCas9) ‒ самый популярный инструмент редактирования 
генов, но нецелевой мутагенез, сопровождающий ее действие, представляет серьезное ограничение. 
Ранее нами предложена HH-теория, в которой утверждается, что индуцированное экструзией гиб
рида sgRNA/DNA (hibrid) усиление гидрофобных взаимодействий (hydrophobic interaction) между 
гибридом и REC3/HNH является ключевым фактором инициации расщепления. Теперь на основе 
HH-теории проанализировано взаимодействие домена REC3 с гибридом и получено 8 мутантных 
сайтов. Мы сконструировали 8 вариантов SpCas9 (V1‒V8), использовали цифровую капельную ПЦР 
для оценки SpCas9-индуцированных инделей ДНК в клетках человека и разработали высокоточные 
варианты эндонуклеазы. Таким образом, HH-теория может быть использована для дальнейшей оп-
тимизации систем редактирования генома, опосредованных SpCas9, а полученные варианты V3, V6, 
V7 и V8 SpCas9 можно рассматривать как перспективный инструмент для приложений, требующих 
высокоточного редактирования генома.

Ключевые слова: SpCas9, HH-теория, варианты, внецелевое расщепление, эффективность расще-
пления, оптимизация
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Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9) is the most popular tool in gene editing; however, off-target mutagen-
esis is one of the biggest impediments in its application. In our previous study, we proposed the HH theory, 
which states that sgRNA/DNA hybrid (hybrid) extrusion-induced enhancement of hydrophobic interactions 
between the hybrid and REC3/HNH is a key factor in cleavage initiation. Based on the HH theory, we ana-
lyzed the interactions between the REC3 domain and hybrid and obtained 8 mutant sites. We designed 
8 SpCas9 variants (V1–V8), used digital droplet PCR to assess SpCas9-induced DNA indels in human cells, 
and developed high-fidelity variants. Thus, the HH theory may be employed to further optimize SpCas9-me-
diated genome editing systems, and the resultant V3, V6, V7, and V8 SpCas9 variants may be valuable for 
applications requiring high-precision genome editing.
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Системы CRISPR/Cas являются перспективными молекулярными инструментами для направлен-
ных манипуляций с генетическим материалом, включая редактирование генома, регуляцию транс-
крипции генов, модификацию эпигенома. Несмотря на высокую эффективность и возможность 
использования систем CRISPR/Cas при различных наследственных, инфекционных и онкологи-
ческих заболеваниях, отсутствие эффективных методов упаковки и доставки этих систем in vivo 
препятствует их внедрению в клиническую практику. Современные платформы для доставки ге-
нетических конструкций на  основе синтетических наночастиц органической и  неорганической 
природы имеют ряд ограничений, а именно низкую эффективность упаковки, иммуногенность, 
токсичность, отсутствие тропности, сложный и дорогой процесс производства. Экзосомы, секре-
тируемые клетками эукариот, представляют собой биологические наночастицы, которые обладают 
высочайшей биосовместимостью, физико-химической стабильностью и способностью преодоле-
вать биологические барьеры. Безопасность использования экзосом подтверждена в многочислен-
ных клинических исследованиях. В последние годы экзосомы рассматриваются как перспективные 
носители для доставки систем CRISPR/Cas in vivo. В представленной работе на различных линиях 
клеток определена эффективность стохастической упаковки систем CRISPR/Cas в экзосомы. По-
казано, что белок Cas9 локализуется в компартменте биогенеза экзосом, однако стохастическая 
упаковка Cas9 в экзосомы обеспечивает попадание белка Cas9 всего в ~1% целевых клеток. Низкая 
эффективность стохастической упаковки белка Cas9 не позволяет использовать этот метод в ге-
нетическом редактировании. Следовательно, необходимы новые методы и  технологии загрузки 
CRISPR/Cas-систем в экзосомы.

Ключевые слова: наночастицы, CRISPR/Cas, внеклеточные везикулы, экзосомы, доставка
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ВВЕДЕНИЕ
CRISPR/Cas (Сlustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated 
protein) – известный молекулярный инструмент, 

созданный на основе систем противовирусного 
иммунитета бактерий и архей [1, 2]. С 2013 года 
системы CRISPR/Cas были адаптированы для 
модификации ДНК и  РНК в  клетках эукари-
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от и манипуляций с генетическим материалом 
млекопитающих [3]. Описаны сотни различных 
систем CRISPR/Cas, а  изучение генома раз-
личных микроорганизмов ежегодно приводит 
к открытию и описанию десятков новых систем 
CRISPR/Cas. 

В простейшем случае основными компонен-
тами систем CRISPR/Cas являются Cas-белок 
и  РНК-проводник. Классические системы ну-
клеаз CRISPR/Cas вносят двухцепочечные раз-
рывы в  ДНК, которые могут репарироваться 
с  образованием мутаций, в  основном по  типу 
делеций и  вставок нуклеотидов [2]. Одни 
из  первых систем CRISPR/Cas, адаптирован-
ных к направленному редактированию генома, 
были выделены из  бактерий Streptococcus pyo-
genes. Описаны многочисленные ортологичные 
варианты CRISPR/Cas из  таких организмов, 
как Staphylococcus aureus, S. thermophilus¸ Neisse-
ria meningitidis, Francisella novicida, Campylobacter 
jejuni и  др. [4]. Ортологичные системы разли-
чаются молекулярной массой Cas-белков (ми-
нимальную массу имеет Cas-белок C. jejuni  – 
114.91  кДа), а  также спектром потенциальных 
мишеней и  специфичностью действия. С  по-
мощью генной инженерии на основе CRISPR/
Cas созданы многочисленные молекулярные 
инструменты для манипуляции с  ДНК, РНК, 
белками, изучения трехмерной структуры гено-
ма и др. [5, 6]. 

Подходы на  основе CRISPR/Cas позволи-
ли исправлять мутации, вызывающие развитие 
наследственных заболеваний, резистентность 
к лекарственным препаратам [7, 8], а также раз-
рушать и элиминировать вирусы, инфицирую-
щие человека [9–13]. В частности, уже проводят 
клинические исследования подходов к лечению 
транстиретинового амилоидоза, серповиднокле-
точной анемии, β-талассемии и ВИЧ-инфекции 
[14]. Системы CRISPR/Cas могут использовать-
ся для создания аллогенных CAR-T-клеток, 
эффективных при опухолевых заболеваниях. 
В фазе I клинических исследований находятся 
CRISPR-модифицированные CAR-T-клетки, 
направленные на некоторые лимфомы и солид-
ные опухоли [15]. 

Несмотря на большие терапевтические пер-
спективы систем CRISPR/Cas, одним из основ-
ных препятствий к их использованию является 
отсутствие эффективных методов упаковки и до-
ставки белков Cas и РНК-проводников [16]. Cas-
белки не  способны самостоятельно проникать 
в клетки; кроме того, сывороточные белки, про-
теазы, РНКазы и антитела могут быстро связы-
вать и инактивировать комплексы CRISPR/Cas 
при системном введении [16]. Использование 
традиционных систем доставки на основе орга-
нических и неорганических наночастиц также за-

труднено, поскольку Cas-белки имеют большую 
молекулярную массу и  положительный заряд. 
Кроме того, разнообразие белков Cas и их физи-
ко-химических характеристик делает практиче-
ски невозможным создание универсальных но-
сителей для доставки CRISPR/Cas [16]. 

Методы доставки систем CRISPR/Cas под-
разделяются на  вирусные и  невирусные [16]. 
К вирусным относится упаковка и доставка си-
стем генетического редактирования с помощью 
аденоассоциированных вирусов, аденовирусов 
или лентивирусов [17, 18]. Однако использова-
ние вирусных векторов приводит к  неконтро-
лируемой длительной экспрессии CRISPR/Cas 
в  клетках, способствуя их  нецелевой активно-
сти. Исходами нецелевого разрезания CRIS-
PR/Cas могут быть короткие делеции, делеции 
длиной несколько тысяч нуклеотидов и др. [19]. 
В  результате возможно нарушение функции 
генов и хромосомные аберрации. В этой связи 
наиболее эффективным и  безопасным подхо-
дом считается использование невирусных мето-
дов доставки короткоживущих рибонуклеопро-
теиновых комплексов CRISPR/Cas [20]. Один 
из перспективных невирусных методов достав-
ки – использование биологических наночастиц, 
в  частности секретируемых экзосом либо вне-
клеточных наночастиц [21]. 

Экзосомы  – наноразмерные внеклеточные 
везикулы, образуемые путем слияния мульти-
везикулярных телец с плазматической мембра-
ной; являются механизмом межклеточной ком-
муникации, поскольку переносят различные 
сигнальные молекулы, включая короткие РНК, 
пептиды, лиганды, рецепторы и др. [22, 23]. Эк-
зосомы секретируются практически всеми вида-
ми клеток человека, включая клетки различных 
опухолей. Экзосомы были описаны еще в 1980-
х годах, однако только в конце 2010-х впервые 
показали возможность доставки терапевтиче-
ских биомолекул (малых интерферирующих 
РНК ) с помощью экзосом [24]. 

Преимущества экзосом как средств до-
ставки лекарственных соединений основаны 
на их уникальных характеристиках, обусловлен-
ных естественным происхождением, а также вы-
сокой биосовместимостью и безопасностью [25, 
26]. Внеклеточные везикулы обладают высокой 
пакующей емкостью, они могут эффективно 
преодолевать внеклеточные и внутриклеточные 
биологические барьеры [27]. В отличие от син-
тетических наночастиц, экзосомы, попавшие 
в  кровоток, экранируют от  внешних воздей-
ствий транспортируемое содержимое (карго). 
Важным преимуществом экзосом является воз-
можность программирования их свойств, в том 
числе свойств поверхности, что можно исполь-
зовать в создании тропных экзосом для целевой 
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доставки в органы и нужные ткани [28]. Особен-
но важно, что за последние несколько лет фак-
тически удалось решить основные технические 
задачи, связанные с  масштабной продукцией 
и  очисткой экзосом, что позволяет нарабаты-
вать их в производственных объемах [29].

Возможность стохастической (случайной) 
упаковки рибонуклеопротеиновых комплек-
сов CRISPR/Cas в экзосомы опухолевых клеток 
и их переноса в клетки человека были показаны 
ранее [30]. Известно, что в клетках, подвергших-
ся онкотрансформации, изменены процессы 
сигнальной трансдукции, нарушены системы ад-
гезии и транспорта. Подобные свойства способ-
ствуют более активному транспорту компонентов 
системы в экзосомы и их секреции [31]. В нашей 
работе впервые изучена эффективность стохасти-
ческой упаковки комплексов CRISPR/Cas в эк-
зосомы на разных линиях клеток: нетрансформи-
рованных, трансформированных и раковых. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культивирование клеток человека. Линии 

клеток человека культивировали в  условиях, 
представленных в  табл.  1. Клетки рассевали 
в  6-луночные планшеты до  достижения ~60% 
конфлюентности в  день трансфекции. Транс-
фекцию проводили с  помощью реагента Lipo-
fectamine3000 согласно протоколу производите-
ля (“Thermo Fisher Scientific”, США) плазмидой, 
кодирующей белок dCas9-BFP (addgene #46910), 
плазмидой CD63-EGFP (addgene #62964) либо 
Rab27A-EGFP (addgene #49605). Эффектив-
ность трансфекции оценивали по  числу EG-
FP-положительных клеток по  каналу FITC 
на  проточном цитофлуориметре BD  FACS-
Canto II (“BD Biosciences”, США). Данные по-
лучены с помощью программного обеспечения 
BD FACSDiva и проанализированы с помощью 
программного обеспечения NovoExpress (“ACEA 
Biosciences”, США).

Таблица 1. Линии клеток, использованные в работе* 

Клеточная линия Описание Условия культивирования

HeLa S3 Эпителиоидная карци-
нома шейки матки

Cреда ЕМЕМ
Сыворотка – эмбриональная бычья, 10%
Др. компоненты – NEAA 1%, 2 мМ L-глутамин, 100 ЕД/мл пенициллина 
и 100 мкг/мл стрептомицина

Jurkat Т-лимфобластный 
лейкоз

Среда RPMI 1640
Сыворотка – эмбриональная бычья, 10%
др. компоненты – 2 мМ L-глутамин, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/
мл стрептомицина

SK-HEP-1 Аденокарцинома пече-
ни человека

Среда ЕМЕМ
Сыворотка – эмбриональная бычья, 10%
Др. компоненты – NEAA 1%, 2 мМ L-глутамин, 100 ЕД/мл пенициллина 
и 100 мкг/мл стрептомицина

RPMI 1788
Лимфобластоид 
кроветворной ткани 
человека

Среда RPMI 1640
Сыворотка – эмбриональная бычья, 20%
Др. компоненты – 2 мМ L-глутамин, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/
мл стрептомицина

AsPC-1
Аденокарцинома 
поджелудочной железы 
человека

Среда RPMI 1640
Сыворотка – эмбриональная бычья, 20%
Др. компоненты – 2 мМ L-глутамин, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/
мл стрептомицина

RPMI 8226 Миелома человека
Среда RPMI 1640
Сыворотка – эмбриональная бычья, 10%
Др. компоненты – 2 мМ L-глутамин, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/
мл стрептомицина

MCF-7
Аденокарцинома мо-
лочной железы чело-
века

Среда ЕМЕМ
Сыворотка – эмбриональная бычья, 10%
Др. компоненты – NEAA 1%, бычий инсулин, 10 мкг/мл, 
2 мМ L-глутамин, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина

HepG2 Гепатоцеллюлярная 
карцинома человека

Среда DMEM
Сыворотка – эмбриональная бычья, 10%
Др. компоненты – 2 мМ L-глутамин, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/
мл стрептомицина

HEK293T Эмбриональные почки 
человека

Среда DMEM
Сыворотка – эмбриональная бычья, 10%
Др. компоненты – 2 мМ L-глутамин, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/
мл стрептомицина

* Линии клеток получены от ЦКП “Коллекция культур клеток позвоночных”.
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ИЗУЧЕНИЕ СТОХАСТИЧЕСКОЙ УПАКОВКИ БЕЛКОВ
Флуоресцентная и  конфокальная микроско-

пия. Флуоресцентную микроскопию проводили 
на микроскопах LeicaDMI6000 и Leica Thunder 
Imager 3D (“Leica”, Германия). Колокализацию 
изучали с  помощью конфокальной микроско-
пии и  технологии Airyscan. Работу проводи-
ли с использованием оборудования ЦКП ИБР 
им Н.К. Кольцова РАН. Колокализацию анали-
зировали в программе ImageJ с помощью утили-
ты JACoP.

Получение и очистка экзосом. Линию клеток 
HEK293T использовали для получения экзо-
сом. Клетки культивировали во флаконах Т175 
в  среде DMEM с  высоким содержанием глю-
козы (4.5 г/л), 2 мкМ L-глутамина и 1% пени-
циллина/стрептомицина с  добавлением 10% 
фетальной бычьей сыворотки (FBS, “Biosera”, 
FB-1280, Франция), очищенной от  экзосом 
с помощью ультрафильтрации на концентрато-
рах Amicon Ultra-15 100 кДа (“Merck Millipore”, 
Германия), как описано ранее [32]. Клетки рас-
севали во флаконы Т175 для достижения ~70% 
конфлюентности в  день трансфекции. Клетки 
трансфицировали с помощью полиэтиленимина 
плазмидой CD63EGFP либо плазмидой, коди-
рующей dCas9EGFP. На следующий день после 
трансфекции клетки отмывали и через 48 ч до-
бавляли полную среду DMEM с 10% FBS, очи-
щенной от экзосом. Экзосомы выделяли из 300 
мл культуральной среды с помощью анионооб-
менной хроматографии на приборе BioRad Bi-
oLogic LP (“BioRad”, США) с использованием 
анионообменной смолы MacroPrep DEAE Media 
(“BioRad”) с последующей ультрафильтрацией 
на центрифужных концентраторах (Amicon Ul-
tra-15, 100 кДа, “Merck”, Германия). Анионооб-
менную колонку калибровали с использованием 
буфера A (50 мМ HEPES, 100 мМ NaCl). Куль-
туральную среду центрифугировали на  скоро-
сти 2000 g  в течение 10 мин, а затем наносили 
на хроматографическую колонку со скоростью 
6.5  мл/мин. Далее колонку промывали буфе-
ром А, а  затем для удаления белковой фрак-
ции, не содержащей экзосомы, проводили сту-
пенчатую промывку: 95% буфера А/5% буфера 
В  (50  мМ  HEPES, 2  М  NaCl)  – 5  объемов ко-
лонки, 90% буфера А/10% буфером В – 10 объе-
мов колонки. Фракцию, содержащую везикулы, 
элюировали при помощи 60% буфера А/40% бу-
фера В и промывали колонку буфером В. Элю-
ат концентрировали, далее образцы разбавляли 
PBS для замены буфера и  дважды повторяли 
концентрирование.

Определение размера и  ζ-потенциала экзо-
сом. Распределение экзосом по  размеру опре-
деляли при помощи метода динамического 
светорассеяния (DLS), а ζ-потенциал измеряли 
методом электрофоретического светорассея-
ния (ELS) с  использованием Zetasizer NanoZS 

и  программного обеспечения Zetasizer (версия 
8.01.4906) (“Malvern Instruments”, Великобри-
тания). Проведено пять измерений образца при 
следующих параметрах: экзосомы разводили 
в 1000 раз от исходной концентрации фосфат-
ным буфером, отфильтрованным через регене-
рированную целлюлозу (“Corning”, США) с ди-
аметром пор 0,2 мкм. Для определения размера 
экзосом 1.5 мл полученного раствора помещали 
в полистирольную одноразовую кювету для из-
мерения DLS (DTS0012, “Malvern”) с толщиной 
поглощающего слоя 12 мм и тщательно переме-
шивали во избежание образования пузырей. Из-
мерения проводили в термостатирующей ячейке 
при 25°С, время адаптации образца к температу-
ре – 60 с, количество снятых измерений – 100. 
При измерении ζ-потенциала образец помеща-
ли шприцем в  одноразовую капиллярную по-
ликарбонатную U-образную кювету (DTS1070, 
“Malvern”) с золотыми электродами. Измерение 
ζ-потенциала проводили при 25°С, время адап-
тации образца к  температуре составило 100 с. 
Фон измеряли, используя фильтрованный рас-
твор фосфатного буфера. 

Вестерн-блот-анализ. Экзосомы лизировали 
в 50 мкл буфера RIPA (50 мМ Tрис-HCl pH 8.0, 
150 мМ  NaCl, 1% Nonidet P-40  (NP-40), 0.5% 
дезоксихолата натрия, 0.1% додецилсульфа-
та натрия (SDS), 1  мМ  ортованадата натрия, 
1 мМ NaF). Образцы смешивали с буфером для 
образцов (Laemmli buffer, 60 мкг/лунка) и загру-
жали в полиакриламидный гель с 10% SDS с по-
следующим переносом на  нитроцеллюлозную 
мембрану. Мембрану блокировали 5%-ным мо-
локом в буфере TBS-T (20 мМ Трис pH 7.5, 150 
мМ NaCl, 0.1% Tween 20). Окрашивание прово-
дили первичными антителами к  маркерам эк-
зосом (EXOAB-KIT-1 для CD63, CD81 и Hsp70, 
“SBI”, США) 1  : 1000 в течение ночи при 4°С. 
Далее мембраны трижды промывали буфером 
TBS-T и инкубировали в течение 1 ч с антитела-
ми козы к антителам кролика, конъюгированным 
с пероксидазой хрена (Ab6721, “Abcam”, Вели-
кобритания), или с антителами козы к антите-
лам мыши, конъюгированным с  пероксидазой 
хрена (Ab6787; “Abcam”), в разведении 1 : 5000 
в  5%-ном  молоке в  буфере TBS-T. Мембраны 
промывали 3 раза буфером TBS-T. Хемилюми-
несцентный сигнал получен с помощью Super-
Signal™ West Femto Maximum (“Thermo-Fisher 
Scientific”) и обнаружен на рентгеновской плен-
ке после экспозиции в течение 2 ч.

Оценка стохастической упаковки белка Саs 
в  экзосомы. Выделенные экзосомы добавляли 
к  клеткам HEK293T, которые культивировали 
в полной среде DMEM, очищенной от экзосом, 
и анализировали с помощью проточного цито-
флуориметра BD FACSCanto II (“BD Bioscienc-
es”, США) через 2 и 6 ч после добавления частиц. 
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В процессе пробоподготовки из планшетов уда-
ляли культуральную среду и дважды промывали 
клетки в PBS. Данные анализировали с исполь-
зованием программного обеспечения NovoEx-
press (“ACEA Biosciences”, США).

Статистический анализ. Статистическую об-
работку данных проводили в программе Graph-
Pad Prism 8 с помощью t-критерия Стьюдента. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Определение эффективности трансфекции линий 

клеток человека

На первом этапе определения возможности 
использования различных трансформированных 
и  нетрансформированных линий клеток чело-
века для упаковки белков Cas9 оценили уровни 
трансфекции 9 линий клеток человека. Высокая 

эффективность трансфекции является необходи-
мым условием использования клеточных линий 
при рутинном получении экзосом, загруженных 
белком Cas9. Трансфекцию проводили с помо-
щью реагента Lipofectamine3000 с  плазмидами 
CD63-EGFP и dCas9-BFP (рис. 1а) по оптими-
зированному протоколу, описанному ранее.

Уровень GFP/BFP-позитивных клеток 
в большинстве клеточных культур не превышал 
15% (линии клеток HeLa S3, Jurkat, SK-HEP-1, 
RPMI 1788, AsPC-1, RPMI 8226, MCF-7) 
(рис.  1). Напротив, эффективность трансфек-
ции линий клеток HEK293T и HepG2 составля-
ла до 99 и 85% соответственно. Следовательно, 
клетки HEK293T и HepG2 наиболее пригодны 
для изучения стохастической упаковки Cas-
белков в экзосомы с использованием трансфек-
ции плазмидами, кодирующими репортерные 
Cas-белки. 
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Рис. 1. Трансфекция трансформированных и нетрансформированных клеток человека плазмидами CD63-EGFP 
и dCas9-BFP. а – График эффективности котрансфекции изучаемых линий клеток. б – Микрофотографии линий 
клеток, трансфицированных плазмидой CD63-EGFP. EGFP  – зеленый флуоресцентный белок. BFP  – синий 
флуоресцентный белок.

Cas9 колокализуется  
с факторами биогенеза экзосом

Колокализация белков с  компонента-
ми биогенеза экзосом, например CD63 [33] 
и Rab27А [34], свидетельствует о возможности 
их  транспорта в  мультивезикулярные тельца 
(MVB) и упаковке в экзосомы [35]. С помощью 

конфокальной микроскопии проведен ана-
лиз колокализации репортерного белка dCas9-
BFP с  CD63-EGFP и  Rab27А-EGFP в  клетках 
HEK293T и  HepG2 (рис.  2а). Эффективность 
колокализации оценивали с  помощью коэф-
фициента Мандерса 1  (М1)  – соотношения 
суммарной интенсивности сигнала пикселей 
одного канала (dCas9-BFP), также содержа-
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ИЗУЧЕНИЕ СТОХАСТИЧЕСКОЙ УПАКОВКИ БЕЛКОВ
щих сигнал второго канала (CD63-EGFP либо 
Rab27А-EGFP), и  суммарной интенсивности 
сигналов всех пикселей первого канала (рис. 2б). 
Коэффициенты М1  рассчитывают в  диапа-

зоне от  0  до  1  [36]. При этом низкий уровень 
колокализации характеризуется значениями 
от 0.2 до 0.4, средний – от 0.4 до 0.6, а высокий 
от 0.6 и выше [37]. 

б

а

80

60

40

20

0
0 50

80

60

40

20

0
0 50

50

100

150

0
0 100 200

80

60

40

20

0
0 60

dCas9-BFP

dCas9-BFP

dCas9-BFP

dCas9-BFP

R
ab

27
A

-E
G

FP
R

ab
27

A
-E

G
FP

C
D

63
-E

G
FP

C
D

63
-E

G
FP

HepG2 CD63-EGFP

HepG2 Rab27A-EGFP

HEK293T CD63-EGFP

HEK293T Rab27A-EGFP

BFP GFP Суперпозиция

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

M
1 

дл
я 

dC
as

9

0

ns

ns

CD63-E
GFP

Rab
27

A-E
GFP

CD63-E
GFP

Rab
27

A-E
GFP

HepG2 HEK293T

Рис. 2. Оценка уровней колокализации белка dCas9-BFP с  факторами биогенеза экзосом в  линиях клеток 
HEK293T и HepG2. а – Репрезентативные конфокальные изображения клеток, трансфицированных dCas9-BFP 
с CD63-EGFP либо Rab27А-EGFP. В крайнем правом ряду представлены цитофлуорограммы светимости dCas9-
BFP и CD63-GFP либо Rab27А-EGFP. б – Полуколичественные данные колокализации dCas9-BFP с белками 
CD63-EGFP и Rab27А-EGFP, рассчитанные с помощью коэффициента М1. Планки погрешностей соответствуют 
стандартным отклонениям.



166 ПОНОМАРЕВА и др.

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 1 2024

Значения коэффициента колокализации 
М1  для dCas9-BFP и  CD63-EGFP на  лини-
ях клеток HEK293T и HepG2 составили 0.55 ± 
0.08 и 0.61 ± 0.05 соответственно. При этом по-
казан высокий уровень колокализации dCas9 
c  белком Rab27A в  линии HepG2 (0.74  ± 0.06) 
и  средний уровень колокализации сигналов 
в клетках HEK293Т (0.54 ± 0.07). Эти результа-
ты свидетельствуют о высоких уровнях колока-
лизации dCas9 с белками-маркерами экзосом – 
Rab27А и CD63 – в линии клеток HepG2. При 
этом сравнение колокализации сигналов dCas9/
CD63 и  dCas9/Rab27А между линиями клеток 
HEK293T и  HepG2 не  выявило статистически 
значимых различий, несмотря на меньшие зна-
чения M1 в клетках HEK293T. 

По  совокупности результатов трансфекции 
клеток и колокализации Cas9 с факторами био-
генеза экзосом для дальнейшего изучения сто-
хастической упаковки Cas9-белков в экзосомы 
была выбрана линия HEK293T. 

Физические и биологические  
характеристики экзосом

Для получения экзосом клетки HEK293T 
сначала трансфицировали плазмидами, кодиру-
ющими CD63-EGFP либо dCas9-BFP. Экзосо-

мы получали из трансфицированных и нетранс-
фицированных контрольных клеток HEK293T 
с  помощью анионообменной хроматографии 
с последующим этапом концентрирования ме-
тодом ультрафильтрации (см. Эксперименталь-
ную часть) [38]. 

Физические свойства экзосом изучали с по-
мощью метода динамического светорассеяния: 
частицы имели средний размер 96 нм (экзосомы 
dCas9-EGFP) и 104 нм (экзосомы CD63-EGFP) 
(рис. 3а). Анализ распределения частиц по раз-
меру выявил высокую однородность экзосом 
в изолятах (рис. 3б). Выделенные частицы име-
ли отрицательный заряд (рис. 3в): средние зна-
чения ζ-потенциала составляли -14 мВ у экзо-
сом dCas9-EGFP и -8 мВ у экзосом CD63-EGFP. 
Согласно рекомендациям MISEV [39, 40], для 
подтверждения природы выделенных биоло-
гических наночастиц изучили также экспрес-
сию маркеров экзосом: CD63, CD81 и  Hsp70 
(рис. 3г). Оказалось, что изоляты биологических 
наночастиц позитивны по всем трем изученным 
биомаркерам. В совокупности полученные дан-
ные свидетельствуют о  соответствии выделен-
ных изолятов биологических наночастиц крите-
риям экзосом, а также указывают на отсутствие 
значительного эффекта трансфекции экзосом-
продуцирующих клеток плазмидами, кодирую-
щими CD63 и dCas9.
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ИЗУЧЕНИЕ СТОХАСТИЧЕСКОЙ УПАКОВКИ БЕЛКОВ
Стохастическая упаковка белка Сas9 в экзосомы

С  целью анализа стохастической упаков-
ки белка Cas9 в  экзосомы изоляты экзосом, 
выделенные из  клеток, трансфицированных 
CD63-EGFP либо dCas9-EGFP, использо-
вали для обработки клеток HEK293T. Через 

2 и 6 ч после добавления экзосом методом про-
точной цитофлуориметрии оценивали число EG-
FP-позитивных клеток (рис. 4а). Через 2 ч после 
добавления экзосом EGFP-позитивные клетки 
фактически отсутствовали, в то время как через 
6 ч детектировались редкие (до 1%) клетки, по-
зитивные на канале FITC (рис. 4б). 
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Рис. 4. Оценка уровней стохастической упаковки белка Cas9 в экзосомы. а – Оценка доли EGFP-позитивных 
клеток методом проточной цитофлуориметрии. б – Гистограммы распределения сигнала EGFP в контрольных 
клетках и в клетках через 2 и 6 ч после добавления экзосом.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Создание универсальных систем упаковки 

и  доставки инструментов CRISPR/Cas  – одно 
из ключевых направлений в области биомеди-
цины [16]. Решение проблемы невирусной до-
ставки рибонуклеопротеиновых комплексов 
CRISPR/Cas обеспечит практическое внедре-
ние многочисленных терапевтических подходов 
на  основе CRISPR/Cas. Экзосомы считаются 
одной из  наиболее перспективных систем до-
ставки CRISPR/Cas, поскольку обладают вы-
сочайшей биосовместимостью, способностью 
преодолевать биологические барьеры, высокой 
пакующей емкостью, при этом поверхность эк-
зосом можно программировать с помощью хи-
мических и генетических методов [16, 29]. Воз-
можность стохастической (случайной) упаковки 
CRISPR/Cas в  экзосомы, а  также активность 
стохастически загруженных экзосом в экспери-
ментах по генетическому редактированию и по-
давлению репликации вирусов была показана 
ранее, однако в последние годы предпринима-
ются активные попытки разработки методов 
усиленной и  контролируемой упаковки CRIS-
PR/Cas в экзосомы [30]. В частности, с этой це-
лью используются технологии управляемой (ин-
дуцируемой стимулами) димеризации, включая 
методы индуцируемой химически [41] и светом 
димеризации, а также создание химерных Cas-
белков с  рН-чувствительными линкерами [42] 

либо доменами, которые обеспечивают уси-
ленный транспорт Cas-белков в экзосомы [43]. 
В данной работе впервые на различных линиях 
клеток исследована эффективность транспорта 
белков Cas9 в компартмент биогенеза экзосом, 
а также впервые изучен стохастический транс-
порт Cas9 в экзосомы. 

Несмотря на  выраженную колокализацию 
Cas9 с  факторами биогенеза экзосом CD63 
и Rab27А, уровни стохастической упаковки Cas9 
белка в экзосомы и их доставки в целевые клет-
ки оказываются крайне низкими и не превыша-
ют 1%. Следовательно, стохастическая упаковка 
белка Cas9 неэффективна и не может использо-
ваться в практических целях генного редактиро-
вания. Одной из проблем, связанных с низким 
уровнем сигнала GFP (рис.  4а,б), может быть 
неэффективный эндосомальный выход, в  ре-
зультате чего может происходить внутрикле-
точное разрушение экзосом и их содержимого. 
Существует множество подходов, основанных 
на использовании индукторов эндолизосомно-
го выхода, которые обеспечивают эффективное 
высвобождение содержимого экзосом и их вну-
триклеточную доставку [38, 44]. Полученные 
результаты свидетельствуют о  неэффективно-
сти стохастической упаковки белков Cas в  эк-
зосомы. Дополнительным фактором, снижаю-
щим доставку белков Cas в составе наночастиц 
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в  клетки-реципиенты, может быть низкая эф-
фективность эндосомного выхода экзосом. 

Стоит отметить, что в последние несколько 
лет были решены основные проблемы, связан-
ные с масштабным получением биологических 
наночастиц, включая экзосомы [29]. В данной 
работе для получения и очистки экзосом ис-
пользовали такой эффективный метод, как ани-
онообменная хроматография с последующей 
ультрафильтрацией. Анионообменная хрома-
тография основана на взаимодействии отрица-
тельно заряженных наночастиц с положительно 
заряженной смолой. Метод характеризуется вы-
сокой скоростью получения наночастиц из де-
сятков литров культуральной среды. Получен-
ные таким способом частицы имеют сходный 
размер и  отрицательный заряд поверхности, 
а также экспрессируют биологические маркеры, 
характерные для экзосом (рис.  3). Не  выявле-
но существенных различий между экзосомами 
из клеток, сверхэкспрессирующих CD63-EGFP 
либо dCas9-EGFP (рис. 4). Стоит отметить, что 
результаты, полученные в  отдельных работах, 
посвященных доставке систем генетического 
редактирования с помощью экзосом, могут быть 
завышенными за счет контаминации изолятов 
экзосом другими внеклеточными везикулами, 
включая наночастицы размером от 100 до 1000 
нм, особенно при использовании таких уста-
ревших методов, как преципитация полимер-
ными соединениями, ультрацентрифугирование 
и ультрафильтрация.

В проведенном исследовании зарегистриро-
вана высокая однородность физико-химических 
и  биологических свойств изолятов экзосом. 
Низкая эффективность стохастической упаков-
ки указывает на необходимость создания новых 
технологий упаковки CRISPR/Cas в  экзосо-
мы, причем обоих компонентов систем гене-
тического редактирования (как белков Cas, так 
и РНК-проводников). Для получения неимму-
ногенных наночастиц с  запрограммированной 
тропностью к определенным органам и тканям 
может потребоваться всесторонняя модифика-
ция клеток-продуцентов экзосом. 

В  заключение следует отметить, что си-
стемная доставка CRISPR/Cas, особенно ор-
гано- и  тканеспецифичная, необходима для 
практического внедрения подходов к  лечению 
наследственных, инфекционных и  отдельных 
онкологических заболеваний. Стохастическая 
упаковка белков Cas9 в экзосомы остается неэф-
фективной, несмотря на большие перспективы 
использования экзосом в  качестве средств до-
ставки CRISPR/Cas. Необходимы новые методы 
и подходы к направленной упаковке CRISPR/
Cas в экзосомы и другие биологические наноча-
стицы. 
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CRISPR/Cas systems are perspective molecular tools for targeted manipulation with genetic materials, 
including gene editing, regulation of gene transcription, modification of epigenome etc. While CRISPR/
Cas systems proved to be highly effective for correcting genetic disorders and treating infectious diseases 
and cancers in  experimental settings, the clinical translation of  these results is  hampered by  the lack 
of efficient CRISPR/Cas delivery vehicles. Modern synthetic nanovehicles based on organic and inorganic 
polymers have many disadvantages, including toxicity issues, the lack of  targeted delivery, complex and 
expensive production pipelines. In  turn, exosomes are secreted biological nanoparticles exhibiting high 
biocompatibility, physico-chemical stability, and ability to cross biological barriers. Early clinical trials 
found no  toxicity associated with exosome injections. In  recent years, exosomes have been considered 
as perspective delivery vehicles for CRISPR/Cas systems in vivo. The aim of this study was to analyze the 
efficacy of CRISPR/Cas stochastic packaging into exosomes at several human cell lines. Here, we show that 
Cas9 protein is effectively localized into the compartment of intracellular exosome biogenesis, but stochastic 
packaging of Cas9 into exosomes turns to be very low (~1%). As such, stochastic packaging of Cas9 protein 
is very ineffective, and cannot be used for gene editing purposes. Developing novel tools and technologies 
for loading CRISPR/Cas systems into exosomes is required.

Keywords: delivery, nanoparticles, CRISPR/Cas, extracellular vesicles, exosomes, gene editing
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Множество вирусов, включая коронавирус-2 тяжелого острого респираторного синдрома (SARS-
CoV-2), который стал причиной пандемии коронавирусной инфекции (COVID-19), проникает 
в клетку за счет активируемого протеолитическими ферментами процесса слияния клеточной и ви-
русной мембран. Как правило, роль протеолитических ферментов в этом случае выполняют проте-
азы хозяйской клетки. Идентификация активирующих протеаз ‒ задача непростая, но важная для 
разработки новых противовирусных лекарственных средств. В рамках проведенного исследования 
мы разработали биоинформатический метод идентификации протеаз, воздействующих на белки 
оболочки вирусов. Предлагаемый подход включает в себя использование предсказательных моде-
лей субстратной специфичности протеаз человека и применение метода предсказания уязвимости 
участков белка к протеолизу на основе его трехмерной структуры. Модели специфичности были 
построены для 169 протеаз человека на основании информации по их известным субстратам. Метод 
структурного анализа потенциальных сайтов протеолиза был разработан нами ранее и применен 
в представленной здесь работе совместно с моделями специфичности протеаз. Валидация пред-
лагаемого подхода выполнялась применительно к белку шипа SARS-CoV-2, для которого хорошо 
изучены сайты протеолиза.

Ключевые слова: протеазы человека, вирусный гликопротеин, протеолитическая активация, белок 
шипа, SARS-CoV-2
DOI: 10.31857/S0026898424010176, EDN: NRZZBT

Сокращения: ACE2 (Angiotensin-Converting Enzyme 2) – 
ангиотензинконвертирующий фермент-2; CS (Cleavage 
Score)  – оценка протеолитической эффективности; 
PWM (Position Weight Matrix)  – позиционно-весовая 
матрица; TMPRSS2 (Transmembrane Serine Protease 2) – 
трансмембранная сериновая протеаза-2. 

ВВЕДЕНИЕ
Использование вирусами ресурсов клетки 

для реализации жизненного цикла, в том числе 
для проникновения в клетку, репликации гено-
ма и сборки вирусных частиц, хорошо известный 
факт [1]. В  геноме вирусов обычно отсутству-

ют гены, кодирующие используемые вирусом 
функции клеточного аппарата хозяина. По этой 
причине становится достаточно сложно выявить 
те факторы в клетке-хозяине, которые критиче-
ски важны для успешной реализации жизненного 
цикла вируса. Идентификация партнеров вируса 
в  хозяйской клетке имеет решающее значение 
для создания новых противовирусных препара-
тов и разработки различных стратегий лечения 
вирусных инфекций [2]. Эксперименты, направ-
ленные на выяснение ответа на данный вопрос, 
трудоемкие и ресурсозатратные, в то время как 
биоинформатическое предсказание таких кле-
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точных факторов существенно упрощает прове-
дение экспериментальных исследований.

Борьба с  пандемией COVID-19  привела 
к  массовому пониманию важности вирусоло-
гических исследований и  необходимости все-
стороннего понимания жизненного цикла вы-
звавшего ее  вируса, включая выявление всех 
компонентов, вовлеченных в процесс инфици-
рования клетки-хозяина [3]. Коронавирус-2 тя-
желого острого респираторного синдрома (SARS-
CoV-2) относится к  семейству Coronaviridae, 
а  его геном представлен одноцепочечной (+)
РНК. Уже идентифицирован ряд факторов клет-
ки-хозяина, взаимодействующих с  компонен-
тами SARS-CoV-2 [4], и среди них важная роль 
отводится клеточным протеазам [5]. Ключевая 
роль протеаз заключается в активации процес-
сов конформационного перехода поверхност-
ного гликопротеина вируса ‒ белка шипа (S) ‒ 
в компетентную для слияния форму и слияния 
мембраны вирусной частицы с клеточной [6, 7].

Ранее в  S-белке SARS-CoV-2  идентифи-
цировано два критически важных сайта фу-
зионной активности вируса под действием 
протеаз клетки-хозяина [8]. Первый сайт расще-
пления, известный как S2’, расположен в доме-
не S2 и исходно недоступен для протеаз. Только 
после связывания S-белка с  клеточным рецеп-
тором – ангиотензинконвертирующим фермен-
том-2  (ACE2)  – на  инфицируемой клетке этот 
сайт “открывается” для протеаз [9]. Известно, что 
позиция S2’ подвергается расщеплению транс-
мембранной сериновой протеазой-2 (TMPRSS2), 
тем самым инициируя процесс слияния мембра-
ны вириона с  мембраной клетки [10]. Второй 
протеолитический сайт, известный как S1/S2, 
расположен в области соединения субъединицы 
S1, содержащей рецепторсвязывающий домен 
(RBD), и  субъединицы S2, содержащей домен 
слияния. Согласно современным представлени-
ям, этот сайт расщепляется фурином в комплек-
се Гольджи перед упаковкой вируса [6, 11]. Это 
протеолитическое расщепление вызывает кон-
формационные изменения S-белка, переводя 
его из так называемой “закрытой” конформации 
в “открытую”, что облегчает связывание S-белка 
с ACE2 [12]. Наличие в S-белке SARS-CoV-2 ко-
роткой аминокислотной вставки в  области S1/
S2, отсутствующей у  близкородственных бета-
коронавирусов, вызвало дискуссии о  природе 
ее происхождения [13–16].

В ряде исследований показано, что даже в от-
сутствие TMPRSS2 SARS-CoV-2  может прони-
кать в клетку через альтернативный эндоцитар-
ный путь, называемый также “поздним” [17]. 
Так, Z. Liu и др. [18] обнаружили, что катепсин 
L  активирует слияние мембраны вирусной ча-
стицы с  эндолизосомальной посредством рас-

щепления S-белка вблизи S1/S2, в то время как 
J. Park и др. [19] предполагают, что расщепление 
происходит рядом с  сайтом S2’. Данный путь 
проникновения вируса в клетку все еще остается 
малоизученным по сравнению с классическим, 
“ранним”, ACE2-опосредованным. Альтерна-
тивный эндоцитарный путь инфицирования 
остается предметом активных исследований 
[20], что особенно актуально в  свете сообще-
ний о повышенной зависимости штамма SARS-
CoV-2 Omicron BA.1 именно от этого пути [21].

Целью проведенного нами исследования 
была разработка биоинформатического метода 
идентификации протеаз человека, потенциально 
вовлеченных в процессинг рассматриваемого ви-
русного белка. Для этого мы разработали модели 
специфичности протеаз человека относительно 
аминокислотной последовательности, а  также 
использовали разработанный нами ранее метод 
предсказания подверженности участков белка 
протеолизу на  основе информации о  его трех-
мерной структуре. Валидация предложенного 
подхода проведена на хорошо изученном S-гли-
копротеине SARS-CoV-2, для которого известны 
как вовлеченные в его процессинг протеазы кле-
ток человека, так и сайты расщепления. 

МЕТОДЫ
Модели субстратной специфичности протеаз 

человека. Информация о  субстратах и  проте-
олитических сайтах протеаз человека была из-
влечена из базы данных MEROPS [22]. Модели 
специфичности протеаз по  аминокислотной 
последовательности были созданы в виде пози-
ционно-весовых матриц (PWM), как описано 
в  Wasserman & Sandelin [23]. Далее изложено 
краткое описание алгоритма построения моде-
ли. Для каждого протеолитического фермента 
человека из базы данных MEROPS, имеющего 
не менее 8 протеолитических сайтов, были рас-
считаны частоты встречаемости аминокислот 
относительно сайта разрезания в позициях P3‒
P3’ (обозначение согласно Schechter & Berger 
[24])  – fij, где i  – аминокислота, а  j ‒  относи-
тельная позиция в  аминокислотной последо-
вательности. Фоновые частоты встречаемости 
аминокислот bij были рассчитаны для всего про-
теома человека. Каждой ячейке в PWM, столбцы 
которой представляют собой позиции P3‒P3’, 
а строки – 20 стандартных аминокислот, было 
присвоено значение rij, рассчитанное по форму-
ле: rij = log2 (fij/bij). При допущении, что каждая 
позиция в PWM является независимой, оценка 
протеолитической эффективности (CS) для кон-
кретной пептидной связи белка была рассчитана 
как сумма соответствующих значений из каждо-
го столбца P3‒P3’ для соответствующих амино-
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кислот, наблюдаемых в данных позициях. Для 
обозначения координат расщепляемых пептид-
ных связей использовалась позиция P1.

Модель предсказания подверженности областей 
белка протеолитическому расщеплению. Эта мо-
дель основана на анализе трехмерной структуры 
субстрата и описана нами ранее [25]. Далее пред-
ставлено краткое описание метода. Информация 
о  протеолитических событиях была получена 
из базы данных CutDB [26]. Сайты расщепления 
протеазами были картированы на  трехмерные 
структуры соответствующих белков-субстратов. 
Набор предикторов был составлен из  следую-
щих структурных характеристик: доступность 
для растворителя, температурный фактор, тип 
вторичной структуры, а также дополнительных 
особенностей структуры белка, таких как длина 
петель и принадлежность к концевым участкам. 
Обучающий набор был прокурирован вручную 
с целью исключения данных, полученных из экс-
периментов с потенциально денатурированными 
субстратами. Такие эксперименты мы выявляли 
на основе наличия большого числа сайтов рас-
щепления в гидрофобном ядре субстратов. Ито-
говая модель была обучена с использованием ал-
горитма линейного дискриминантного анализа, 
который продемонстрировал лучшие результаты 
по сравнению с другими алгоритмами машинно-
го обучения из библиотеки scikit-learn [27].

Данные по  аминокислотной последователь-
ности и  трехмерной структуре S-белка SARS-
CoV-2. Аминокислотная последовательность 
S-белка SARS-CoV-2 исходного штамма Wuhan 
была получена из  базы данных UniProt (ID: 
P0DTC2) [28]. Трехмерные структуры бел-
ка-шипа в “открытой” конформации (PDB ID: 
6VYB), “закрытой” конформации (PDB ID: 
6VXX) и в комплексе с рецептором ACE2 (PDB 
ID: 7DF4) были скачаны из базы данных PDB 
[29]. Неструктурированные участки трехмерных 
структур были смоделированы с помощью ин-
струмента SWISS-MODEL с  параметрами, за-
данными по умолчанию [30].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Модели субстратной специфичности  

протеаз человека

Предсказательные модели специфичности 
протеаз по аминокислотной последовательности 
были построены для 169 протеаз человека (см. 
табл.  S1  Дополнительных материалов). Размер 
данного набора протеолитических ферментов 
человека был определен на основе анализа ин-
формации по идентифицированным субстратам 
протеаз в базе данных MEROPS. Для построения 
предсказательных моделей специфичности фер-

ментов по аминокислотной последовательности 
в виде PWM мы отобрали протеазы с широким 
спектром субстратов (см. раздел “Методы”). Для 
корректной интерпретации результатов по про-
теолитической эффективности, полученных 
построенными моделями, мы сравнили распре-
деления оценок для известных сайтов протеоли-
тического расщепления из базы данных MEROPS 
и  для случайных позиций, которые с  большой 
вероятностью не  относятся к  сайтам протеаз 
человека (рис.  1в). Результаты анализа распре-
делений показали, что Q1‒Q3 значения CS для 
протеолитических сайтов лежат в  интервале 
[1.64, 5.02] со средним и медианным значения-
ми 3.36 и 3.16 соответственно, тогда как для слу-
чайных позиций границы интервала Q1‒Q3 для 
CS  равны [‒5.89, ‒1.03] со  средним и  медиан-
ным значениями ‒3.57 и ‒3.42 соответственно. 

Валидация моделей субстратной специфичности 
протеаз на примере известных сайтов 

расщепления S-белка SARS-CoV-2

Полученные модели специфичности проте-
аз человека апробированы на аминокислотной 
последовательности S-гликопротеина SARS-
CoV-2 исходного штамма Wuhan. Вычисленные 
значения CS для сайтов S2’ и S1/S2 отображены 
соответственно на рис. 1а и 1б (полные версии 
доступны на рис. S1 и S2 Дополнительных ма-
териалов, см. на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2024/1/supp_Matveev_rus.zip). Для 
позиции S2’ наибольшее значение CS относит-
ся к протеазе TMPRSS2, что полностью согла-
суется с текущим представлением об активации 
процесса слияния мембран коронавируса и ин-
фицируемой клетки. Аналогично для позиции 
S1/S2  максимальному показателю CS  соответ-
ствовал фурин, что также согласуется с текущи-
ми представлениями по инфекционному циклу 
SARS-CoV-2 [31].

Предсказание подверженности 
протеолитическому расщеплению областей белка 

на основе 3D-структуры для известных сайтов 
расщепления S-белка SARS-CoV-2

Для предсказания протеолитической актив-
ности протеаз человека по отношению к вирус-
ным белкам, помимо использования моделей 
специфичности протеаз, имеет смысл допол-
нительно оценивать структурную уязвимость 
участков исследуемого белка к протеолизу. Со-
ответствующий метод был разработан нами ра-
нее [25] и теперь применен к известным сайтам 
расщепления S-белка SARS-CoV-2. Используя 
этот алгоритм, мы  дали оценку подверженно-
сти протеолизу участков трехмерных структур 
S-белка в  “открытой” и  “закрытой” конфор-
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Рис. 1. Оценка протеолитической эффективности протеаз человека относительно сайтов S-гликопротеина SARS-
CoV-2. Протеолитические ферменты человека с  наивысшими значениями CS  в  позиции R815 сайта S2’ (a) 
и в позиции R685 сайта S1/S2 (б). Распределение значений CS для известных протеолитических сайтов и случайно 
выбранных позиций (в).

мациях, а также в комплексе с ACE2 (рис. 2а,б; 
табл.  S1  Дополнительных материалов, см. на 
сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2024/1/
supp_Matveev_rus.zip). Предварительно для ка-
ждой субъединицы тримера S-гликопротеина 
нами были смоделированы все неструктуриро-
ванные участки белка, в том числе отсутствующая 
на  структурах позиция R685. После получения 
оценок для каждой позиции каждой субъедини-
цы полученные значения усредняли по всем трем 
субъединицам тримера. Для удобства анализа 
позиции в белке были отсортированы по убыва-
нию усредненных оценок. В результате приме-
нения метода к 3D-структуре S-гликопротеина 
в “закрытой” конформации (PDB ID: 6VXX) для 
позиции S1/S2 была получена оценка 0.77, что 
указывает на ее высокую доступность для про-
теолиза: занимает пятую строчку в таблице зна-
чений для 1121 исследованной позиции. Для по-

зиции сайта S2’ была получена оценка 0.58, что 
соответствует средней доступности сайта. Анало-
гично применение метода к 3D-структуре S-бел-
ка в “открытой” конформации (PDB ID: 6VYB) 
дало оценку 0.72 для сайта S1/S2, что также со-
ответствует хорошей доступности для протеоли-
за ‒ 15 строчка в таблице с 1121 позицией. Для 
позиции сайта S2’ была получена оценка 0.58. 
Наконец, при применении метода к комплексу 
S-белка с рецептором ACE2 (PDB ID: 7DF4) для 
позиции сайта S1/S2 была получена оценка 0.73, 
а  для позиции сайта S2’ –  0.67, что уже соот-
ветствует хорошей доступности для протеолиза. 
Полученные результаты соответствуют текущим 
представлениям о том, что сайт S2’ становится 
доступным для протеазы TMPRSS2 после связы-
вания S-гликопротеина с клеточным рецептором 
ACE2, а сайт S1/S2 доступен при любой конфор-
мации S-белка [5].
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а б

Рис. 2. Оценка протеолитической доступности сайтов S-гликопротеина SARS-CoV-2. а  ‒ Отображение 
на  структуре S-гликопротеина (PDB ID: 6VXX) оценок протеолитической доступности в  области сайта S2’ 
(позиция R815). б ‒ Отображение на структуре S-гликопротеина оценок протеолитической доступности в области 
сайта S1/S2 (позиция R685). Цветовой градиент от синего к красному и далее к желтому соответствует изменениям 
от минимальной оценки протеолитической доступности, равной 0, к максимальной, равной 1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Мы  представили биоинформатический ме-

тод идентификации протеаз человека, спо-
собных к  протеолитическому расщеплению 
гликопротеинов оболочки вирусов. Идея пред-
лагаемого подхода заключается в  вычислении 
оценок протеолитической эффективности (CS) 
для пептидных связей белка с использованием 
модели специфичности протеаз человека и при-
менении разработанного нами ранее метода 
оценки структурной уязвимости участков белка 
к  протеолизу. Теперь мы  разработали модели 
специфичности протеолитических ферментов 
к аминокислотной последовательности на осно-
ве известных субстратов для 169 протеаз чело-
века. Предлагаемый подход применен к S-бел-
ку SARS-CoV-2  штамма Wuhan. В  результате 
разработанный метод прошел успешную вали-
дацию. Так, применив модели специфичности 
протеаз к  аминокислотной последовательно-
сти, мы  идентифицировали протеазы фурин 
и TMPRSS2 как характеризующиеся наивысши-
ми значениями CS для сайтов S1/S2 и S2’ соот-
ветственно. Применив метод предсказания уяз-
вимости участков белка к протеолизу на основе 
анализа трехмерной структуры S-белка, мы убе-
дились в доступности известных сайтов проте-
олиза этого вирусного гликопротеина для про-
теаз. Полученные нами результаты согласуются 
с результатами исследований сайтов протеолиза 
S-гликопротеина SARS-CoV-2 [5]. Представлен-
ный метод, разработанный для решения задачи 
поиска протеаз, активных относительно бел-

ков оболочки вирусов, может применяться для 
идентификации субстратов и активных в их от-
ношении протеаз, задействованных в  любых 
клеточных процессах, связанных с протеолити-
ческой регуляцией, – например, таких как пе-
редача сигнала в клетке, коагуляция и апоптоз.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в  рамках научного проекта 
№ 20-04-60066.

В данной работе отсутствуют исследования 
человека или животных.

Авторы заявляют об  отсутствии конфликта 
интересов.

Разработанный метод находится в  сво-
бодном доступе по  адресу: https://github.com/
KazanovLab/ProteaseSpecificityModels
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A Bioinformatics Method for Identification of Human Proteases Active against Viral 
Envelope Glycoproteins: A Case Study on the SARS-CoV-2 Spike Protein 
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Many viruses, including SARS-CoV-2, the coronavirus responsible for the COVID-19 pandemic, enter host 
cells through a process cell-viral membrane fusion that is activated by proteolytic enzymes. Typically, these 
enzymes are host cell proteases. Identifying the proteases that activate the virus is not a  simple task but 
is important for the development of new antiviral drugs. In this study, we developed a bioinformatics method 
for identifying proteases that can cleave viral envelope glycoproteins. The proposed approach involves the 
use of predictive models for the substrate specificity of human proteases and the application of structural 
analysis method for predicting the vulnerability of protein regions to proteolysis based on their 3D structures. 
Specificity models were constructed for 169 human proteases using information on their known substrates. 
A previously developed method for structural analysis of potential proteolysis sites was applied in parallel 
with specificity models. Validation of  the proposed approach was performed on  the SARS-CoV-2 spike 
protein, the proteolysis sites of which had been well studied.
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Внеклеточные мембранные везикулы являются важным фактором коммуникации в бактериальных 
популяциях и при взаимодействии бактерий с хозяином. Везикулы как носители различных регу-
ляторных и сигнальных молекул обусловливают возможность их использования в качестве биомар-
керов заболеваний и перспективных терапевтических агентов, в том числе вакцинных препаратов. 
Состав мембранных везикул расшифрован у ограниченного числа грамотрицательных и грамполо-
жительных бактерий. В данной работе впервые выделены, визуализированы и охарактеризованы 
внеклеточные мембранные везикулы стрептомицинустойчивого штамма Bacillus pumilus 3-19, про-
дуцента внеклеточной гуанилпредпочитающей рибонуклеазы – биназы. Установлено, что в вези-
кулах отсутствует генетический материал, а спектр белков зависит от содержания фосфата в среде 
культивирования. Везикулы, продуцируемые бактериями, которые росли на среде с дефицитом 
фосфата, несут 49 уникальных белков, на среде с высоким содержанием фосфата – 101 белок. Оба 
типа везикул включают 140 общих белков. В везикулах идентифицированы флагеллярные белки, 
РНКаза J – основной фермент РНК-деградосомы, фосфатазы, пептидазы, транспортеры железа, 
сигнальные пептиды. Белки антибиотикорезистентности и  амилоидоподобные белки, которые 
присутствуют в клетках B. pumilus 3-19, в везикулах не обнаружены. Биназа, индуцируемая дефи-
цитом фосфата, обнаружена только в составе везикул, полученных на среде с дефицитом фосфата.

Ключевые слова: внеклеточные мембранные везикулы, Bacillus pumilus, геном, протеом, РНКаза, 
биназа, флагеллярные белки, амилоидоподобные белки
DOI: 10.31857/S0026898424010186, EDN: NRBQXZ

Сокращения: МВ – мембранные везикулы; LPM – сре-
да с низким содержанием фосфата; HPM – среда с вы-
соким содержанием фосфата.

ВВЕДЕНИЕ
Большинство бактерий обладают способ-

ностью продуцировать сферические мембран-
ные наночастицы диаметром от  20  до  400 нм, 
называемые мембранными везикулами (МВ). 
МВ  содержат различные молекулы и  выполня-
ют определенные функции, включая транспорт 
факторов вирулентности, перенос ДНК, перехват 
бактериофагов, антибиотиков и эукариотических 
факторов защиты хозяина, детоксикацию клеток 
и коммуникацию бактерий [1]. Впервые МВ, об-
разующиеся путем вздутия и  пузырения (блеб-
бинга) внешней мембраны, были обнаружены 
у грамотрицательных бактерий. Недавно описаны 
везикулы грамотрицательных бактерий, форми-
рующиеся из  обеих мембран (наружной и  вну-

тренней) в результате запускаемого эндолизином 
лизиса клеток [2]. Грамположительные бактерии 
также секретируют везикулы, которые образуются 
из цитоплазматической мембраны, однако их изу-
чение было начато позднее, поскольку значитель-
ный слой муреина в клеточной стенке этих бак-
терий обуславливает низкую продукцию МВ [3].

Исследование состава МВ представляет зна-
чительный интерес, поскольку раскрывает осо-
бенности взаимодействия между бактериальны-
ми клетками, а также взаимодействия бактерий 
с клетками эукариотических организмов, в том 
числе и в системе патоген–хозяин. В состав ве-
зикул входят не  только компоненты внешней 
мембраны – липополисахариды, фосфолипиды, 
белки, но и белки периплазмы, некоторые цито-
плазматические ферменты и нуклеиновые кис-
лоты. Вариабельный состав МВ свидетельствует 
о еще нераскрытом потенциале их практическо-
го использования, в частности в качестве новых 
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биомаркеров заболеваний, а также для создания 
неклеточных вакцин. 

Расшифрован протеомный состав МВ гра-
мотрицательных бактерий Bacteroides thetaio-
taomicron [4], Fusobacterium nucleatum [5], Hae-
mophilus parasuis [6]. Burkholderia multivorans 
[7]. Методами синтетической биологии создан 
штамм Escherichia coli BL21(DE3)Δ60, продуци-
рующий МВ с минимизированным протеомом, 
лишенным 59  эндогенных белков способный 
нести до  30% рекомбинантных белков как ба-
зовый штамм для получения новых вакцинных 
препаратов [8].

Проведен анализ протеома везикул таких 
грамположительных бактерий, как Staphylococcus 
aureus [9, 10], Streptococcus pneumonia [11], Bacillus 
subtilis [12], Granulicatella adiacens [13].

B. pumilus  – известный продуцент внекле-
точной рибонуклеазы (РНКазы), которая об-
ладает противоопухолевыми [14–16] и  проти-
вовирусными свойствами [17–20]. Продукция 
МВ и их состав у этой бактерии неизвестны. 

В настоящей работе подтверждена возмож-
ность образования МВ  стрептомицинустойчи-
вым штаммом B. pumilus 3-19 и проанализирован 
состав этих МВ. В особую задачу выделено срав-
нение протеомов МВ, продуцируемых на средах 
с высоким и низким содержанием фосфора, по-
скольку дефицит фосфата индуцирует биосин-
тез внеклеточных РНКаз бациллами [21], полу-
чение которых имеет практическую значимость 
для терапевтических нужд. Принципиальное 
фундаментальное значение имеет также реше-
ние вопроса переноса генов и белков антибио-
тикорезистентности в составе МВ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Штамм и  условия культивирования. Штамм 

B. pumilus 3-19 (GenBank № HQ650161.1; ВКПМ 
В-9862) поддерживали на  агаризованной сре-
де Лурия–Бертани; для анализа везикул клет-
ки высевали на глюкозо-пептонные среды (два 
варианта) состава (г/л): пептон  – 20.0, CaСl2 · 
2H2О – 0.1, MgSO4 · 7 H2O – 0.3, NaCl – 3.0, глю-
коза – 10.0 (рН 8.4–8.5). В состав среды с низ-
ким содержанием фосфата (LPM) входил пептон 
Семипалатинский (Россия), с высоким (HPM) – 
пептон компании “Пан-Эко” (Россия). Штамм 
для получения МВ культивировали до достиже-
ния логарифмической фазы (OD600 > 2.0).

Определение концентрации фосфора в среде. 
Содержание фосфора в среде определяли коло-
риметрически по  образованию фосфорно-мо-
либденовой сини после добавления к 1 мл сре-

ды 0.8 мл раствора молибдата натрия (1.8%-ный 
в 2.5 Н серной кислоте) и 0.2 мл хлорида оло-
ва (0.4%-ный в  концентрированной соляной 
кислоте) [22]. Колориметрирование проводили 
на  КФК-2  при длине волны 670 нм. Содержа-
ние фосфора в  среде определяли по  формуле: 
фосфор (мкг/мл) = С × Р, где С – концентрация 
фосфата, найденная по калибровочной кривой, 
Р  – разведение. В  качестве стандартного рас-
твора использовали однозамещенный фосфат 
калия, содержащий 0.1 мг фосфора в 1 мл.

Выделение и  очистка внеклеточных везикул 
(МВ). МВ выделяли согласно алгоритму, разра-
ботанному для грамположительных бактерий [9, 
12]. Клетки осаждали центрифугированием при 
6000 g  в  течение 20  мин, после чего суперна-
тант фильтровали через стерильный ацетат-цел-
люлозный фильтр Minisart (“Sartorius Stedim Bi-
otech GmbH,” Германия) с размером пор 100 нм. 
Стерильный фильтрат концентрировали в 20 раз 
с помощью концентратора Vivacell 100 (“Sartori-
us Stedim Biotech GmbH”). Везикулы осаждали 
ультрацентрифугированием (100 000 g, 2 ч, 8ºC) 
с  использованием ротора MLA-80  (“Beckman 
Coulter Optima™” MAX-E), осадок суспенди-
ровали в буфере (50 мМ Tрис-HCl pH 7.4, 150 
мМ  NaCl, 2  мМ  MgCl2). Полученную суспен-
зию везикул наслаивали на ступенчатый гради-
ент 10–20–40% Optiprep (“Sigma”, США) и раз-
деляли с  помощью ультрацентрифугирования. 
Фракции везикул двукратно промывали в буфе-
ре (50 мМ Tрис-HCl, 150 мМ NaCl, 2 мМ MgCl2 
pH 7.4) и снова осаждали центрифугированием. 
Полученный осадок ресуспендировали в буфере 
с добавлением 1 мМ PMSF (“Fluka”, Германия). 
Отсутствие в  исследуемом препарате везикул 
примесей клеток проверяли микроскопирова-
нием и высевом на агаризованную среду LB.

Выделение и очистка ДНК. Суммарную ДНК 
выделяли методом фенол-хлороформной экс-
тракции с предварительной обработкой образ-
цов ДНКазой I  и  протеиназой К.  Количество 
выделенной ДНК оценивали с помощью флуо-
риметра Qubit 2.0 (“Invitrogen”, США).

Секвенирование ДНК. ДНК для секвениро-
вания на приборе Illumina Miseq фрагментиро-
вали, используя ультразвуковой фрагментатор 
Covaris S220 (“Covaris”, США), после чего про-
водили подготовку ДНК-библиотек с помощью 
коммерческого набора NEBNext Ultra II  DNA 
Library Prep kit for Illumina (“NEB”, США). Для 
количественной оценки библиотек использова-
ли флуориметр Qubit 2.0 (“Invitrogen”). Качество 
библиотек оценивали на чипах High Sensitivity, 
2100 Bioanalyzer (“Agilent Technologies”, США). 

Полученные риды картировали на  сборку 
генома B. pumilus 3-19 (GenBank № HQ650161.1) 
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с помощью Bowtie2 и подсчитывали, используя 
программу featureCounts [23].

Протеомный анализ везикул. Протеомное 
профилирование МВ  проводили с  помощью 
LC/ESI-MS/MS. Белки МВ растворяли в буфере 
(25 мМ Трис-HCl pH 6.8, 5% глицерина, 0.05% 
бромфенолового синего, 1% SDS; 50 мМ ДТТ), 
центрифугировали (12 000 g, 10 мин) и отбирали 
супернатант, содержащий белки.

Белки разделяли с  помощью одномерно-
го электрофореза в 12%-ном полиакриламидом 
геле и окрашивали с помощью Кумасси G-250. 
Фракции белков вырезали из  геля и  отмыва-
ли в ddiH2O (15 мин) и смеси ацетонитрил: 200 
мМ NH4HCO3 (1 : 1) при 50°С в течение 30 мин. 
К  гелю добавляли рабочий раствор трипсина 
(“Promega”, США). Трипсинолиз проводили при 
37°С в течение ночи. Для экстракции пептидов 
из геля в каждую пробирку добавляли по 20 мкл 
0.5%-ного  раствора ТФУ и  инкубировали в  те-
чение 10 мин на ультразвуковой бане. Продукты 
трипсинолиза очищали на колонках (Pierce С18 
Tips, “Thermo Fisher”) согласно инструкции фир-
мы-изготовителя и высушивали на центрифуж-
ном испарителе (“Eppendorf”, Германия).

Белки МВ  идентифицировали с  помощью 
хромато-масс-спектрометрии. Спектры получа-
ли на  приборе Maxis Impact (“Bruker”, Герма-
ния), укомплектованном системой для ВЭЖХ 
Dionex Ultimate 3000 Series (“Thermo Fisher 
Scientific”, США). Образцы растворяли в  сме-
си метанола (1%), муравьиной кислоты (0.1%) 
и  воды (98.9%) (об/об), наносили на  колонку 
Acclaim PepMap RSLC (“Thermo Fisher Scien-
tific”) и элюировали в течение 3 ч, увеличивая 
содержание смеси ацетонитрила (99.9%) и му-
равьиной кислоты (0.1%) с 2 до 60%.

Масс-спектры (MS1) получали при следую-
щих параметрах: детекция молекулярных ионов 
в  диапазоне 300–2000 m/z, время накопления 
сигнала 250 мс. Для получения спектров MS2 
выбирали ионы с  соотношением сигнал/шум 
не менее 400 и зарядом от 2 до 5. Детекцию ио-
нов проводили в диапазоне 200–2000 m/z, вре-
мя накопления сигнала 50 мс для каждого роди-
тельского иона. Точность измерения составляла 
0.6 Да. Полученные MS/MS-спектры анализи-
ровали с использованием программы MASCOT 
(“Matrix Science, Inc.”). Идентификацию белка 
считали надежной при обнаружении минимум 
двух разных по аминокислотной последователь-
ности пептидов со значением PEPscore ≥ 14.

Атомно-силовая микроскопия. Образцы кле-
точных культур, сконцентрированные цен-
трифугированием (5000 g, 15  мин), наносили 
на предметное стекло и высушивали при ком-

натной температуре. Визуализацию бактерий 
проводили на воздухе при комнатной темпера-
туре и  постоянной влажности в  полуконтакт-
ном и контактном режимах на атомно-силовом 
микроскопе Solver P47H (“НТ-МДТ”, Россия) 
[24]. Использовали стандартные кремниевые 
кантилеверы, радиус кривизны острия которых 
не превышал 10 нм. Сканирование производили 
с разрешением 512 × 512 пикселей.

Трансмиссионная электронная микроскопия. 
Образцы подготавливали стандартным мето-
дом [25]. Везикулы фиксировали в  течение 
16  ч  в  растворе 2.5%-го  глутарового альдегида 
в 0.1 М фосфатном буфере рН 7.2–7.4 при 4°С, 
центрифугировали при 35  000 g  (8°С, 70  мин), 
насыщали парами 1% OsO4, для обезвоживания 
промывали осадок спиртом и ацетоном. К осад-
ку добавляли окись пропилена, инкубировали 
в  течение 30  мин, далее осадок пропитывали 
эпоновой смолой. Блоки, полученные после 
полимеризации, нарезали и  проводили транс-
миссионную электронную микроскопию (ми-
кроскоп JEM-100 CX, Япония).

Статистика и  биоинформатика. Для пред-
сказания субклеточной локализации белков 
из МВ бактерий, выращенных на LPM и HPM, 
использовали их  аминокислотные последова-
тельности и программное обеспечение PSORTb 
v3.0.3, доступное онлайн на  https://www.psort.
org/psortb/ [26]. Последовательности исполь-
зовали также для присвоения белкам номера 
K  (KO) и  для их  функциональных аннотаций 
с  применением программного обеспечения 
BlastKOALA на  сайте KEGG (Киотская энци-
клопедия генов и геномов) (https://www.kegg.jp/
blastkoala/) [27]. Microsoft Excel 2019 из пакета 
Microsoft Office использовали для расчета крат-
ности и  статистической значимости измене-
ний между белками МВ бактерий, выращенных 
на LPM и HPM, с целью их последующего гра-
фического представления в соответствии с про-
граммным обеспечением VolcaNoseR (https://
huygens.science.uva.nl/VolcaNoseR/) [28]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Образование и характеристика МВ

В  условиях фосфатного голодания в  бакте-
риях активируется синтез внеклеточных гуанил-
предпочитающих РНКаз, что подтверждает уча-
стие этих ферментов в извлечении питательных 
веществ из  труднодоступных субстратов [20]. 
Для выявления возможной секреции РНКаз 
в  составе МВ  мы  выбрали два варианта сред 
культивирования бактерий: HPM, в  которой 
содержание фосфора составляло 82  ± 8  мкг/
мл, и LPM, содержащей 20 ± 2 мкг/мл фосфо-
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Рис. 1. Визуализация внеклеточных везикул Bacillus pumilus 3-19 с помощью атомно-силовой (а) и трансмиссионной 
электронной (б) микроскопии.

ра, учитывая, что на  среде HPM практически 
отсутствует секреция РНКаз. Образование МВ, 
представляющих собой сферические образова-
ния размером 80–120 нм, выявлено при росте 
бактерий на обеих средах (рис. 1).

Максимальное число генов, идентифициро-
ванных у B. pumilus, составляет 3679 (GenBank 
№ CP054310.1). Нами секвенированы фрагмен-
ты ДНК бактерий, выращенных на среде LPM, 
и  идентифицированы 3507 генов, из  которых 
686 кодируют гипотетические белки (табл.  S1, 
см. Дополнительные материалы на сайте http://
www.molecbio.ru/downloads/2024/1/supp_Kurdy_
rus.pdf). Некоторые различия в числе идентифи-
цированных генов связаны с  паттерном мети-
лирования бактериальной ДНК, техническими 
особенностями процесса секвенирования и не-
совершенством сборки геномов, варьирующи-
ми в зависимости от условий культивирования 
[29]. Проведено предварительное исследование 
генома B. pumilus, направленное на  изучение 
возможного попадания каких-либо генов в МВ. 
Ранее считали, что для МВ грамположительных 
бактерий характерно отсутствие генетического 
материала [30]. Хотя в последнее время зафик-
сировано присутствие ДНК в везикулах Clostrid-
ium perfringens [31], S. mutans [32], в МВ B. subtilis 
ДНК не обнаружена [12]. Во фракциях везикул 
B. pumilus 3-19 нам также не удалось обнаружить 
ДНК. Таким образом, МВ B. pumilus 3-19 пред-
ставляют собой липопротеидные комплексы, 
не участвующие в переносе ДНК.

Функциональный анализ протеома МВ

Протеомный анализ везикул B. pumilus, вы-
ращенных на среде LPM, выявил в них 189 бел-

ков. В протеоме везикул бактерий, выращенных 
на HPM, обнаружен 241 белок. Как видно из ди-
аграммы Венна, везикулы обоих типов содержат 
140 общих белков (табл.  S2, см. Дополнитель-
ные материалы).

Идентифицированные белки были распреде-
лены по функциональным группам с помощью 
BLAST-анализа. Установлено, что в  везикулах 
из  клеток, росших на  среде LPM, увеличено 
количество белков, функции которых связаны 
с  биосинтезом и  метаболизмом липидов, ами-
нокислот, гликанов, а  также обработкой гене-
тической информации и информации об окру-
жающей среде. Доля белков, участвующих 
в энергетическом и углеводном обменах, напро-
тив, понижена (рис. 3).

LPM

HPM

49 140 101

Рис. 2. Диаграмма Венна, показывающая количество 
белков в везикулах, полученных при культивировании 
B. pumilus 3-19 на средах LPM и HPM.
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Рис. 3. Группы белков с  известными функциями в  мембранных везикулах B. pumilus 3-19, полученных при 
культивировании штамма на средах HPM (а) и LPM (б) (программное обеспечение BlastKOALA).

Анализ локализации белков показал, что ве-
зикулы бактерий, выращенных на  среде LPM, 
включают больше белков, аннотированных как 
внеклеточные и  связанные с  цитоплазматиче-
ской мембраной по  сравнению с  везикулами 
с HPM, которые содержат больше цитоплазма-
тических белков (рис. 4).

В  везикулах бактерий, культивируемых 
на  среде LPM, обнаружена РНКаза (№  34 
в табл. S2, см. Дополнительные материалы). Как 
показал BLAST-анализ, аминокислотная после-
довательность этого белка полностью идентична 
последовательности внеклеточной РНКазы  – 
биназы (GenBank № CAA37735.1). В везикулах 
бактерий, росших на  среде HPM, этот белок 
отсутствует. Таким образом, нами впервые по-
казано, что на среде с низким содержанием фос-
фора B. pumilus 3-19 секретирует биназу в соста-
ве МВ (рис. 5а).

РНКаза J, основной фермент РНК-деградо-
сомы, играет существенную роль в глобальном 
распаде мРНК. Этот фермент идентифицирован 
в составе МВ, продуцируемых клетками, расту-
щими как на среде LPM, так и HPM (рис. 5а).

Многие бациллы используют для ограничен-
ного движения (скольжения) на влажных агаро-
вых поверхностях нитевидные выросты – фим-
брии (пили). Отдельные клетки в  популяциях 
двигаются со скоростью от 76 до 116 мкм/с [33]. 
Переход от подвижности к формированию био-
пленки включает ингибирование транскрипции 
генов фимбрий; в  отсутствие синтеза de  novo 
фимбрии исчезают, что сопровождается стаби-
лизацией биопленки [34]. Мы выращивали бак-
терии на жидкой среде, где биопленка не обра-
зовывалась, и смогли визуализировать фимбрии 
с  помощью атомно-силовой микроскопии 
(рис. 1а).
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Рис. 4. Локализация белков мембранных везикул B. pumilus 3-19, выращенных на средах LPM и HPM (программное 
обеспечение PSORTb v3.0.3). За 100% принято количество белков в везикулах каждой фракции.

Белки фимбрий обнаружены нами в соста-
ве МВ  B. pumilus. Поскольку эти белки при-
сутствуют у  подвижных жгутиковых бактерий, 
их относят к флагеллярным. В геноме B. pumilus 
3-19  присутствуют 33  гена, кодирующих фла-
геллярные белки. Уровень белка FlgG повышен 
в  МВ  бактерий, выращенных на  среде LPM, 
в то время как в везикулах бактерий, выращен-
ных на HPM, повышен уровень флагеллярного 
моторного белка MotA. Белки FlgK и флагеллин 
в МВ обоих типов представлены в равных коли-
чествах (рис. 5б).

У бактерий нитчатые структуры входят в со-
став внеклеточного матрикса, который окружает 
клетку и тем самым обеспечивает защиту от не-
благоприятных условий окружающей среды. 
Подобные структуры, хорошо изученные у En-
terobacteriaceae [35], состоят из так называемых 
функциональных амилоидов или, более кор-
ректно, амилоидоподобных белков, имеющих 
конструктивную функцию в  отличие от  ами-
лоидных волокон, связанных с заболеваниями. 
Амилоидоподобные белки вовлечены в форми-
рование биопленок, фимбрий, в адгезию клеток. 
Эти белки описаны и у грамположительных бак-
терий Streptomyces coelicolor и B. subtilis [36].

Амилоидоподобный белок TasA является 
основным матричным белком в  биопленках 
B. subtilis [37, 38]. Нуклеотидные последова-
тельности гена TasA идентифицированы у  B. 
subtilis B. velezensis, S. pneumoniae, а  также у  B. 
pumilus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/

KC576815.1). Анализ генома B. pumilus 3-19 вы-
явил в нем ген амилоидоподобного белка TapA 
(№  2767, amyloid fiber anchoring/assembly pro-
tein, табл. S1, см. Дополнительные материалы), 
который служит праймером для олигомериза-
ции TasA. Однако в  состав везикул этот белок 
не входит. 

Таким образом, в  настоящей работе впер-
вые зафиксировано образование внеклеточных 
МВ B. pumilus 3-19 и определен их состав. Уста-
новлено, что МВ  не  содержат генетического 
материала и различаются спектром белков, ко-
торый зависит от содержания фосфата в среде 
культивирования штамма. МВ несут 140 общих 
белков; 49 уникальных белков идентифициро-
вано в везикулах клеток, росших на среде LPM, 
и 101 – на среде HPM. В везикулах обнаружены 
флагеллярные белки и не найдены белки анти-
биотикорезистентности и  амилоидоподобные 
белки, гены которых присутствуют в клетках B. 
pumilus 3-19. Оба типа везикул содержат РНКа-
зу J, основной фермент РНК-деградосомы. Се-
кретируемая РНКаза – биназа, синтез которой 
индуцируется дефицитом фосфата, входит в со-
став МВ клеток, культивируемых на среде LPM, 
но не HPM.

Авторы благодарят директора Междисци-
плинарного центра протеомных исследований 
КФУ Т.В. Григорьеву за помощь в работе.
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Proteome of Extracellular Membrane Vesicles from Bacillus pumilus 3-19
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Production of extracellular membrane vesicles plays an important role in communication in bacterial pop-
ulations and in bacteria - host interaction. Vesicles as carriers of various regulatory and signaling molecules 
may be potentially used as disease biomarkers and promising therapeutic agents, including vaccine prepara-
tions. The composition of membrane vesicles has been deciphered for a limited number of Gram-negative 
and Gram-positive bacteria. In this work, for the first time, extracellular membrane vesicles of a streptomy-
cin-resistant strain Bacillus pumilus 3-19, a producer of extracellular guanyl-preferring ribonuclease binase, 
are isolated, visualized, and characterized by their genome and proteome composition. It has been estab-
lished that there is no genetic material in the vesicles, and the spectrum of proteins differs depending on the 
phosphate content in the culture medium of the strain. Vesicles from a phosphate-deficient medium carry 
49 unique proteins in comparison with 101 from a medium with the high phosphate content. The two types 
of vesicles had 140 mutual proteins. Flagellar proteins, RNase J – the main enzyme of RNA degradosomes, 
phosphatases, peptidases, iron transporters, signal peptides, were identified in vesicles. Antibiotic resistance 
proteins and amyloid-like proteins whose genes are present in B. pumilus 3-19 cells are absent. Phosphate 
deficiency-induced binase was found only in vesicles from a phosphate-deficient medium.

Keywords: extracellular membrane vesicles, Bacillus pumilus, genome, proteome, RNase, binase, flagellar 
proteins, amyloid-like proteins




