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Этот специальный выпуск журнала “Молеку-
лярная биология” посвящен и содержит материа-
лы Международной мультиконференции “Био-
информатика геномной регуляции и структур-
ной/системной биологии” (БГРС/СБ), которая
на протяжении более 20 лет успешно занимает
позицию одного из ведущих форумов по двум пе-
редовым направлениям современной науки: био-
информатике и системной биологии.

Так же как любое здание не может быть по-
строено без фундамента, так и понимание меха-
низмов функционирования живых систем невоз-
можно без знания биоинформатических основ
функционирования биологических процессов на
уровне клетки и организма. Форум БГРС/СБ уже
давно вышел за рамки обычной конференции по
геномике, транскриптомике и биоинформатике и
перерос в мультиконференцию, которая объеди-
няет симпозиумы по ведущим направлениям мо-
лекулярной биологии, структурной биологии,
фармакологии, эволюционной, популяционной
и медицинской геномики, биотехнологии, ней-
рогеномики, нейродегенерации, иммунологии,
репарации ДНК, клеточной гибели, вирусологии,
микробиологии и ряду ведущих направлений со-
временной биомедицины.

Актуальность конференции БГРС/СБ и широ-
та рассматривающихся на ней вопросов обуслов-
лены тем, что что в генетике произошел инфор-
мационный взрыв, связанный с появлением эф-
фективных методов расшифровки геномов и
снижением при этом стоимости геномного секве-
нирования более чем на 4 порядка за последние
15 лет. Как результат этого прогресса, науки о
жизни стали главным источником больших дан-
ных, опередив по темпам роста не только другие

области знаний, но даже социальные сети. Одно-
временно совершенствовались эксперименталь-
ные методы транскриптомного, протеомного,
метаболомного и других видов исследований. Все
это стало грандиозным вызовом для биоинфор-
матики и системной компьютерной биологии, так
как темпы генерации геномных и других типов
данных превосходят возможности их компьютер-
ного анализа; а объем и сложность этих данных на-
столько велики, что их понимание, интерпретация
и тем более практическое применение невозмож-
ны без внедрения новых информационных техно-
логий, эффективных методов анализа и компью-
терного моделирования живых систем.

Следует отметить, что прямо на наших глазах
зародилась “новая биология”, ключевая особен-
ность которой заключается в тесной интеграции
экспериментальных и компьютерных техноло-
гий. По этой причине основная задача мульти-
конференции состоит в создании биоинформати-
ческой основы для понимания ключевых направ-
лений биологических наук и биомедицины с
привлечением всех современных знаний по ком-
пьютерному и математическому анализу. Следует
отметить, что это уникальный форум в мировом
научном сообществе, которому, безусловно, нет
аналогов во всем мире ни по масштабу, ни по
охвату научных направлений.

Биоинформатика и системная компьютерная
биология относятся к числу сквозных генетиче-
ских технологий генерации новых знаний в обла-
сти наук о жизни, обеспечивающих хранение, об-
работку и анализ больших данных по геномике,
транскриптомике, протеомике, метаболомике и
другим новейшим технологиям. Именно этим об-
стоятельством и определяется междисциплинар-

УДК 573.7



154

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

КОЛЧАНОВ, ЛАВРИК

ный характер конференции БГРС/СБ, в рамках
симпозиумов которой помимо алгоритмов и мето-
дов анализа генетических данных и математиче-
ского моделирования живых систем рассматрива-
ются результаты применения методов биоинфор-
матики и системной компьютерной биологии для
решения широкого круга прикладных задач в раз-
личных областях науки о жизни.

Мультиконференция БГРС/СБ-2022, которая
прошла в июле 2022 года, была уже тринадцатой и
в ней приняли участие более 650 человек. Все эти
годы организатором конференция был Новоси-
бирский институт цитологии и генетики Сибир-
ского отделения Российской академии наук
(ИЦиГ СО РАН), а ее руководителем ‒ академик
Николай Александрович Колчанов. На конфе-
ренцию приезжает много ученых со всех уголков
России и из-за рубежа. Кроме того, в рамках
мультиконференции БГРС/СБ большое внима-
ние уделяется подготовке новых кадров, поэтому
ее проведение сопровождается курсом “Школы
молодых ученых по биоинформатике и систем-
ной биологии”.

Специальный выпуск журнала “Молекуляр-
ная биология” отражает структуру Международ-
ной мультиконференции БГРС/СБ-2022 и вклю-
чает как научно-исследовательские статьи, так и
обзоры по ключевым направлениям биоинформа-
тики, биологии, биотехнологии и биомедицины.
В нем представлены работы как отечественных,
так и зарубежных ученых; причем значительная
их часть выполнена в ИЦиГ СО РАН, который
постоянно является основным организатором
конференции, а также в Новосибирском инсти-
туте химической биологии и фундаментальной
медицины Сибирского отделения Российской
академии наук (ИХБФМ СО РАН). Кроме того, в
подготовке выпуска приняли участие сотрудники
Московского физико-технического института, а
также Университета “Сириус”.

Следующую мультиконференцию БГРС/СБ
планируется провести в 2024 г., как всегда, в Но-
восибирске, а ее организаторы надеются, что ин-
терес к этому форуму будет неуклонно расти и
вдохновлять на новые открытия ее участников.
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НЕРИБОСОМНЫХ ПЕПТИДОВ

© 2023 г.   А. И. Клименкоa, С. А. Лашинa, Н. А. Колчановa, Д. А. Афонниковa, Ю. Г. Матушкинa, *
aИнститут цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук,

Новосибирск, 630090 Россия
*e-mail: mat@bionet.nsc.ru

Поступила в редакцию 27.07.2022 г.
После доработки 29.08.2022 г.

Принята к публикации 31.08.2022 г.

Нерибосомные пептиды, обладающие широкой биологической активностью, играют важную роль
в жизнедеятельности бактерий. В частности, они действуют как антибиотики, токсины, поверх-
ностно-активные вещества, сидерофоры, а также выполняют ряд других специфических функций.
Биосинтез этих молекул происходит не на рибосомах, а с помощью специальных ферментов, гены
которых образуют кластеры в бактериальных геномах. Мы предположили, что синтез нерибосом-
ных пептидов является специфической особенностью метаболизма бактерий, которая может затра-
гивать и другие жизненно важные процессы, в том числе и связанные с трансляцией. Нами впервые
показана связь между механизмом регуляции трансляции белоккодирующих генов в бактериях, ко-
торый в значительной степени определяется эффективностью элонгации трансляции, и наличием
в геномах кластеров генов биосинтеза нерибосомных пептидов. Проведен биоинформатический
анализ эффективности элонгации трансляции белоккодирующих генов 11679 геномов бактерий,
часть из которых содержала кластеры генов биосинтеза нерибосомных пептидов, а другая часть –
нет. Показано, что бактерии, геномы которых содержат кластеры биосинтетических генов нерибо-
сомных пептидов, и бактерии, которые не содержат кластеры таких генов, имеют значимые разли-
чия в молекулярных механизмах, обеспечивающих эффективность трансляции. Так, существенно
меньшая часть микроорганизмов, геномы которых содержат кластеры генов нерибосомных пептид-
ных синтетаз, характеризуется оптимизированной регуляцией количества локальных инвертиро-
ванных повторов, большая же часть имеет геномы, оптимизированные за счет усредненной энергии
шпилек инвертированных повторов в мРНК и дополнительно за счет состава кодонов. Полученные
нами результаты позволяют предположить, что присутствие путей биосинтеза нерибосомных пеп-
тидов может влиять на структуру общего метаболизма бактерий, что выражается и в специфике ме-
ханизмов рибосомного биосинтеза белков.

Ключевые слова: нерибосомные пептиды, синтетазы нерибосомных пептидов, эффективность
элонгации трансляции, бактерии, аннотация генома
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ВВЕДЕНИЕ
Нерибосомные пептиды (НРП) составляют

важную фракцию бактериальных пептидомов.
Будучи классом вторичных пептидных метаболи-
тов, НРП обладают чрезвычайно широким спек-
тром биологической активности и фармакологи-
ческих свойств. Согласно базе данных Norine [1],
НРП действуют как антибиотики (61%), токсины
(17%), поверхностно-активные вещества (16%),

сидерофоры (11%), противоопухолевые агенты
(4%) и модификаторы иммунного ответа (4%);
при этом ~25% НРП, включенных в базу данных,
обладают несколькими видами активности. Био-
синтез НРП является модульным, в его основе ле-
жит использование особых ферментов – синтетаз
нерибосомных пептидов (НРПС), которые коди-
руются кластерами генов в бактериальных гено-
мах [2]. Эти ферменты достаточно хорошо анно-
тированы, что позволяет выявлять присутствие
их генов в геномах бактерий биоинформатиче-
скими методами на основе сравнения аминокис-

Сокращения: НРП – нерибосомные пептиды; НРПС –
синтетазы нерибосомных пептидов; EEI – индекс эффек-
тивности элонгации (Elongation Efficiency Index).
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лотных последовательностей с профилями скры-
тых цепей Маркова (Hidden Markov Models) [3].
Это позволило на основе биоинформатического
анализа большого количества геномов провести
аннотацию кластеров генов биосинтеза НРП и
описать их функциональные особенности [4].

Эффективность экспрессии генов играет ре-
шающую роль в синтетической биологии и ге-
номной инженерии. Хотя на экспрессию генов
бактерий влияют несколько процессов (тран-
скрипция, трансляция, посттрансляционная мо-
дификация и др.), уровень их экспрессии в основ-
ном определяется эффективностью элонгации
трансляции [5, 6].

Для того чтобы провести необходимые экспе-
рименты по определению уровня экспрессии ге-
нов в интересующем организме, нужно затратить
немало финансовых и временных ресурсов. Ме-
тоды биоинформатики позволяют в первом при-
ближении решить эту проблему, оценив уровень
экспрессии гена в данном организме на основе
анализа его нуклеотидного состава.

Эффективность элонгации трансляции – это
характеристика “оптимальности” нуклеотидной
последовательности генов: чем активнее происхо-
дит экспрессия указанных генов, тем выше индекс
эффективности элонгации (EEI – Elongation Effi-
ciency Index) [5, 6]. Оптимизация может проходить
по частотам используемых кодонов, минимизации
количества и “прочности” потенциальных шпилек
на мРНК и комбинации этих параметров. Про-
грамма EloE [7, 8] – это инструмент ранжирования
генов на основе предполагаемой эффективности
элонгации трансляции их мРНК, определяемой по
нуклеотидным последовательностям, с учетом та-
ких факторов, как состав кодонов, наличие и ста-
бильность вторичных структур в мРНК [5, 6]. По-
лученные предсказанные значения коррелируют с
экспериментальными данными по экспрессии ге-
нов у различных микроорганизмов [7, 8]. Таким
образом, EloE – это биоинформатический инстру-
мент для аннотации генома, позволяющий иссле-
дователю на основе только нуклеотидных последо-
вательностей всего генома выводить априорные
оценки эффективности экспрессии генов. В на-
стоящей работе мы провели оценку значений EEI
для генов, кодирующих НРПС.

Анализ эффективности элонгации трансляции
мРНК генов НРПС является важным шагом на
пути к получению знаний о свойствах бактери-
ального биосинтеза НРП, а также эволюции этих
белков в различных организмах.

В нашей работе впервые проведен поиск связи
между механизмом регуляции трансляции мРНК
белоккодирующих последовательностей в бакте-
риях, которая в значительной степени определяет-
ся эффективностью стадии элонгации и присут-
ствием в геномах кластеров генов биосинтеза НРП.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Мы провели биоинформатический анализ
кластеров биосинтетических генов (BGCs) НРП,
полученных из ANTISMASH-DB [9], используя
полногеномные последовательности бактериаль-
ных геномов, доступные в NCBI GenВank. В ос-
нове анализа лежит метод прогнозирования эф-
фективности элонгации трансляции, реализо-
ванный в программе EloE [7, 8]. Скрипты
статистического и биоинформатического анали-
за разработаны на языках Python и R с использо-
ванием программной библиотеки Biopython и
пакета robCompositions [10].

Данные о геномах бактерий, содержащих кла-
стеры генов биосинтеза НРП, взяты из ANTIS-
MASH-DB [9]. В качестве общей выборки бакте-
риальных геномов использовали данные о номе-
рах доступа геномных проектов, содержащихся в
базе данных геномов Joint Genome Institute (JGI
GOLD) [11] со статусом ‘Complete and Published’.
На основе номеров доступа из NCBI GenВank по-
лучены полногеномные последовательности ге-
номов бактерий для проведения дальнейшего
биоинформатического анализа.

ИНДЕКС ЭФФЕКТИВНОСТИ ЭЛОНГАЦИИ 
ТРАНСЛЯЦИИ EEI

В основе работы лежит алгоритм расчета индек-
са эффективности элонгации трансляции EEI,
разработанный В.А. Лихошваем и Ю.Г. Матуш-
киным [5, 6]. Этот индекс рассчитывается для
каждого гена организма и имеет смысл средней
скорости прохождения стадии элонгации транс-
ляции.

Индекс EEI рассчитывается по следующей
формуле:

(1)

где i – номер гена, K – нормирующий множитель,
обеспечивающий границы индекса от 0 до 10, w1 =
= {0, 1} и w2 = {0, 1} – индикаторные коэффици-
енты, определяющие учет слагаемых в значении
индекса. Всего имеются три нетривиальные ком-
бинации индикаторных коэффициентов:

а) w1 = 1, w2 = 0 – учитывается только слагаемое
Ta(i), которое имеет смысл среднего времени раз-
мещения в A-сайте рибосомы изоакцепторной
аминоацил-тРНК;

б) w1 = 0, w2 = 1 – учитывается только слагае-
мое Te(i), которое имеет смысл среднего времени,
затрачиваемого рибосомой на стадию транслока-
ции;

в) w1 = 1, w2 = 1 – учитываются оба слагаемых
Ta(i) и Te(i).

( ) ( ) ( )( )= +1 2EEI ,a ei K wT i w T i
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УЧЕТ КОДОННОГО СОСТАВА ГЕНА
ПРИ РАСЧЕТЕ ИНДЕКСА EEI

Первое слагаемое Ta имеет смысл среднего
времени размещения в A-сайте рибосомы изоак-
цепторной аминоацил-тРНК. Чем выше концен-
трация изоакцепторной аминоацил-тРНК, тем
быстрее комплементарная тРНК попадает в A-сайт
рибосомы. Концентрации тРНК пропорциональ-
ны концентрациям соответствующих кодонов в
выборке высокоэкспрессирующихся генов. Па-
раметр Ta вычисляют на основе анализа состава
кодонов гена по следующей формуле:

(2)

(3)

где величину 1/βδ(i,j) в простейшем случае интер-
претируют как оптимальную относительную кон-
центрацию аминоацил-тРНК, комплементарной
j-ому учитываемому кодону, а αδ(i,j) и αm имеют
смысл частот использования кодонов δ(i, j) и m в
выделенной подвыборке генов, ni – количество
кодонов в гене i, С – общее число кодонов. В ка-
честве выделенной подвыборки генов выступает
набор с заранее заданным количеством генов (ли-
бо численно, либо в процентах от общего числа
генов в геноме организма). Изначально гены вы-
бирают случайно, затем выборка постепенно из-
меняется в соответствии с рассчитываемыми зна-
чениями индекса EEI, пока не стабилизируется
на конкретном оптимальном составе генов [5, 6].

ВТОРИЧНЫЕ СТРУКТУРЫ В мРНК
Второе слагаемое Te(i) имеет смысл среднего

времени, затрачиваемого рибосомой на стадию
транслокации. Этот параметр вычисляется на ос-
нове оценки самокомплементарности i-ой мРНК
по следующей формуле:

(4)

где tmin – минимальное условное время трансло-
кации, tmax – максимальное условное время
транслокации, p(i) – вероятность реализации
максимального условного времени транслока-
ции, которая вычисляется по формуле:

(5)

(6)

(7)

где m и s2 соответственно, математическое ожи-
дание и дисперсия положительной случайной
величины, имеющей плотность распределения

, G(n + 1) – гамма-функция, LCI(i) –

индекс локальной комплементарности. Следует
отметить, что значения Те(i) существенно не из-
меняются, если в качестве p(i) выбирать другие
формы S-образной зависимости от аргумента
LCI(i) [5, 6].

ИНДЕКС ЛОКАЛЬНОЙ 
КОМПЛЕМЕНТАРНОСТИ

Индекс локальной комплементарности (LCI)
отражает насыщенность нуклеотидной последо-
вательности мРНК вторичными структурами.
При расчетах используют два типа индекса LCI:
без энергии (LCI1) и с энергией (LCI2). Первый
тип основан на предположении, что рибосома
последовательно расплетает вторичную структу-
ру независимо от ее свободной энергии. Второй
тип предполагает, что время задержки рибосомы
перед стабильной вторичной структурой может
определяться свободной энергией этой структуры.

Индекс LCI1 (без энергии) рассчитывается по
следующей формуле:

(8)

где con(i, j) – контекст гена с i-го по j-й нуклеоти-
ды,  – комплементарный контекст гена с
j-го по i-й нуклеотиды (i ≤ j). ζ(con1, con2) = 1, если
слова con1 и con2 идентичны, иначе ζ(con1, con2) = 0,
i = 0, …, NCDS, где NCDS – общее число экстрагиро-
ванных из генома CDS. Длина совершенного по-
втора (размер стебля) не меньше smin = 3 и не

больше smax = 6, расстояние между повторами
(длина свободной части петли) не меньше lmin = 3
и не больше lmax = 50. Данные значения парамет-
ров, используемые в расчетах, подобраны эмпи-
рически. Значение LCI1(i) имеет смысл среднего
числа комплементарных нуклеотидов, приходя-
щихся на один нуклеотид анализируемой после-
довательности.
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Индекс LCI2 (с энергией) рассчитывается по формуле:

(9)

где ψ – энергия вторичной структуры, которая
подсчитывается стандартным образом [12].
Остальные обозначения те же, что и для LCI1. Па-
раметры: smin = 3, smax = 6, lmin = 3, lmax = 50. Значе-
ние LCI2(i) имеет смысл средней энергетической
прочности вторичных структур в мРНК.

ПЯТЬ ТИПОВ EEI
Как отмечено выше, всего имеются три нетри-

виальные комбинации индикаторных коэффи-
циентов w1 и w2 в формуле расчета EEI. Также в
расчетах используются два типа индекса LCI.
В итоге получаются пять типов индекса EEI:

а) EEI1 = K/Ta – учитывается только кодон-
ный состав гена;

б) EEI2 = K/Te(LCI1) – учитывается только ко-
личество вторичных структур в мРНК;

в) EEI3 = K/Te(LCI2) – учитывается только
энергетическая прочность вторичных структур в
мРНК;

г) EEI4 = K/(Ta + Te(LCI1)) – учитываются и
кодонный состав, и количество вторичных струк-
тур в мРНК;

д) EEI5 = K/(Ta+Te(LCI2)) – учитываются и
кодонный состав, и энергетическая прочность
вторичных структур в мРНК.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ РАБОЧЕГО ТИПА
ИНДЕКСА EEI В ОРГАНИЗМЕ

Для определения типа индекса, лучше всего
оценивающего эффективность элонгации транс-
ляции алгоритмом EloE [7, 8], в отсортированных
списках значений каждого из пяти индексов вы-
деляют гены рибосомных белков и рассчитывают
их среднее положение (M) и стандартное откло-
нение от среднего (R) по формулам:

(10)

(11)

где Nrib – количество рибосомных генов, xi – ранг
рибосомного гена в отсортированном по увеличе-
нию индекса EEI списке генов. Для удобства пара-
метры M и R нормируют таким образом, чтобы их
значения лежали в интервалах [–100; 100] и [0; 100]
соответственно.

Гены рибосомных белков выбраны в качестве
маркеров высокоэкспрессирующихся генов, так
как известно, что рибосомные гены большин-
ства одноклеточных организмов характеризуют-
ся высоким уровнем экспрессии. В частности, в
работе [13], где введены индексы: RSCU (Rela-
tive Synonymous Codon Usage), отражающий ча-
стоту использования синонимичных кодонов в
эталонной выборке, и CAI (Codon Adaptation In-
dex), отражающий степень неравномерности ко-
донного состава гена. Эталонная выборка вклю-
чала специально выбранные гены с заведомо
высоким уровнем экспрессии (рибосомные бел-
ки, белки внешнего мембранного слоя и др.).

Основным для каждого организма считается
тот тип индекса EEI, у которого параметр M при-
нимает наибольшее значение, а параметр R –
наименьшее, т.е. рибосомные гены больше сме-
щены в сторону высокоэкспрессирующихся ге-
нов и расположены плотнее. Например, у Herpe-
tosiphon aurantiacus DSM 785 основным является
1-ый тип индекса EEI, так как он показывает бо-
лее высокий уровень экспрессии рибосомных ге-
нов, чем остальные четыре (рис. 1).

РАСЧЕТЫ EEI ДЛЯ ГЕНОВ СИНТЕТАЗ 
НЕРИБОСОМНЫХ ПЕПТИДОВ

Нами изучены особенности трансляции генов,
кодирующих НРПС. Мы оценивали эффектив-
ность элонгации трансляции мРНК этих генов на
основе индекса EEI. Величины EEI позволяют
оценить важность экспрессии белоккодирующих
генов для жизнедеятельности микроорганизма:
чем выше этот индекс, тем активнее происходит
экспрессия гена [5, 6]. Для расчета EEI по нуклео-
тидной последовательности в геноме использует-
ся комплекс программ EloE [7, 8]. Индекс рассчи-
тывают на основе частот встречаемости кодонов в
гене и локальной вторичной структуры мРНК.
Однако не выявлено никаких характерных осо-
бенностей значений EEI для этих генов на фоне
остальных генов микроорганизмов.

Мы провели анализ типов индексов EEI и оце-
нили закономерности их распределения в бакте-
риях, которые содержат/не содержат кластеры ге-
нов НРПС. Программа EloE [7, 8] на основе ана-
лиза полного набора генов в геноме бактерии
определяет индекс, оптимальный для этого орга-
низма, один из пяти возможных (EEI1, EEI2,
EEI3, EEI4, EEI5). Каждый из этих типов харак-
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теризует связанные с трансляцией процессы в ге-
номе: EEI1 учитывает только кодонный состав
рамки трансляции, влияние локальной вторич-
ной структуры мало; EEI2 – эффективность
трансляции определяется присутствием локаль-
ных инвертированных повторов; EEI3 – учиты-
вает усредненную энергию повторов, в которых
энергетически возможно образование шпильки;
EEI4 – комбинация вкладов EEI1, EEI2; EEI5 –
комбинация вкладов EEI1, EEI3.

Для оценки связи между кластерами генов, ко-
дирующих НРПС, в геноме бактерий и типом оп-
тимизации элонгации трансляции использовали
2191 геном бактерий, содержащих НРП (5676 кла-
стеров). Предварительный статистический ана-
лиз показал, что большое число (>90) генов в кла-
стерах часто встречается в геномах представите-
лей рода Streptomyces (шесть кластеров), большое
число кластеров (>2) найдено в геномах предста-
вителей родов Mycobacterium (12), Streptomyces (12),
Myxococcus (5), Paenibacillus (5), Xenorhabdus (4),
Nocardia (3) и Rhodococcus (3).

В процессе анализа оказалось, что у ряда гено-
мов один из определяющих параметров алгорит-
ма выбора оптимального индекса эффективности
элонгации трансляции – средний ранг генов ри-
босомных белков (M-значение) – оказался низ-
ким, т.е. смещение генов рибосомных белков в
сторону высоких значений EEI относительно
других генов было незначительным. Это не поз-
воляет с уверенностью отнести данные геномы к
одному из пяти типов и может сказываться на
значимости результатов поиска связи между EEI
и наличием кластеров генов НРПС. Поэтому,
чтобы исключить влияние таких геномов на
оценку EEI и обеспечить устойчивость проведен-
ного анализа, мы пересчитали результаты, полу-
ченные на предыдущем этапе, отфильтровав ге-
номы с низким индексом, т.е. эти геномы не бра-

ли в дальнейшие расчеты. Были рассмотрены два
порога качества – базовый (M ≥ 50) и более строгий
(M ≥ 75), для которых произвели пересчет полу-
ченных результатов. После фильтрации по базо-
вому порогу качества (M ≥ 50) было взято 1855 ге-
номов, содержащих гены НРПС, из 10111, про-
шедших фильтрацию и проанализированных
EloE. Также взято 8256 геномов бактерий без ге-
нов НРПС. После фильтрации по строгому по-
рогу качества (M ≥ 75) в анализ взяли 1473 генома
с генами НРПС. Геномов бактерий без генов
НРПС взяли 5960.

Выборки организмов с генами синтетаз НРП и
без НРП анализировали методом главных компо-
нент для композиционных данных [14], получен-
ных в ходе процедуры генерации повторных вы-
борок (ресэмплинга) организмов из групп двух
типов – содержащих НРП и не содержащих НРП –
и представляющих собой композицию частот оп-
тимальных типов индексов элонгации трансля-
ции в этих выборках. Результаты отображаются в
виде диаграммы распределения выборок в про-
странстве главных компонент.

Общая схема обработки данных представлена
на рис. 2.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На основе данных об аннотированных гено-

мах мы провели анализ оптимальных индексов
эффективности элонгации трансляции (EEI) и
оценили распределение геномов по типам опти-
мального индекса в группах бактерий, которые
содержат/не содержат кластеры генов НРПC.
Полученные результаты свидетельствуют, что ор-
ганизмы, геномы которых кодируют/не кодиру-
ют НРПC, имеют существенно различные часто-
ты встречаемости оптимальных типов элонгации
трансляции EEI2, EEI5 и EEI3 (см. рис. 3).

Рис. 1. Схема расположения рибосомных генов (черные кружки) среди других генов (белые кружки, не все отмечены)
Herpetosiphon aurantiacus DSM 785, упорядоченных по увеличению индекса EEI.
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Рис. 2. Общая схема биоинформатического анализа. По данным из ANTISMASH-DB о кластерах НРПС из NCBI Gen-
Bank с использованием библиотеки Biopython были загружены последовательности кластеров и геномы соответству-
ющих видов бактерий, а также проведен предварительный статистический анализ. Далее с помощью EloE теоретиче-
ски оценена эффективность элонгации трансляции всех генов из геномов бактерий как содержащих кластеры НРПС,
так и без этих кластеров, и проведен статистический анализ с использованием библиотеки Pandas языка программи-
рования Python и библиотеки robCompositions статистического пакета R.

SMASH

GenBank

EloE

Pandas
yit = β'xit + μi + εit

anti

DB

b i o p y t h o n

Рис. 3. Сравнение разных групп геномов бактерий по композициям типов EEI. а – Геномы, содержащие кластеры ге-
нов нерибосомных пептидсинтетаз (НРПС), согласно информации из ANTISMASH-DB; б – геномы, не содержащие
кластеры генов НРПС, согласно информации из ANTISMASH-DB. в – Все геномы бактерий, геномные проекты ко-
торых имеют статус “Complete and Published” согласно JGI GOLD.
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Рис. 4. Результаты анализа методом главных компонент (ГК) для композиционных данных (устойчивый, с обратным
преобразованием счетов в пространство clr – центрированных отношений логарифмов) [14] множества композиций
по типам EEI, полученного в результате ресэмплинга. Кружочками отмечены случайные выборки геномов из родов,
принадлежащих к группе геномов, содержащих кластеры генов НРПС, а треугольниками – случайные выборки гено-
мов из родов, принадлежащих к группе геномов, не содержащих НРП.
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Как видно из диаграмм, выборка организмов,
которые содержат кластеры генов НРПС, суще-
ственно отличается от выборки без кластеров
НРПС по EEI2 (5% с НРПС против 12% без
НРП), EEI3 (14% с НРПС против 10% без НРПС)
и EEI5 (17% с НРПС и 13% без НРП). Таким обра-
зом, можно сделать вывод, что среди геномов, со-
держащих кластеры генов НРПС, эффективность
трансляции в меньшей степени обуславливается
процессами, связанными с ролью инвертирован-
ных повторов (EEI2), в то же время большую роль
в контроле эффективности трансляции играют

процессы, связанные со стабильностью локальной
вторичной структуры мРНК (EEI3 и EEI5).

Эти результаты подтверждаются анализом вы-
борок организмов с/без НРП методом главных
компонент для композиционных данных [14].
Этот метод основан на генерации повторных вы-
борок из организмов двух типов – содержащих
НРП и не содержащих НРП – и анализу частот
индексов в этих выборках. Результаты представ-
лены на рис. 4, где каждый круг – выборка гено-
мов, не содержащих НРП, треугольник – выбор-
ка геномов, содержащих НРП (выборки сгенери-
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рованы случайным независимым образом из
исходной выборки геномов бактерий). Видно,
что выборки с кластерами генов НРПС и без них
существенно расходятся по компонентам, свя-
занным с индексами EEI2 и EEI5.

Мы проверили устойчивость полученных ра-
нее результатов с использованием фильтрации
геномов, для которых оптимальный индекс EEI
не может быть установлен с заданным порогом
качества. Как указано в разделе “Расчеты EEI для

генов синтетаз нерибосомных пептидов”, сред-
ний ранг генов рибосомных белков (M-значение)
оказался низким. Поэтому мы рассмотрели два
пороговых значения этого параметра,  и
более строгий . Геномы, не удовлетво-
ряющие этому критерию, были исключены из
анализа.

Результаты анализа для двух порогов фильтра-
ции представлены на рис. 5а, б. Каждый кружок –
это выборка геномов, не содержащих НРП, а

≥ 50M
≥–  75M

Рис. 5. Результаты анализа методом главных компонент (ГК) для композиционных данных (устойчивый, с обратным
преобразованием счетов в пространство clr – центрированных отношений логарифмов) множества композиций по
типам EEI, полученного путем ресэмплинга. Кружками отмечены случайные выборки геномов из родов, принадле-
жащих к группе геномов, НЕ содержащих кластеров генов НРПС, а треугольниками отмечены случайные выборки ге-
номов из родов, принадлежащих к группе геномов, содержащих кластеры генов НРПС. а – Фильтрация по базовому
порогу ( ); б – фильтрация по строгому порогу ( ).
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каждый треугольник – выборка геномов, содер-
жащих НРП. Видно, что эти выборки существен-
но расходятся по компонентам, связанным с ин-
дексами EEI2, EEI5 и EEI3.

В пространстве первых двух главных компо-
нент группы так же четко кластеризуются (см.
рис. 4), как и до фильтрации. Однако стоит отме-
тить, что при фильтрации по базовому ( ) и
строгому порогу ( ) изменяются сами глав-
ные компоненты. Если без фильтрации львиная
доля (94%) объясненной дисперсии приходилась
на первую главную компоненту, складывающую-
ся преимущественно из долей EEI2 и EEI5, то по-
сле фильтрации по строгому порогу ( ) на

≥ 50M
≥ 75M

≥ 75M

главную компоненту 1 приходится 76% объяс-
ненной дисперсии, а на главную компоненту 2,
которая преимущественно и различает наши кла-
стеры (и все так же объясняется соотношениями
между EEI2 и EEI5) – 14%. Т.е. возросла роль до-
ли геномов с оптимальным типом индекса EEI3 в
дисперсии общей выборки.

Наши результаты показывают, что в группах
бактерий, различающихся по физиологическому
типу (в нашем случае это наличие или отсутствие
кластеров генов НРПС), распределение типов
EEI может существенно различаться. Эти резуль-
таты получены впервые и, по-видимому, свиде-
тельствуют о различиях в метаболизме бактерий,

Рис. 5. Окончание.
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геномы которых кодируют НРПС, и бактерий,
которые их не кодируют. Эти различия могут
быть связаны с энергетическими процессами
(оптимизацией метаболизма), лежащими в осно-
ве трансляции РНК и биосинтеза белков.

Гены синтетаз, которые участвуют в синтезе
НРП, могут быть связаны с рядом специфических
молекулярных процессов, которые отсутствуют у
бактерий, не способных синтезировать НРП. Т.е.
способность синтезировать НРП сопровождается
увеличением доли геномов, оптимизирующих ме-
таболизм с учетом как частот кодонов, так и мини-
мизации количества и прочности шпилек. По-
скольку синтез НРП несет энергетические издерж-
ки для бактерий, это приводит к необходимости
оптимизировать процесс трансляции на уровне
всего генома бактерий данной группы.

Проведенный биоинформатический анализ
предоставил информацию о распределении кла-
стеров генов биосинтеза НРПС бактерий (а также
самих генов), полученном на основе предсказа-
ния эффективности элонгации трансляции. Эти
распределения могут существенно различаться у
разных таксонов. Выделенные кластеры могут
служить объектом дальнейшего изучения функ-
циональной роли НРПС, экспрессия которых
обеспечивается данными кластерами.

Работа поддержана грантами Российского
фонда фундаментальных исследований (17-00-
00470 (K) и 17-00-00462). Данные обрабатывали с
использованием вычислительных ресурсов ЦКП
“Биоинформатика” при поддержке бюджетного
проекта № FWNR-2022-0020.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием животных в каче-
стве объектов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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Molecular Mechanisms to Optimize Gene Translation Elongation Differ Significantly 
in Bacteria with and without Non-Ribosomal Peptides

A. I. Klimenko1, S. A. Lashin1, N. A. Kolchanov1, D. A. Afonnikov1, and Yu. G. Matushkin1, *
1Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia

*e-mail: mat@bionet.nsc.ru

Non-ribosomal peptides play an important role in the vital activity of bacteria and have an extremely broad
field of biological activity. In particular, they act as antibiotics, toxins, surfactants, siderophores, and also per-
form a number of other specific functions. Biosynthesis of these molecules does not occur on ribosomes but



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ОПТИМИЗАЦИИ ЭЛОНГАЦИИ ТРАНСЛЯЦИИ 165

by special enzymes that form gene clusters in bacterial genomes. We hypothesized that the presence of non-
ribosomal peptide synthesis pathways is a specific feature of bacterial metabolism, which may affect other vi-
tal processes of the cell, including translational ones. This work was the first to show the relationship between
the translation regulation mechanism of protein-coding genes in bacteria, which is largely determined by the
efficiency of translation elongation, and the presence of gene clusters in the genomes for the biosynthesis of
non-ribosomal peptides. Bioinformatic analysis of the translation elongation efficiency of protein-coding
genes was performed in 11679 bacterial genomes, some of which contained gene clusters of non-ribosomal
peptide biosynthesis and some of which did not. The analysis showed that bacteria whose genomes contained
clusters of non-ribosomal peptide biosynthetic genes and those without such gene clusters differ significantly
in the molecular mechanisms that ensure translation efficiency. Thus, among microorganisms whose ge-
nomes contain gene clusters of non-ribosomal peptide synthetases, a significantly smaller part of them is
characterized by optimized regulation of the number of local inverted repeats, while most of them have ge-
nomes optimized by the averaged energy of inverted repeats studs in mRNA and additionally by codon com-
position. Our results suggest that the presence of non-ribosomal peptide biosynthetic pathways in bacteria
may influence the structure of the overall bacterial metabolism, which is also expressed in the specific mech-
anisms of ribosomal protein biosynthesis.

Keywords: non-ribosomal peptides, non-ribosomal peptide synthetases, translation elongation efficiency,
bacteria, genome annotation
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ПЕРВИЧНАЯ И ВТОРИЧНАЯ микроРНК-МОДУЛЯЦИЯ ВНЕШНЕГО 
ПУТИ АПОПТОЗА ПРИ ГЕПАТОЦЕЛЛЮЛЯРНОЙ КАРЦИНОМЕ
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Гепатоцеллюлярная карцинома – распространенное злокачественное заболевание печени, имею-
щее высокий уровень рецидивов и низкую пятилетнюю выживаемость. Диагностику гепатоцеллю-
лярной карциномы, а также прогнозирование течения и ответа на лечение существенно затрудняет
структурная и межиндивидуальная неоднородность опухоли, поэтому важным становится пациент-
ориентированный подход, определяющим при котором может быть применение миметиков и ин-
гибиторов микроРНК (миРНК), вовлеченных в патогенез заболевания. С этой точки зрения инте-
рес представляют миРНК, аберрантная экспрессия которых ассоциируется с плохим прогнозом и
связана с прогрессией опухоли из-за нарушения механизмов регуляции процесса программируемой
клеточной гибели (апоптоза). Однако влияние миРНК на развитие опухоли зависит не только от ее
прямого воздействия на первичные мишени, но и на вторичные мишени, опосредованные регуля-
торными путями. И если первичные мишени активно изучаются, то роль вторичных мишеней этих
миРНК в модуляции апоптоза до сих пор не ясна. В настоящей работе суммированы данные о
миРНК, первичными мишенями которых являются ключевые гены внешнего пути апоптоза. Их
аберрантная экспрессия ассоциирована с ранним рецидивом заболевания и его неблагоприятным
исходом. С помощью программного комплекса ANDSystem реконструированы пути регуляции экс-
прессии вторичных мишеней этих миРНК, проведен анализ их влияния на активность внешнего
пути апоптоза. Показано, что потенциальный эффект миРНК, опосредованный действием на вто-
ричные мишени, отрицательно коррелирует с числом их первичных мишеней. При поиске марке-
ров гепатоцеллюлярной карциномы приоритет отдается hsa-miR-373, hsa-miR-106b и hsa-miR-96,
действие которых на вторичные мишени усиливает их антиапоптотический эффект.

Ключевые слова: микроРНК, первичные и вторичные мишени, ANDSystem, гепатоцеллюлярная
карцинома, программируемая клеточная гибель, внешний путь апоптоза, регуляторные пути
DOI: 10.31857/S0026898423020118, EDN: EGEKQP

ВВЕДЕНИЕ

МикроРНК (миРНК) – это класс малых эндо-
генных одноцепочечных некодирующих РНК
длиной ~18–25 нуклеотидов, которые регулируют
экспрессию своих генов-мишеней с использова-
нием различных механизмов, включая деграда-
цию мРНК и ингибирование трансляции посред-
ством как прямого связывания с комплементар-
ной последовательностью в 3′-нетранслируемой
области (3′UTR) мРНК [1–5], так и регуляции
экспрессии генов, опосредованной регуляторны-
ми путями. МикроРНК участвуют в регуляции

многих процессов, включая развитие, дифферен-
цировку, выживание клеток, функционирование
иммунной системы [6–8]. В базе данных hsa-miR-
TarBase (https://miRTarBase.cuhk.edu.cn/) пред-
ставлены экспериментальные данные об участии
более 4000 различных миРНК в регуляции актив-
ности более 27 тысяч генов-мишеней у 37 видов
организмов [9]. У человека нарушения экспрес-
сии миРНК связаны с различными заболевания-
ми – аллергическими, сердечно-сосудистыми,
респираторными, в том числе с сахарным диабе-
том, бронхиальной астмой [10–14], и онкологи-
ческими [15–17].

УДК 577.218
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Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) – наи-
более распространенный вид первичного рака пе-
чени. Ежегодно во всем мире от ГЦК умирает
около 750 тыс. человек [18]. ГЦК, имеющая высо-
кий уровень рецидивов и низкую пятилетнюю
выживаемость, отличается значительной струк-
турной и межиндивидуальной неоднородностью,
что затрудняет диагностику, прогноз и ответ на ле-
чение. В этой связи важным становится индивиду-
альный, пациент-ориентированный подход. Опре-
деляющим при таком подходе может быть исполь-
зование миметиков и ингибиторов миРНК,
играющих существенную роль в регуляции экс-
прессии генов-мишеней, вовлеченных в патогенез
ГЦК [19–22]. С этой точки зрения наибольший
интерес представляют миРНК, высокая или низ-
кая экспрессия которых связана с пролиферацией
опухоли. Необходимо отметить, что в контексте
развития и прогрессирования злокачественных
опухолей миРНК, нацеленные на опухолевые ге-
ны-супрессоры, функционируют как онкогены.
Если аберрантная экспрессия таких онко-миРНК
ассоциирована с ранним рецидивом ГЦК и пло-
хим исходом для пациента, то эти миРНК пред-
ставляют интерес для использования в качестве
биомаркеров и терапевтических мишеней.

В качестве перспективной мишени для разра-
ботки новых противоопухолевых средств интерес
представляет внешний путь апоптоза, индуциру-
емый через клеточные рецепторы смерти – от-
дельной подгруппе семейства рецепторов факто-
ра некроза опухолей (TNF, tumor necrosis factor)
(см. обзор [23]). Наиболее хорошо изучен рецеп-
тор CD95 (Fas/APO-1). Активацию этого пути
связывают, в том числе, с повреждениями ДНК и
репликативным стрессом, ведущими к наруше-
нию регуляции клеточного деления и развитию
ГЦК. Реализуется этот путь через взаимодействие
белков FADD (Fas-associated DD-protein), сFLIP
(cellular FLICE inhibitory protein) и прокаспазы-8,
ведущему к формированию макромолекулярного
комплекса DISC (Death Inducing Signaling Com-
plex), обеспечивающего активацию внешнего
сигнального пути апоптоза через образование ак-
тивной формы каспазы-8 [23–26] и дальнейшей
активации каспазного каскада с участием каспаз-3
и -7. Данные о миРНК, аберрантная экспрессия
которых при ГЦК напрямую связана с нарушени-
ем активности внешнего пути апоптоза и с пло-
хим прогнозом, суммированы в настоящей рабо-
те. Однако эффект миРНК на развитие опухоли
зависит не только от их прямого влияния на пер-
вичные мишени – экспрессию генов внешнего
пути апоптоза, но и на вторичные мишени, опо-
средованные регуляторными путями. Механизмы
модуляции внешнего пути апоптоза при ГЦК по-
средством действия миРНК на первичные мише-
ни активно изучаются, тогда как о роли вторич-
ных мишеней известно не слишком много. Для

решения этого вопроса мы использовали разра-
ботанную нами ранее программно-информаци-
онную систему ANDSystem, предназначенную
для реконструкции генных сетей на основе инфор-
мации, извлеченной из фактографических баз
данных, или полученной путем автоматического
анализа текстов научных публикаций [27–30].
ANDSystem широко применяется для рекон-
струкции и анализа генных сетей. В частности, с
использованием ANDSystem осуществлена ре-
конструкция ассоциома преэклампсии [31],
идентифицированы новые гены, связанные с
восприимчивостью к туберкулезу [32], рекон-
струирован и проанализирован интерактом виру-
са гепатита С [33], проведен поиск новых генов-
кандидатов, потенциально ассоциированных с
коморбидностью астмы и гипертонии [34], про-
анализирована программируемая клеточная ги-
бель при заражении SARS-CoV-2 [35].

В настоящей работе с помощью ANDSystem
проведена реконструкция и анализ регуляторных
путей, описывающих действие онко-миРНК на
активность ключевых генов внешнего пути апо-
птоза, которые являются одновременно и пер-
вичными мишенями одних, и вторичными мише-
нями других миРНК. Оказалось, что ожидаемый
модулирующий антиапоптотический эффект
данных миРНК на первичные мишени может
быть как усилен, так и ослаблен их действием на
вторичные мишени согласно реконструирован-
ным регуляторным путям. Показано, что ожидае-
мый потенциальный эффект непрямой модуля-
ции внешнего пути апоптоза за счет регуляции
экспрессии вторичных мишеней, отрицательно
коррелирует с числом первичных мишеней
миРНК – чем больше первичных мишеней у
миРНК, тем слабее суммарный антиапоптотиче-
ский эффект от действия на вторичные мишени.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реконструкция молекулярно-генетических пу-

тей. Молекулярно-генетические пути для описа-
ния влияния миРНК на экспрессию генов-вторич-
ных мишеней реконструировали с помощью про-
граммно-информационной системы ANDSystem
[26–29]. ANDSystem содержит глобальную ген-
ную сеть, описывающую взаимодействия между
объектами онтологии ANDSystem, для формиро-
вания которой проведен массовый анализ текстов
абстрактов PubMed и полнотекстовых статей
PubMed Central. Всего в ANDSystem представле-
но 13 типов разных объектов (белки, гены, мета-
болиты, заболевания, миРНК и т.д.) и 24 типа
различных взаимодействий (физические взаимо-
действия, регуляция экспрессии, регуляция ак-
тивности, регуляция стабильности и т.д.). Про-
граммный модуль ANDVisio обеспечивает графи-
ческий интерфейс для пользовательского доступа
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к базе знаний, который позволяет реконструиро-
вать целевые генные сети, а также с помощью
шаблонов проводить поиск регуляторных путей в
глобальной генной сети. Шаблоны представляют
собой линейную цепочку объектов и связей меж-
ду ними. Объекты могут быть заданы списком
конкретных имен/идентификаторов, либо только
типом объекта. В первом случае при поиске путей
будут рассматриваться только эти конкретные объ-
екты, а во втором, все объекты заданного типа.

Программа осуществляет поиск в глобальной
сети путей, которые удовлетворяют требованиям
шаблона. В данной работе использован шаблон,
включающий четыре участника: (1) миРНК; (2) бе-
лок, являющийся первичной мишенью миРНК; (3)
ген – вторичная мишень миРНК, экспрессия кото-
рого может регулироваться белком – первичной
мишенью 2; и (4) белок – продукт экспрессии гена 3.
Участники 1 и 4 задавались списком соответствую-
щих идентификаторов из баз данных miRbase
(https://www.miRbase.org/) [36] и Swiss-Prot
(https://www.expasy.org/resources/uniprotkb-swiss-
prot) [37]. Участники 2 и 3 задавались только ти-
пом объекта, “gene” и “protein” соотв. Разрешен-
ные типы взаимодействий в цепочке пути заданы
следующими: между участниками 1 и 2 – “mi-
croRNA regulation”; между участниками 2 и 3 –
“expression regulation”, “expression upregulation”,
“expression downregulation”, “interaction” (при ра-
боте программы между указанными типами взаи-
модействий применяется логическое ИЛИ); между
участниками 3 и 4 – “expression” (экспрессия гена).

Потенциальный антиапоптотический эффект
миРНК. Потенциальный антиапоптотический
эффект миРНК при их действии на экспрессию
генов-вторичных мишеней оценивали по следу-
ющей формуле:

(1)

где AAP – множество антиапоптотических генов,
PAP – множество проапоптотических генов,  = 1,
если экспрессия миРНК при ГЦК повышена,  = –1,
если снижена.

(2)

где  – суммарный эффект миРНК на экспрес-
сию гена-вторичной мишени, N1 – число регуля-
торных путей с положительной регуляцией экс-
прессии (тип связи “expression upregulation” меж-
ду участниками 2 и 3 в шаблоне), N2 – число
регуляторных путей с отрицательной регуляцией
экспрессии (тип связи “expression downregula-
tion” между участниками 2 и 3 в шаблоне). Значе-
ние  характеризует только эффект действия
миРНК на экспрессию гена-мишени, а не на апо-
птоз. Чем больше значение , тем больше регу-
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ляторных путей обеспечивают активацию экс-
прессии гена-мишени. Про- и антиапоптотиче-
ский эффект миРНК в зависимости от значений

 определяется принадлежностью гена-мишени
к множеству про- и антиапоптотических генов.

Согласно уравнению (1), суммарный антиапо-
птотический эффект (Еа) миРНК на активность
процесса оценивали с помощью разности сум-
марных вкладов ( ) генов-регуляторов в экс-
прессию анти- и проапоптотических генов, явля-
ющихся вторичными мишенями миРНК. При та-
кой оценке эффекта положительные значения Еа
характеризуют повышенную супрессию апоптоза
(онкогенная активность), а отрицательные значе-
ния – повышенную индукцию апоптоза (онкосу-
прессорная активность).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Регуляция внешнего пути активации 

программируемой гибели клеток 
при гепатоцеллюлярной карциноме, опосредованная 

действием миРНК на первичные мишени
На рис. 1 приведена схема процесса програм-

мируемой клеточной гибели, который реализует-
ся через рецепторы смерти (CD95, DR4/5; внеш-
ний путь апоптоза). Компонентами этого пути
являются белки FADD, сFLIP и прокаспаза-8,
взаимодействие которых ведет к формированию
макромолекулярного комплекса DISC, обеспе-
чивающего процесс активации внешнего пути
апоптоза через образование активной формы кас-
пазы-8 [23–26]. Одновременно активируется и
внутренний (митохондриальный) путь апоптоза,
медиатором которого является белок BID (BH3
interacting domain death agonist). Активация BID
связана с его расщеплением каспазой-8 c после-
дующей ассоциацией с внешней митохондриаль-
ной мембраной, что приводит к образованию ми-
тохондриальных пор и индукции апоптоза [38–
40]. Указаны миРНК, участвующие в регуляции
ключевых генов этого пути через прямое (физи-
ческое) взаимодействие с их мРНК, экспрессия
которых нарушена при ГЦК.

Данные о миРНК, аберрантная экспрессия ко-
торых при ГЦК связана с нарушением активно-
сти внешнего пути апоптоза и ассоциирована с
плохим прогнозом, получены из результатов ана-
лиза пациент-специфических данных по диффе-
ренциальной экспрессии миРНК в ГЦК, пред-
ставленных в научной литературе. Эти данные
суммированы на рис. 1 и в табл. 1.

Анализ этих данных показал, что с ранним ре-
цидивом ГЦК и плохим исходом заболевания
коррелирует высокий уровень экспрессии hsa-
miR-21-5p и hsa-miR-106b [41, 42], действие кото-
рых направлено на гены лиганда Fas рецептора
смерти FASLG и рецептора смерти DR-4, соот-

Eg

Eg
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Рис. 1. Схема компонентов внешнего пути апоптоза и миРНК, участвующих в его регуляции при ГЦК. Обозначения:
BID (Bcl-2 homolog (BH)3-only protein, BH3 interacting domain death agonist), CD95/Fas/APO-1 (Death receptor), CASP-3,
-8 (caspase-3, -8), сFLIP / CFLAR (cellular FADD-like interleukin-1b-converting enzyme (FLICE)-inhibitory protein/CASP8
and FADD like apoptosis regulator), DR-4 (death receptor 4), FADD (Fas associated via death domain), FAP1 (Fas-associated
phosphatase-1), FASLG (FAS ligand), NF-κB (Nuclear factor kappa-B), NEMO (NF-kB essential modulator/IκB kinase γ),
TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). Apoptosis – апоптоз, Extrinsic pathway – внешний путь апоптоза, Intrin-
sic pathway – внутренний путь апоптоза. Черные стрелки – активация функции соответствующего белка или экспрес-
сии его гена, стрелки с тупым концом – блокирование. Красным отмечены белки, экспрессия генов которых контро-
лируется миРНК, голубым выделены онко-миРНК, фиолетовым – супрессоры. Цветные стрелки, направленные
вверх, указывают на повышенный уровень экспрессии соответствующих миРНК при ГЦК, направленные вниз – на
пониженный. Значок  указывает на взаимодействие между отмеченными белками.
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ветственно, а также целого набора миРНК, бло-
кирующих экспрессию генов каспаз-8 и -3 (рис. 1)
[43, 44].

В то же время, при ГЦК снижен уровень
миРНК hsa-miR-200c [45], регулирующей экс-
прессию гена Fap-1 Fas-ассоциированной фосфа-
тазы [46] – ингибитора CD95 рецептора [47, 48],
hsa-miR-146а, контролирующей экспрессию гена
белка FADD [49, 50], участвующего в формирова-
нии макромолекулярного комплекса DISC [25,
26, 51], а также hsa-miR-512-3p, hsa-miR-382-3p и
hsa-miR-20a-3p, блокирующих экспрессию гена
белка cFLIP, негативно влияющего на активацию
прокаспазы-8 [52, 53] (рис. 1). Известно, что из-
менение количественного соотношения FADD и
FLIP и прокаспазы-8 определяет баланс между
апоптотической гибелью и выживанием клеток
[54, 55].

Белок c-FLIP в составе комплекса DISC также
вовлечен в активацию антиапоптотического сиг-
нального пути NF-κB. Особую роль в этом про-

цессе играет белок-белковое взаимодействие c-
FLIP с белком NEMO (NF-kB essential modulator,
известный как IKKγ, IκB kinase γ) – ключевым ак-
тиватором сигнального пути NF-κB [56–58]. Од-
ним из механизмов повышения пролиферации
опухолевых клеток при ГЦК может быть актива-
ция сигнального пути NF-κB через взаимодей-
ствие белков c-FLIP/NEMO. Такая возможность
подтверждается снижением уровня миРНК hsa-
miR-342-3p [59], ведущим к активации экспрес-
сии гена белка NEMO и увеличением его количе-
ства в клетках гепатомы.

Таким образом, при ГЦК миРНК часто блоки-
руют первые этапы сигнального пути, связанные
с активацией рецепторов смерти на мембране
клетки, и сам каспазный каскад через ингибиро-
вание экспрессии гена инициирующей каспазы-8
и эффекторной каспазы-3. При этом изменение
уровня всех описанных миРНК, контролирую-
щих активность компонентов внешнего пути
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апоптоза, логично связаны с его блокированием в
клетках гепатомы.

С другой стороны, необходимо отметить, что в
гетерогенных опухолях, таких как ГЦК, эффект
каждой миРНК может быть связан и с другими ее
мишенями, способными не только модулировать
активность апоптоза, но и влиять на прогрессию
опухоли, используя другие механизмы. В каче-
стве примера можно рассмотреть вторичные ми-
шени hsa-miR-24, hsa-miR-21, hsa-miR-200с и
hsa-miR-373. Оказалось, что мишенью hsa-miR-24,
помимо гена каспазы-8 (инициирующей каспазы
внешнего пути апоптоза), является ген белка p53 –
ключевого регулятора митохондриального пути
апоптоза [64]. Таким образом, повышение уровня
этой миРНК при ГЦК приводит к блокированию
обоих путей апоптоза и способствует усилению
прогрессии опухоли.

В число мишеней hsa-miR-21, помимо гена Fas
лиганда, активатора внешнего пути апоптоза,
входят ген PDCD4 (programmed cell death factor 4),
кодирующий негативный регулятор антиапоптоти-
ческих белков внутреннего пути апоптоза Bcl-xL и
XIAP [65], и ген фосфатазы PTEN – негативного
регулятора сигнального пути PI3K/AKT [66–68].
В рассмотренном примере повышенный уровень
этой миРНК при ГЦК способствует не только
блокированию внешнего и внутреннего путей
апоптоза, но также пролиферации клеток опухо-
ли через активацию сигнального пути PI3K/AKT
и его эффекторов [69, 70]. В обоих случаях миРНК
действуют как онкогены.

миРНК hsa-miR-200с в целом действует как
онкосупрессор и низкий уровень ее экспрессии

при ГЦК ассоциирован с неблагоприятным про-
гнозом заболевания. Ее мишенями, помимо гена
Fas-ассоциированной фосфатазы 1 – ингибитора
рецептора CD95 внешнего пути апоптоза, служат
гены циклина Е2, киназы RIP2 (Receptor-interact-
ing protein 2) и проапоптотического белка Noxa
[46, 71–73]. Таким образом, низкий уровень этой
миРНК при ГЦК способствует активации Noxa и
внутреннего пути апоптоза, при этом он, однако,
ассоциирован с плохим исходом заболевания [45],
что, по-видимому, связано с действием этой
миРНК на другие гены-мишени, активация кото-
рых способствует пролиферации клеток опухоли,
развитию воспалительного процесса в печени и
блокированию внешнего пути апоптоза [74–77].
Не исключено, что существуют и другие причины
плохого прогноза при ГЦК, связанные с низким
уровнем миРНК hsa-miR-200c.

Исключением из этого ряда выглядит hsa-
miR-373, которая в одних исследованиях позици-
онируется как онко-миРНК, уровень которой по-
вышен в злокачественных опухолях, включая
ГЦК [44, 78], а в других – как супрессор опухоли
с пониженным уровнем в клетках ГЦК [79].
В первом случае hsa-miR-373 влияет на актив-
ность генов каспазы-8 [44] и CD44, маркера опу-
холевых стволовых клеток [78], тогда как во вто-
ром – действие этой миРНК направлено на фак-
тор транскрипции TFAP4 (transcription factor
activating enhancer binding protein 4), активация
экспрессии которого при ГЦК способствует про-
лиферации клеток опухоли и блокированию апо-
птоза через сигнальный путь PI3K/AKT [79]. Та-
ким образом, нарушение экспрессии hsa-miR-373

Таблица 1. Список миРНК, участвующих в регуляции внешнего пути апоптоза, экспрессия которых нарушена
при гепатоцеллюлярной карциноме

*Жирным выделен сайт связывания миРНК с мРНК гена-мишени;
↓ – снижение экспрессии;
↑ – повышение экспрессии.

миРНК Нуклеотидная последовательность* Изменение 
экспрессии Мишень Ссылка

miR-21-5p 5'-UUGUAACCCAUUGUUAUUCGAU ↑ FASLG [42]
miR-106b 3'-UAGACGUGACAGUCGUGAAAU-5' ↑ DR-4 [41]
miR-200c 3'- AGGUAGUAAUGGGCCGUCAUAAU-5′ ↓ Fap-1 [45, 46]
miR-146a 3'-UAGUCAGACUAUUCGAU-5′ То же FADD [49, 50]
miR-20a-3p 3'-GAAAUUCACGАGAUUACGUCA-5′ “–” c-FLIP [60]
miR-512-3p 3'-CUGGAGUCGAUACUGUCGUGAA-5′ “–” c-FLIP [61]
miR-382-3p 3'-UUCACAACAGGCACUUACUAA -5′ “–” c-FLIP [62]
miR-342-3p 3'-UGCCCACGCUAAAGACACACUCU-5’ “–” NEMO (IKKγ) [59]
miR-24-3p 3'-GACAAGGACGACUUGACUCGGU-5' ↑ Каспаза-8 [43]
miR-543 3'-UUCUUCACGUGGCGCUUACAAA-5' То же То же [44]
miR-371-5p 3'-UCACGGGGGUGUCAAACUCA-5' “–” “–”
miR-373 3'-UGUGGGGUUUUAGCUUCGUGAAG-5' “–” “–”
miR-96-5p 3'-UCGUUUUUACACGAUCACGGUUU-5' “–” Каспаза-9 [63]
miR-221-3р 3'-CUUUGGGUCGUCUGUUACAUCGA-5' “–” Каспаза-3 [43]
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в злокачественных опухолях не зависит от того,
действует она, как онкоген или как опухолевый
супрессор, а конкретное проявление ее эффекта
зависит от набора генов-мишеней, участвующих
в этом ответе [80].

В целом, это означает, что при выборе маркера,
связанного с неблагоприятным прогнозом разви-
тия ГЦК, необходим дополнительный анализ
всего спектра мишеней интересующей миРНК.
Такого рода анализ проведен для миРНК, абер-
рантная экспрессия которых при ГЦК блокирует
ключевые гены внешнего пути апоптоза и ассо-
циирована с плохим прогнозом заболевания (см.
табл. 1).

Регуляция внешнего пути активации 
программируемой гибели клеток 

при гепатоцеллюлярной карциноме, опосредованная 
действием миРНК на вторичные мишени

На этом этапе исследования проведен поиск
вторичных мишеней миРНК, представленных в
табл. 1, аберрантная экспрессия которых при
ГЦК негативно влияет на активность внешнего
пути апоптоза. Оценено потенциальное влияние
миРНК на внешний путь апоптоза через данные
мишени. Пространство поиска вторичных мише-
ней было ограничено первичными мишенями.
Мы предположили, что первичная мишень одной
миРНК может оказаться вторичной мишенью

Рис. 2. Регуляторные пути экспрессии генов вторичных мишеней миРНК, построенные с использованием ANDSys-
tem. Обозначения: BCL2 (B-cell lymphoma 2), CCL2 (C-C Motif Chemokine Ligand 2), CD (Crohn’s disease, receptor),
CD40L (CD40 ligand), CFLAR (CASP8 and FADD like apoptosis regulator), DDIT3 (DNA damage induced transcript 3),
FASLG (FAS ligand), FETA (α-fetoprotein), FOXO1 (Forkhead box O protein 1), IL1B/8 (Interleukin 1B/8), ITCH (Itchy E3
ubiquitin-protein ligase), JUN (proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit), M3K1 (Mitogen-activated protein kinase
kinase kinase 1), MK14 (Mitogen-activated protein kinase 14), hsa-miR (microRNA Homo sapiens ), NF1 (Nuclear factor 1),
NFKB1 (Nuclear factor kappa-B 1), PTPN13/PTN13 (Tyrosine-protein phosphatase nonreceptor type 13), SP1 (Specificity
protein 1, transcription factor), STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3), TGFB1 (Transforming growth factor
beta 1), TET1 (Ten-eleven translocation 1), TNFRSF10A/TR10A (Tumor necrosis factor receptor superfamily 10A), UCRI
(Ubiquinol-cytochrome C reductase iron-sulfur subunits), VEGFA (Vascular endothelial growth factor receptor), ‘canonical’ nf-
kappab pathway – Канонический путь NF-ⱪВ.
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другой миРНК. Очевидно, что такое сетевое вза-
имодействие разных миРНК может приводить к
усилению или ослаблению их действия на свои
мишени и, как результат, к модуляции внешнего
пути апоптоза.

С помощью системы ANDSystem для каждой
миРНК по заданному шаблону реконструирова-
ны регуляторные пути, посредством которых
миРНК потенциально может влиять на экспрес-
сию генов из набора первичных мишеней других
миРНК (рис. 2).

Как мы и ожидали, многие миРНК использу-
ют в качестве вторичных мишеней несколько
первичных мишеней других миРНК (табл. 2). Од-
нако не все миРНК способны регулировать экс-
прессию первичных мишеней других миРНК.
Оказалось, что регуляторные пути найдены толь-

ко для 10 из 14 онко-миРНК (табл. 2). В этих регу-
ляторных путях представлены только четыре из
семи генов-первичных мишеней. В их числе ока-
зались два проапоптотических гена – FASLG
(FAS-лиганд) и TNFRSF10A (рецептор DR-4), а
также два антиапоптотических гена – PTPN13
(Fas-ассоциированная фосфатаза 1) и CFLAR (не-
гативный регулятор каспазы-8 – белок c-FLIP).

Модулирующий эффект миРНК на внешний
путь апоптоза вторичных мишеней оценивали,
суммируя потенциальные вклады каждой вторич-
ной мишени согласно уравнению (1). Показано,
что действие миРНК на вторичные мишени по-
тенциально может вести как к усилению, так и к
ослаблению антиапоптотического эффекта.

Например, показатель антиапоптотического
эффекта (Ea = 2), опосредованного действием

Таблица 2. Регуляция экспрессии миРНК генов-мишеней внешнего пути апоптоза при гепатоцеллюлярной кар-
циноме посредством регуляторных путей

N1 – число регуляторных путей с положительной регуляцией экспрессии; N2 – число регуляторных путей с отрицательной
регуляцией экспрессии; Eg – влияние миРНК на экспрессию гена-вторичной мишени; Ea – суммарный антиапоптотиче-
ский эффект миРНК при действии на экспрессию всех генов-вторичных мишеней; ↓ – экспрессия снижена, ↑ –экспрессия
повышена.

миРНК Экспрессия Первичные мишени, 
общее число

Вторичные 
мишени

Регуляторные 
пути, число Eg Ea
N1 N2

hsa-miR-373 ↑ 60 FASLG 0 2 –2 2

hsa-miR-106b То же 203 FASLG 1 2 –1 1
CFLAR (c-FLIP) 1 1 0

hsa-miR-96 “–” 74 FASLG
CFLAR (c-FLIP)

1
1

1
0

0
1

1

hsa-miR-24-1
(miR-24-3p)

“–” 249 FASLG 2 1 1 –1

hsa-miR-24-2
(miR-24-3p)

“–” 249 FASLG 3 1 2 –2

hsa-miR-21-5p “–” 398 FASLG 3 2 1 –2

CFLAR (c-FLIP) 0 3 –3
PTN13 (Fap-1) 1 0 1

TNFRSF10A (DR4) 0 1 –1

hsa-miR-200c ↓ 44 FASLG 1 1 0 0

hsa-miR-342 То же 91 FASLG 0 1 –1 –1
CFLAR (c-FLIP) 0 1 –1

TNFRSF10A (DR4) 0 1 –1

hsa-miR-20a “–” 155 CFLAR (c-FLIP) 0 1 –1 –1
PTN13 (Fap-1) 1 0 1

FASLG 1 2 –1

hsa-miR-146a “–” 52 FASLG 0 2 –2 –2
CFLAR (c-FLIP) 0 1 –1

TNFRSF10A (DR4) 0 1 –1
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вторичных мишеней, был наибольшим у миРНК
hsa-miR-373 (табл. 2). Первичной мишенью этой
миРНК, непосредственно связанной с внешним
путем апоптоза, является каспаза-8 (табл. 1). Со-
гласно данным ANDSystem, эта миРНК имеет
еще 59 других первичных мишеней. Как видно из
рис. 2, две из этих мишеней (белки VEGFA и
CD44) могут осуществлять положительную регу-
ляцию экспрессии гена FASLG, что ведет к акти-
вации апоптоза [81, 82]. Таким образом, подавляя
экспрессию белков VEGFA и CD44, hsa-miR-373
может снижать экспрессию своей вторичной ми-
шени – гена FASLG, что, в свою очередь, дает эф-
фект отрицательной модуляции внешнего пути
апоптоза или повышенного антиапоптотического
эффекта. Однако следует особо отметить, что все
реконструированные регуляторные пути представ-
ляют собой описание потенциальных молекуляр-
но-генетических событий в клетке и требуют даль-
нейшего экспериментального подтверждения.

Величина антиапоптотического эффекта
миРНК, экспрессия которых увеличена при ГЦК
(табл. 2), отрицательно коррелировала с общим
числом их первичных мишеней (рис. 3). Эта зави-
симость хорошо согласуется с наблюдениями, со-
гласно которым высокая полифункциональность
генов или белков может приводить к интерферен-
ции регуляторных путей [83]. Интересно, что
миРНК, экспрессия которых подавлена при ГЦК,
не показали ни положительной, ни отрицатель-
ной корреляции. Этот результат может быть свя-
зан с тем, что отсутствие активного действия
миРНК с подавленной экспрессией на первич-

ные и вторичные мишени можно рассматривать
как некий пассивный сигнал. Можно предполо-
жить, что закономерности распространения та-
ких пассивных сигналов по регуляторным путям
имеют свои особенности. Однако использование
нами очень ограниченной выборки миРНК не
позволяет сделать каких-либо уверенных выво-
дов. Для проведения такого анализа следует ис-
пользовать большие наборы данных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Приведенный нами анализ пациент/тканеспе-

цифической экспрессии миРНК, дифференци-
ально экспрессирующихся в клетках ГЦК, пока-
зал, что практически все компоненты рецептор-
опосредованного (внешнего) пути программиру-
емой клеточной гибели подвержены регуляции со
стороны миРНК, причем изменение уровня их
экспрессии при ГЦК логично связано с блокиро-
ванием активности апоптоза. Все выявленные
миРНК тесно связаны с неблагоприятным про-
гнозом и активно обсуждаются как маркеры ГЦК.

Анализ эффектов вторичных мишеней рас-
смотренных миРНК показал, что потенциальный
эффект модулирования внешнего пути апоптоза
через вторичные мишени миРНК отрицательно
коррелирует с числом их первичных мишеней –
антиапоптотический эффект снижается с увели-
чением числа мишеней. Эта закономерность хо-
рошо объясняется тем, что с увеличением числа
мишеней неизбежно увеличивается число свя-
занных с ними регуляторных путей в глобальной

Рис. 3. Зависимость между числом мишеней миРНК, экспрессия которых повышена при ГЦК, и их суммарным эф-
фектом (Ea) на внешний путь апоптоза посредством регуляторных путей. Парный коэффициент корреляции R соста-
вил –0.86 (P = 0.025).
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генной сети, что, в свою очередь, увеличивает ве-
роятность их интерференции. Проблема потен-
циальных конфликтов между отдельными функ-
циями полифункциональных макромолекул но-
сит широкий характер.

Таким образом, спектр первичных и вторич-
ных мишеней некоторых миРНК при ГЦК может
быть связан с регуляцией процессов, вносящих
как однонаправленный, так и разнонаправлен-
ный вклад в прогрессию заболевания.

Полученные результаты могут помочь при вы-
боре мишеней для снижения агрессивности опу-
холи, а анализ вторичных мишеней позволяет
рассматривать как приоритетные hsa-miR-373,
hsa-miR-106b и hsa-miR-96, действие которых на
вторичные мишени усиливает их антиапоптоти-
ческий эффект.

Работа выполнена в рамках проекта ERA-NET
“Target identification and drug development in liver
cancer (TAIGA)” (соглашение с Минобрнаукой
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Primary and Secondary microRNA Modulation of the Extrinsic Pathway Apoptosis
in Hepatocellular Carcinoma

T. M. Khlebodarova1, 2, P. S. Demenkov1, 2, T. V. Ivanisenko1, 2, E. A. Antropova1,
I. N. Lavrik3, and V. A. Ivanisenko1, 2, *
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One of the most common malignant liver diseases is hepatocellular carcinoma, which has a high recurrence
rate and a low five-year survival rate. It is very heterogeneous both in structure and between patients, which
complicates diagnosis, prognosis and response to treatment. In this regard, an individualized, patient-cen-
tered approach becomes important, in which the use of mimetics and hsa-miRNA inhibitors involved in the
pathogenesis of the disease may be determinative. From this point of view hsa-miRNAs are of interest, their
aberrant expression is associated with poor prognosis for patients and is associated with tumor progression
due to dysregulation of programmed cell death (apoptosis). However, the effect of hsa-miRNA on tumor de-
velopment depends not only on its direct effect on expression of genes – primary targets, but also on second-
ary targets mediated by regulatory pathways. And while the former are actively studied, the role of secondary
targets of these hsa-miRNAs in modulating apoptosis is still unclear. The present work summarizes data on hsa-
miRNAs whose primary targets are key genes of the extrinsic pathway of apoptosis. Their aberrant expression is
associated with early disease relapse and poor patient outcome. For these hsa-miRNAs, using the software
package ANDSystem, we reconstructed the regulation of the expression of secondary targets and analyzed their
impact on the activity of the extrinsic pathway of apoptosis. The potential effect of hsa-miRNAs mediated by
the action on secondary targets is shown to negatively correlate with the number of their primary targets. It is
also shown that hsa-miR-373, hsa-miR-106b and hsa-miR-96 have the highest priority as the markers of hepa-
tocellular carcinoma, whose action on the secondary targets enhances their anti-apoptotic effect.

Keywords: microRNA, primary and secondary targets, ANDSystem, hepatocellular carcinoma, programmed
cell death, extrinsic pathway of apoptosis, regulatory pathways
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Поиски проявлений отбора, вызванного влиянием среды, в молекулярных последовательностях
обычно проводят внутри близкородственных видов или на внутривидовом уровне, поскольку счи-
тается, что на высоких таксономических уровнях такие поиски бесперспективны из-за филогенети-
ческого родства. Аминокислотные последовательности цитохрома b 67 видов грызунов и зайцеоб-
разных с известными географическими координатами оцифрованы с использованием базы данных
AAindex. На основе более 200 тыс. признаков получены главные компоненты. Использован ранее не
применявшийся для таких задач известный статистический метод, позволяющий ортогонально раз-
ложить многомерную изменчивость на внутри- и межтаксонную и анализировать их по отдельно-
сти. Выбран уровень подсемейства. Найдена корреляция второй главной компоненты (17.05% ме-
жтаксонной изменчивости) с широтой (r = 0.561; n = 67; p < E–5). Выявляемое первой главной ком-
понентой (39.48% межтаксонной изменчивости) четкое разделение на две группы, не совпадающее
с таксономическим, указывает на возможную физико-химическую подоплеку различий между ни-
ми. Это требует дальнейших исследований.

Ключевые слова: Rodentia, цитохром b, евклидовы расстояния, кластерный анализ, ортогональное
разложение, географические координаты
DOI: 10.31857/S0026898423020052, EDN: EGBWKZ

ВВЕДЕНИЕ
Исторически сложилось так, что положение

организмов в системе живой природы определя-
лось их внешним подобием друг другу, прежде
всего сходством строения (классический подход).
С появлением молекулярной биологии и ком-
пьютеров положение организмов стало почти
полностью определяться генетическим сходством
(молекулярно-биологический подход). Оба под-
хода оперируют разными типами исходных дан-
ных (континуальные морфологические призна-
ки и символьные последовательности соответ-
ственно), что предопределило их различное
представление при компьютерном анализе, а так-
же характер используемых методов. В классиче-
ском подходе – это геометрическое простран-
ство, одномерное или многомерное, осями кото-
рого являются признаки, и в которое помещены

объекты. Различия между объектами отобража-
ются расстояниями в этом пространстве. На сего-
дняшний день основными способами анализа
считаются линейные многомерные методы типа
главных компонент (PCA, MR, DA, CCA и их
PLS-аналоги) и нелинейные – типа неметриче-
ского шкалирования (NMDS, t-SNE, UMAP).
В молекулярно-биологическом подходе сначала
превалировал кластерный анализ на основе мат-
рицы расстояний между последовательностями
(UPGMA, NJ, ME), а сейчас чаще используется
прямое моделирование филогенетического дере-
ва (MP, ML). В результате всегда получаются
дендрограммы, т.е. деревья кластеров. По сути,
речь идет о противопоставлении непрерывного и
дискретного подходов.

Мы полагаем, что оба подхода не противоре-
чат друг другу и их можно и желательно использо-
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вать совместно. Разница в типах исходных дан-
ных не является препятствием. Поскольку имеется
матрица расстояний, последовательности всегда
можно представить точками в многомерном про-
странстве и, следовательно, описать геометриче-
ски. Обязательно нужно учитывать дискретность.
На любом шаге кластеризации все объекты разде-
лены на несколько непересекающихся кластеров.
Для каждого кластера можно вычислить центро-
ид. Для каждого объекта можно вычислить откло-
нение от центроида своего кластера. В результате
общая изменчивость распадется на межвыбороч-
ную и объединенную внутривыборочную измен-
чивость. Все варианты изменчивости можно ис-
следовать с помощью обоих подходов – и класси-
ческого (непрерывного, геометрического), и
молекулярно-биологического (дискретного, кла-
стерного).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы. Из GenBank (NCBI) [1] взяты

аминокислотные последовательности митохон-
дриального белка цитохрома b (Cytb), по одной
для каждого вида млекопитающих отряда Roden-
tia Северного полушария Старого Света, у кото-
рых в описании присутствовала опция “lat_lon”,
всего 61 вид. Дополнительно в качестве внешней
группы взяты шесть последовательностей семей-
ства Ochotona отряда Lagomorpha. Все 67 после-
довательностей были выравнены с помощью па-
кета MEGA 11 [2]. Последняя 380-я позиция из-за
неполноты данных удалена. Во избежание разно-
чтений использовали таксономическую принад-
лежность последовательностей, указанную в
GenBank. Кроме того, из базы данных AAindex
взяты 553 индекса физико-химических свойств
20 протеиногенных аминокислот (далее AA-ин-
дексы) [3].

Методы. Все AA-индексы были предваритель-
но стандартизированы (центрированы и норми-
рованы). Для каждого AA-индекса в матрице
аминокислотных последовательностей каждая
аминокислота заменена на соответствующее
значение физико-химического свойства и по по-
лученной числовой матрице рассчитана матрица
квадратов межвидовых евклидовых расстояний
размера 67 × 67. Все 553 матрицы квадратов рас-
стояний суммированы, и в суммарной матрице из
каждого элемента извлечен квадратный корень.
Эта процедура эквивалентна вычислению ев-
клидовых расстояний между 67 видами по
209 587 (379 × 553) признакам. Далее по матри-
це межвидовых евклидовых расстояний методом
главных координат вычислены главные компо-
ненты [4]. Для однорангового разбиения на кла-
стеры выбран уровень подсемейств, поскольку
даже на родовом уровне молекулярная система-
тика млекопитающих все еще не устоялась. По

матрице главных компонент вычислены центро-
иды всех подсемейств и для каждого вида вычис-
лено отклонение от центроида своего подсемей-
ства. Этот способ предложил Фишер в методах
ANOVA и MANOVA [5, 6]. Идея состоит в том, что
из общей изменчивости вычитается межгруппо-
вая и остается внутригрупповая изменчивость, в
которой межгрупповая отсутствует. Обе измен-
чивости по построению отображаются в про-
странства, ортогональные друг другу. В нашем
случае общая матрица главных компонент рас-
кладывается на межтаксонную и объединенную
внутритаксонную (таксоны − подсемейства). Для
каждой новой матрицы снова вычислена матрица
евклидовых расстояний между видами и ее глав-
ные компоненты. Сумма квадратов расстояний
между двумя видами в новых матрицах равна
квадрату расстояния между ними в общей матри-
це, а главные компоненты новых матриц в сово-
купности ортогональны друг другу. Таким обра-
зом получается ортогональное разложение общей
межвидовой матрицы расстояний на две новые,
каждая размером 67 × 67. Одна характеризует из-
менчивость между подсемействами, точнее, меж-
ду их центроидами, а вторая – изменчивость, ко-
торая получится из общей, если совместить цент-
роиды всех 10 подсемейств и собрать вместе их
внутривыборочную изменчивость. По всем трем
матрицам расстояний методом Варда проведен
кластерный анализ, построены дендрограммы и
тем самым получено ортогональное разложение
общей дендрограммы на две другие, межтаксон-
ную и объединенную внутритаксонную. Точно
так же для всех трех матриц главных компонент
вычислены корреляции с внешними факторами,
в данном случае, широтой и долготой. Расчеты
проведены с помощью пакетов MEGA 11 [2],
PAST4 [7] и Jacobi4 [8].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Из табл. 1 видно (столбцы Sum, последняя
строка), что доля всей межтаксонной изменчиво-
сти в общей составляет 68.3% (71.32/104.48). Вид-
но также (столбцы λ), что первые компоненты об-
щей изменчивости почти полностью соответствуют
межтаксонной изменчивости. Суммарное число
главных компонент не изменилось (9 + 56 = 65), но
произошло перераспределение дисперсий.

Из табл. 2 видно, что высокую и достоверную
корреляцию с широтой (p < 10–5; N = 67) демон-
стрируют вторые главные компоненты общей и
межтаксонной изменчивости.

Очевидно, что это одна и та же корреляция, но
в данном случае мы видим, что она целиком отно-
сится именно к межтаксонной изменчивости и
никак не проявляет себя во внутритаксонной.
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Корреляции на первом уровне значимости мож-
но не принимать во внимание.

На рис. 1а–в приведено расположение видов
на плоскости главных компонент всех трех вари-
антов изменчивости. Учитывая, что с широтой
коррелирует именно вторая компонента, воз-
можно, что на рис. 1а, б мы наблюдаем послед-
ствия давнего отбора под влиянием среды, при-
чем в двух расходящихся направлениях. Ochotona
расположилась, хотя и близко, но все же за преде-
лами отряда Rodentia. Что касается первой ком-
поненты, на которую приходится более четверти
общей межтаксонной изменчивости, то ее содер-
жательный смысл еще предстоит выяснить.

Объединенная внутритаксонная изменчи-
вость (рис. 1в) “размазана” на много компонент с
маленькими дисперсиями. Можно предполо-
жить, что главное направление изменчивости
внутри каждого таксона формируется так, чтобы
меньше пересекаться с остальными таксонами,
живущими на той же территории. В частности,
подсемейство Arvicolinae явно образовало свою
собственную компоненту. При этом один вид
(Arvicola amphibius) вообще отделился от всех в
другую сторону.

На рис. 1г четко видна ортогональность внут-
ри- и межтаксонной изменчивости. Показаны
только первые компоненты, но такая же картина
получается на всех рисунках, на которых проти-
вопоставлены внутри- и межтаксонные главные
компоненты (не приведено).

Ортогональное разложение общей матрицы
расстояний позволяет ортогонально разложить не
только главные компоненты на блоки, соответ-
ствующие разным вариантам изменчивости, но и
дендрограммы (рис. 2а–в). Поскольку по каждой
матрице расстояний каким-либо алгоритмом кла-
стерного анализа можно вычислить дендрограмму,
мы автоматически получаем ортогональное разло-
жение дендрограммы, отражающей общую измен-
чивость (1а), на две дендрограммы, отражающие
межтаксонную и внутритаксонную изменчивость
по отдельности (1б и 1в соответственно).

Очевидно, что на рис. 1а–в отражена та же са-
мая многомерная изменчивость, что и на рис. 2а–в,
только первые показывают взаимное расположе-
ние видов в пространстве и направления их из-
менчивости, а вторые – сходство видов и их объ-
единений между собой. Таким образом, главные
компоненты и дендрограммы дополняют друг

Таблица 1. Дисперсии главных компонент для трех матриц межвидовых расстояний

Примечание. All– общая, Inter – межтаксонная, Intra – объединенная внутритаксонная.

All λ λ, % Sum Sum, % Inter λ λ, % Sum Sum, % Intra λ λ, % Sum Sum, %

PC1 28.33 27.11 28.33 27.11 PC1 28.15 39.48 28.15 39.48 PC1 2.66 8.01 2.66 8.01
PC2 12.35 11.82 40.68 38.94 PC2 12.16 17.05 40.31 56.53 PC2 2.17 6.54 4.83 14.56
PC3 9.08 8.69 49.76 47.63 PC3 8.79 12.32 49.10 68.85 PC3 2.05 6.20 6.88 20.76
PC4 7.53 7.20 57.28 54.83 PC4 7.29 10.22 56.39 79.07 PC4 2.00 6.04 8.89 26.80
PC5 5.43 5.19 62.71 60.02 PC5 4.77 6.68 61.16 85.76 PC5 1.74 5.26 10.63 32.06
PC6 4.33 4.15 67.04 64.17 PC6 4.07 5.71 65.23 91.47 PC6 1.65 4.99 12.28 37.05
PC7 2.72 2.60 69.76 66.77 PC7 2.35 3.29 67.58 94.76 PC7 1.49 4.50 13.78 41.55

… … … … … PC8 2.05 2.88 69.63 97.64 … … … … …
PC65 0.01 0.01 104.48 100.00 PC9 1.68 2.36 71.32 100.00 PC56 0.01 0.04 33.16 100.00

Таблица 2. Коэффициенты корреляции (×1000) с широтой (lat) и долготой (lon) первых 9 главных компонент
трех матриц межвидовых расстояний

Примечание: All – общая, Inter – межтаксонная, Intra – объединенная внутритаксонная. *p < 0.05; *5p < 10–5.

PC Corr PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9

All lat –69 538*5 –11 –220 82 –12 –61 –38 217

lon –122 73 118 53 –178 154 –208 219 66

Inter lat 76 561*5 –11 –263 42 –61 –30 –26 33

lon –139 –63 81 –56 –179 –166 278 63 69

Intra lat –165 –110 99 81 –309* –75 –114 92 217
lon –78 128 –61 116 180 –114 –194 305* 83
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друга, позволяя составить более точное представ-
ление об изучаемой совокупности объектов. Пре-
имущество дендрограмм заключается в том, что
они легко отображают сходство объектов в про-
странстве любой размерности, просто ее игнори-
руя, а компоненты, из-за особенностей человече-
ского восприятия, приходится рассматривать по-
парно, максимум, по три. С другой стороны,
дендрограммы не способны адекватно отобразить
корреляцию с внешними факторами, из-за этого
приходится наносить кластеры прямо на геогра-
фические карты. Это наглядно, но непригодно
для дальнейшей обработки.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Основной результат – это высокая статистиче-
ски значимая корреляция второй главной компо-

ненты (17.05% межтаксонной изменчивости) с
широтой и отсутствие этой корреляции у первой
главной компоненты со значительно большей
дисперсией (39.48%). Безусловно, нужно учиты-
вать, что исследуемый массив признаков, более
200 тыс., строго говоря, не представляет именно
молекулярную изменчивость, хотя и получен
оцифровкой набора молекулярных последова-
тельностей. Считается, что физико-химические
свойства аминокислот по своей природе ближе не
столько к структуре, сколько к функции белков,
тем более, что цитохром b участвует, наряду с дру-
гими митохондриальными белками, в самой важ-
ной биохимической функции: обеспечении орга-
низма энергией.

Митохондриальный ген cytb в настоящее вре-
мя является основой молекулярной таксономии
организмов. Долгое время он считался селектив-

Рис. 1. Расположение видов на плоскости главных компонент. а – Первые две компоненты общей изменчивости; б –
первые две компоненты межтаксонной изменчивости; в – первые две компоненты внутритаксонной изменчивости;
г – первые компоненты межтаксонной и внутритаксонной изменчивости.  Allactaginae;  Arvicolinae;  Cricetinae;

 Dipodinae;  Leithiinae;  Murinae;  Ochotonidae;  Sicistinae;  Spalacinae;  Xerinae.
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Рис. 2. Ортогональное разложение общей дендрограммы (а), характеризующей сходство аминокислотных последова-
тельностей цитохрома b, на межтаксонную (б) и объединенную внутритаксонную (в) дендрограммы.
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но нейтральным. Однако в последнее время это
утверждение все чаще подвергается сомнению и
выявляются адаптивные компоненты изменчи-
вости кодируемых им аминокислотных последо-
вательностей цитохрома b [9–12].

Несмотря на все разнообразие адаптаций к
широкому спектру экологических условий, име-
ющихся в классе млекопитающих, существуют
базовые механизмы функционирования организ-
ма, общие для всего класса в целом. Из этого сле-
дует, что при адаптации к сходным условиям
можно ожидать некоторого сходства эволюцион-
ных путей в различных группах, например, пере-
стройки энергетического метаболизма системы
клеточного дыхания при адаптации к условиям
гипотермии. Это сходство может, в частности,
проявляться в одних и тех же мутациях в амино-
кислотных последовательностях разных видов.
В таком случае логично ожидать, что такие мута-
ции должны вызывать и сходные изменения фи-
зико-химических свойств самих аминокислот-
ных последовательностей. Обычно вычисляют
соотношения синонимичных и несинонимичных
различий между нуклеотидными последователь-
ностями или анализируют радикальные амино-
кислотные замены (т.е. замену на аминокислот-
ный остаток с радикально иными физико-химиче-
скими свойствами). Для учета внешних факторов,
на которые предположительно идет отбор, обыч-
но подбирают пары контрастных условий, напри-
мер, высокогорье и равнина, подземный и назем-
ный образ жизни, пресноводные и соленые водо-
емы и т.д. Для общего представления о близости
последовательностей практически всегда вычис-
ляют филогенетические деревья либо на основе
матрицы расстояний и алгоритмов кластерного
анализа, либо прямым моделированием множе-
ственных деревьев и выбирают наиболее подхо-
дящее методами максимальной парсимонии или
максимального правдоподобия. Считается, что
поиски проявлений адаптивной эволюции на вы-
соких таксономических уровнях бесперспектив-
ны, так как в этом случае и сходство, и различия
между видами очевидно определяются, в первую
очередь, степенью их филогенетического род-
ства. Поэтому поиски проявлений адаптивной
эволюции в молекулярных последовательностях
обычно ведутся внутри близкородственных видов
или даже на внутривидовом уровне.

Давно известное в классической математиче-
ской статистике ортогональное разложение об-
щей изменчивости на межвыборочную и внутри-
выборочную позволяет искать эти проявления на
любых таксономических уровнях. То, что корре-
ляция с широтой (а это, безусловно, следствие
корреляции со средой) нашлась на уровне подсе-
мейств, подтверждает перспективность подобных
поисков. Более того, выявляемое первой главной
компонентой четкое разделение на две группы

(рис. 1a, 2a), не совпадающее с таксономиче-
ским, указывает на возможную физико-химиче-
скую подоплеку различий между ними. Это тре-
бует дальнейших исследований.

Работа выполнена в рамках бюджетного про-
екта Института цитологии и генетики СО РАН
FWNR-2022-0019 Министерства  науки и высше-
го образования Российской Федерации. 
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Geometric Approach to Phylogeographic Analysis Molecular Genetic Sequences: 
Principal Components and Dendrograms
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Currently, the search for manifestations of selection under the influence of the environment in molecular se-
quences is usually carried out within closely related species or at the intraspecific level. It is believed that at
high taxonomic levels this is unpromising due to phylogenetic relationship. Cytochrome b amino acid se-
quences of 67 rodent and lagomorph species with known geographic coordinates were digitized using the
AAindex database. Based on more than 200 thousand features, the main components were obtained. A well-
known statistical method, which has not previously been used for such problems, was used, which makes it
possible to orthogonally decompose multidimensional variability into intra- and intertaxon variability and
analyze them separately. Subfamily level selected. For the second principal component (17.05% of intertaxon
variability), a correlation with latitude was found (r = 0.561; n = 67; p < E–5). The clear division into two
groups revealed by the first principal component (39.48% of intertaxon variability), which does not coincide
with the taxonomic one, indicates a possible physicochemical underlying reason for the differences between
them. This requires further research.

Keywords: Rodentia, cytochrome b, Euclidean distances, cluster analysis, orthogonal decomposition, geo-
graphic coordinates
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ДНК-полимеразы катализируют синтез ДНК при репликации, репарации и рекомбинации ДНК.
Ряд ДНК-полимераз, например полимераза Taq из Thermus aquaticus, нашли применение в различ-
ных приложениях молекулярной биологии и биотехнологии, в частности, в качестве инструментов
амплификации ДНК. Однако эффективность этих ферментов зависит от таких факторов, как про-
исхождение ДНК, состав праймера, длина и GC-содержание матрицы, способность формировать
стабильные вторичные структуры. Подобные ограничения делают актуальным поиск новых фер-
ментов с улучшенными свойствами. В нашем обзоре рассмотрены основные структурные и молеку-
лярно-кинетические особенности функционирования ДНК-полимераз, принадлежащих к струк-
турному семейству А, включая Taq-полимеразу. Филогенетический анализ этих ферментов позво-
лил установить высококонсервативный консенсусный “слепок”, содержащий 62 аминокислотных
остатка, распределенных по структуре фермента. Сравнительный анализ этих аминокислотных
остатков у малоизученных ДНК-полимераз позволил выявить семь ферментов, потенциально обла-
дающих свойствами, необходимыми для их использования в амплификации ДНК.
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ВВЕДЕНИЕ
ДНК-полимеразы играют ключевую роль в со-

хранении стабильности генома. Ферменты этого
класса катализируют полимеризацию 2'-дезокси-
рибонуклеотидмонофосфатов вдоль цепи ДНК,
которую фермент “читает” и использует в каче-
стве матрицы. Тип нового нуклеотида определяет-
ся по принципу комплементарности с нуклеоти-
дом, расположенным в матрице, с которой ведется
считывание. Таким образом, вновь синтезируемая
молекула полностью комплементарна матричной
цепи и идентична одной из цепей двойной спира-
ли ДНК.

ДНК-полимеразы играют важную роль не
только в ряде процессов, необходимых для жизни
клеток, например, в процессах репликации и ре-
парации ДНК, но используются и в различных
приложениях молекулярной биологии и биотех-
нологии, в частности, в методе полимеразной
цепной реакции (ПЦР). ПЦР является быстрым,

специфичным и чувствительным методом ампли-
фикации нуклеотидных последовательностей,
который широко используется в научных иссле-
дованиях и клинической практике. Для проведе-
ния ПЦР необходимы термостабильные полиме-
разы, обладающие (в зависимости от решаемой
задачи) определенным набором дополнительных
свойств, таких как высокая точность, 5ꞌ–3ꞌ- и
3ꞌ–5ꞌ-экзонуклеазные активности, высокая ско-
рость работы, создание тупых или липких концов
у синтезируемых цепей ДНК [1].

Необходимо отметить, что в ПЦР используются
в основном ДНК-полимеразы, принадлежащие к
двум из семи известных структурных семейств, а
именно, семействам А и Б. Наиболее известные
представители этих семейств – полимеразы Taq
из Thermus aquaticus и Pfu из Pyrococcus furiosus.
Для получения ферментов с улучшенными ката-
литическими свойствами природные варианты
этих ферментов и их гомологи модифицировали с
использованием технологий белковой инженерии.

Наибольшие трудности возникают при попыт-
ках амплификации ДНК, находящихся в клеточ-

О. С. Федорова

1 Эти авторы внесли равный вклад в написание данного об-
зора.
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ных экстрактах, крови, образцах “древней ДНК”
и других природных материалах. В подобных слу-
чаях возникают проблемы, обусловленные при-
сутствием различных ингибиторов полимераз,
большой долей поврежденной ДНК и малым ко-
личеством ДНК в целом. Кроме того, амплифи-
кация протяженных фрагментов ДНК сталкива-
ется с ограничениями, связанными с процессив-
ными свойствами конкретной ДНК-полимеразы.
Более того, в ДНК могут встречаться особо слож-
ные последовательности, например GC-богатые,
или участки, формирующие прочные вторичные
структуры, которые существенно снижают про-
цессивность ДНК-полимераз. На данный момент
не обнаружено и не создано “универсальной”
ДНК-полимеразы, способной преодолевать все
описанные препятствия при проведении ПЦР
как в научных исследованиях, так и в диагности-
ческих целях. Выбор конкретной полимеразы за-
висит от нескольких факторов: происхождения
ДНК, структуры праймеров, длины матрицы, со-
держания GC-богатых участков [2]. На работу по-
лимераз влияют также концентрации солей, ка-
тионов металлов и 2'-дезоксирибонуклеотидтри-
фосфатов [3].

В нашем обзоре рассмотрены основные струк-
турные и молекулярно-кинетические особенно-
сти функционирования ДНК-полимераз, при-
надлежащих к структурному семейству А. Фило-
генетический анализ этих ферментов позволил
установить консенсусный “слепок”, включаю-
щий 62 высококонсервативных аминокислотных
остатка, распределенных в структуре фермента.
Проведение сравнительного анализа остатков,
входящих в “функциональный слепок”, у мало-
изученных ДНК-полимераз позволило выявить
семь ферментов, потенциально обладающих
свойствами, необходимыми для использования в
биотехнологии.

ФЕРМЕНТАТИВНЫЕ СВОЙСТВА
ДНК-ПОЛИМЕРАЗ СЕМЕЙСТВА А

ДНК-полимеразы семейства А обладают ре-
пликативной и репарационной активностями.
3' → 5'-Экзонуклеазная активность выполняет кор-
ректирующую функцию, позволяя в случае ошибки
удалять присоединенный некомплементарный
нуклеотид, и таким образом повышает точность
синтеза ДНК. При этом 5' → 3'-экзонуклеазная
активность позволяет удалять РНК-праймеры.
Полимеразы этого семейства обнаружены у эука-
риот (Pol γ, Pol θ, Pol v), бактерий (Pol I) и вирусов
(T7 DNA pol) [4–6].

Первые термостабильные полимеразы семей-
ства А были выделены из бактерий рода Thermus,
оптимальная температура роста которых близка к
70°C, при этом некоторые виды могут выживать и
при 80°C [7]. Кроме нуклеотидилтрансферазной

активности, ДНК-полимеразы этих организмов
обладают 5'–3'-экзонуклеазной активностью, од-
нако у них нет 3'–5'-экзонуклеазной активности,
значительно повышающей точность синтеза
ДНК за счет удаления ошибочно присоединен-
ных нуклеотидов [8–10]. Точность синтеза ДНК
этими ферментами зависит от рН и концентра-
ции ионов Mg2+. Кроме того, на ошибочность
синтеза влияет концентрация dNTP, причем оп-
тимальным является равенство концентраций
различных нуклеозидтрифосфатов. Эти полиме-
разы добавляют также 3′-адениновый “хвост” к
синтезированной цепи.

Наиболее известным и хорошо изученным
представителем бактериальных полимераз семей-
ства А является Taq-полимераза из T. aquaticus [11].
Это первая термостабильная ДНК-полимераза,
использованная в ПЦР [12] и ставшая одним из
самых важных инструментов молекулярной био-
логии. Оптимальная температура работы Taq на-
ходится в промежутке 75–80°C; для ее работы не-
обходимы ионы Mg2+ [9]. Время полужизни поли-
меразы составляет около 40 мин при 95°C, что с
момента открытия архейных термостабильных
полимераз считается низким.

В настоящее время Taq в основном применяет-
ся, когда требуется амплифицировать короткие
последовательности ДНК – до 1 т.п.н., так как
уже при такой длине (и при 50%-ном GC-содер-
жании) эффективность синтеза составляет около
80% и сильно падает при дальнейшем увеличении
длины [13]. Taq легко ингибируется компонента-
ми плазмы крови, включая гемоглобин, лакто-
феррин и Ca2+, поэтому при проведении клини-
ческих анализов в смесь добавляют бычий сыво-
роточный альбумин, увеличивающий выход
реакции [14]. В других случаях используют специ-
альный буфер, повышающий точность синтеза
вплоть до 3.3 × 10–6 ошибок на пару оснований,
что считается приемлемым, но все еще уступает
показателям ДНК-полимераз семейства Б [15–17].

Помимо Taq-полимеразы применяют и другие
ферменты. Tfl из T. flavus является практически
полной копией Taq по характеристикам [18], Tth
из T. thermophilis [19] и Tfi из T. filiformis [8] имеют
схожие с Taq характеристики кроме немного
сниженной термостабильности. Кроме того,
найдены более термостабильные варианты по-
лимераз: Tbr из T. brockianus, Tca из Thermophilus
caldophilus [10] и несколько полимераз из бакте-
рий рода Thermotoga, живущих при температурах
вплоть до 90°C [20].

МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ ДНК-ПОЛИМЕРАЗ
Молекулярный механизм добавления нуклео-

тидов ДНК-полимеразами был предложен по
аналогии с практически идентичным механиз-
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мом 3'–5'-экзонуклеазной реакции, катализируе-
мой ДНК-полимеразой I [21, 22], получившим
название “two metal ion mechanism”. После свя-
зывания полимеразы на стыке дуплекса прай-
мер–матрица входящий нуклеотид связывается и
позиционируется в активном сайте с помощью
Уотсон–Криковских взаимодействий с основа-
нием матрицы, межмолекулярных контактов с
аминокислотными остатками активного центра и
координацией ионами двухвалентных металлов.
Один ион металла связывается между концевым
атомом O3' праймера и α-фосфатом входящего
dNTP и часто упоминается как металл A (MA),
или каталитический ион металла (рис. 1). Второй
ион металла координируется входящим dNTP
через немостиковые атомы кислорода α-, β- и
γ-фосфатов и часто упоминается как металл B,
или нуклеотидсвязывающий ион металла (MB)
(pис. 1). Во время катализа MA служит кислотой
Льюиса для снижения pKa 3'-OH-группы прай-
мера для отщепления и последующей прямой
нуклеофильной атаки на α-фосфат dNTP с обра-
зованием тригонально-бипирамидального пента-
координированного переходного состояния, ко-
торое стабилизируется за счет координации
ионов металлов с кислородами β-γ-фосфатных
групп. Этот этап приводит к инверсии стереокон-
фигурации ɑ-фосфата и согласованному высво-
бождению уходящего пирофосфата, координиро-
ванного MB. Ион MB ориентирует трифосфатную
часть связанного нуклеотида в пригодное для ка-
тализа состояние и дестабилизирует тройной
комплекс полимеразы. После нуклеофильной
атаки MB стабилизирует пентакоординированное
переходное состояние и нейтрализует отрица-
тельный заряд на уходящей группе PPi (pис. 1).

При взаимодействии с ферментом дуплекс
матрица–праймер связывается в неглубокой ще-
ли между “большим пальцем” и 3'-экзодоменом.
При этом значительная часть контактов с фос-
фатным остовом обеспечивается ɑ-спиралью
“большого пальца” (рис. 2) [23, 24]. В бинарном
комплексе полимераза-ДНК концевая пара осно-
ваний праймера примыкает к области, образо-
ванной субдоменом пальцев. Эта граница актив-
ного центра образована преимущественно длин-
ной α-спиралью (O-спираль) и проходит по всей
длине субдомена пальцев; она содержит на по-
верхности группу важных и высококонсерватив-
ных аминокислотных остатков, ориентирован-
ных внутрь щели. На С-конце О-спирали нахо-
дится боковая цепь Tyr. Остаток тирозина
находится в стекинге с концевой парой основа-
ний. При связывании корректного dNTP образу-
ется тройной комплекс полимераза-ДНК-dNTP,
при этом полимераза претерпевает значительные
конформационные изменения. При переходе от
открытой (бинарный комплекс) к закрытой (трой-

ной комплекс) конформации боковая цепь Tyr на
С-конце О-спирали перемещается в активный
центр. Конформационная динамика вносит важ-
ный вклад в высокую точность ДНК-полимераз,
поскольку после начального распознавания ка-
нонической структуры входящего основания в
структуре фермента происходят более значитель-
ные конформационные изменения.

Кинетическая схема включения нуклеотидов в
растущую цепь праймера ДНК под действием
ДНК-полимераз протекает с участием иона двух-
валентного металла и предполагает упорядочен-
ное добавление субстратов (pис. 3). На первом
этапе происходит связывание дуплекса праймер–
матрица с образованием бинарного комплекса
E·ДНКn. Правильное позиционирование 3'-конца
праймера создает необходимое пространство для
связывания входящего dNTP на следующем этапе.
Этот этап включает также связывание иона метал-
ла в сайте связывания B (MB) и, возможно, в сайте
связывания A (MA). После образования “открыто-
го” тройного комплекса E·ДНКn·dNTP многие по-
лимеразы претерпевают конформационные изме-
нения, что приводит к образованию “закрытого”
тройного комплекса E'⋅ДНКn⋅dNTP. Каталитиче-
ски компетентное состояние E"⋅ДНКn⋅dNTP обра-
зуется после второго конформационного измене-

Рис. 1. Предполагаемый механизм реакции полиме-
ризации ДНК, катализируемой ДНК-полимеразой.
Катализ опосредуется двумя ионами двухвалентных
металлов, координированными в ДНК-полимеразе
Pol I из T. aquaticus аминокислотными остатками
Asp610, Asp785, Glu786.
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ния в активном центре полимеразы. Реакционно-
способные группы, включая ионы двухвалентных
металлов, каталитические карбоксилатные остат-
ки, 3'-ОН-цепь праймера и α-фосфат связанного
нуклеотида выравниваются должным образом
для последующего переноса нуклеотида. В ре-
зультате протекает химическая стадия и происхо-
дит удлинение цепи праймера на один нуклеотид
с образованием комплекса E″⋅ДНКn + 1⋅PPi. После
химической стадии фермент возвращается в ис-
ходное состояние и происходит высвобождение
пирофосфата PPi из активного сайта полимеразы.
Далее процесс может протекать по двум путям.
Полимераза может транслоцироваться на одну
пару оснований вдоль ДНК для осуществления
последующего цикла включения нуклеотида
(процессивный синтез ДНК), либо возможна
диссоциация двойного комплекса (дистрибутив-
ный синтез ДНК). Конкретные детали данной
модели могут варьировать в зависимости от ДНК-
полимеразы или системы. Включение и порядок
элементарных стадий, представленных на рис. 3,
подтверждаются кинетическими, структурными
и/или биофизическими данными [6, 23, 26, 27].

АРХИТЕКТУРА БЕЛКОВОЙ ГЛОБУЛЫ 
И ИНЖЕНЕРИЯ ДНК-ПОЛИМЕРАЗ 

СЕМЕЙСТВА А
Первой изученной ДНК-полимеразой семей-

ства А стала Pol I из Escherichia coli. Анализ кине-
тических и рентгеноструктурных данных изуче-
ния фрагмента Кленова и его гомологов из бакте-
риофага Т7 и термофилов T. aquaticus и Bacillus
stearothermophilus позволил обосновать механизм
реакции, катализируемый ДНК-полимеразой, а

также предложить “two metal ion mechanism” [21,
22, 28].

Во второй половине 1990-х гг. было получено
большое количество структур полимераз семей-
ства А, включая Taq [23]. Эти полимеразы имеют
5'–3'-экзонуклеазный, 3'–5'-экзонуклеазный и
5'–3'-полимеразный домены. Полимеразный до-
мен, в свою очередь, подразделяется на домены
большого пальца, пальцев и ладони. Полимераза
без 5'–3'-экзонуклеазного домена называется
фрагментом Кленова и именно в таком виде
обычно используется в ПЦР, чтобы исключить
деградацию праймеров. 3'–5'-Экзонуклеазный
домен не работает в полимеразах некоторых орга-
низмов, включая род Thermus, поскольку не со-
держит специальные мотивы ExoI, ExoII и ExoIII.

За связывание с дуплексом матрица–праймер
отвечает домен большого пальца. Он обхватывает
ДНК со стороны малой бороздки и заставляет ее
слегка изогнуться. В этом домене обнаружены не-
сколько аминокислотных остатков, замены кото-
рых влияют на свойства полимеразы. В одной из
работ показано, что замена Ser543Asn в молекуле
Taq-полимеразы приводит к увеличению эффек-
тивности полимеразы на GC-богатых участках [29].
Кроме того, замены Arg660Thr, Arg487Val,
Lys508Trp, Arg536Lys и Arg587Ile повышают точ-
ность синтеза ДНК-полимеразой [30]. При этом
замены Arg487Val и Lys508Trp значительно сни-
жали скорость работы фермента. Следует отме-
тить, что двойные и тройные мутанты по точно-
сти синтеза не превосходили мутантную форму
Arg660Thr, поэтому именно эта мутантная форма
Taq признана наиболее перспективной [30]. Полу-
чена также мутантная форма [31], содержащая сра-

Рис. 2. Структура комплекса KlenTaq (фрагмент Кленова Taq-полимеразы) с ДНК (PDB ID: 3RTV). Домены большого
пальца, пальцев и ладони располагаются в форме правой руки, типичной для большинства известных полимераз.

Пальцы
Ладонь

3'-5'-Экзонуклеазный доменБольшой
палец
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зу восемь замен (Asn483Lys, Glu507Lys, Ser515Asn,
Lys540Gly, Ala570Glu, Asp578Gly, Val586Gly,
Ile614Met), которая отличается от фермента дико-
го типа более высокой точностью синтеза. При-
мечательно, что этот набор из восьми аминокис-
лотных остатков не перекрывается с набором из
пяти остатков, полученным в [30].

С одноцепочечным фрагментом ДНК-матри-
цы и dNTP связывается домен пальцев. В нем вы-
деляют две α-спирали: первая (аминокислотные
остатки 737–756) взаимодействует с нуклеотидами
матрицы на границе дуплекса, вторая (656–671)
взаимодействует с dNTP. Показано, что остатки
Glu742 и Ala743 α-спирали 737–756 полимеразы
Taq расположены в непосредственной близости от
нуклеотида, идущего следом за стоящим напротив
входящего dNTP, и сильно влияют на сродство по-
лимеразы к ДНК. Установлено также, что замены
Glu742Ala или Ala743Arg/Lys/His заметно увели-
чивают процессивность фермента [32]. Важную
роль играет и Asn750 (нумерация согласно Taq),
замена которого на Ala, наоборот, ухудшает свой-
ства полимеразы из E. coli [33]. Интересный ре-
зультат получен при изучении химерной Taq с до-
полнительными девятью остатками в петле после
Arg736 – эта химерная полимераза работала быст-
рее и имела в целом большую производитель-
ность [34].

Для взаимодействия с dNTP важны высоко-
консервативные остатки Arg659, Lys663, Phe667 и
Tyr671. Первые два связывают трифосфатную
часть, Phe667 взаимодействует с азотистым осно-
ванием dNTP. До связывания dNTP в активном
сайте фермента Tyr671 взаимодействует с основа-
нием первого нуклеотида дуплексной части мат-
рицы, а после связывания dNTP на место Tyr671
встает нуклеотид одноцепочечного фрагмента

ДНК-матрицы, который до этого находился в вы-
вернутом из спирали ДНК состоянии [35]. Замена
этих аминокислотных остатков приводит к сни-
жению точности синтеза [36]. Интересно, что за-
мена Phe667Tyr приводит к лучшему связыванию
ddNTP, что может быть полезным при секвениро-
вании по методу Сэнгера.

Аминокислотные остатки, ответственные за
катализ, располагаются в домене ладони. В Taq-
полимеразе консервативные остатки Asp610,
Asp785 и Glu786 связывают два иона металла.
Кроме этих трех остатков один ион координирует
3'-ОН и α-фосфатную группы dNTP, и две моле-
кулы воды, а второй ион – три фосфатных группы
и карбонильный кислород Tyr611 [25]. Предпола-
гаемый механизм реакции полимеризации ДНК,
катализируемой ДНК-полимеразами, представ-
лен на рис. 1.

За исправление ошибок синтеза отвечает 3'–
5'-экзонуклеазный домен. Установлено, что ра-
бота этого домена максимально эффективна, ко-
гда его последовательность содержит три мотива:
ExoI, ExoII и ExoIII [37]. Основу экзонуклеазного
активного центра полимеразы E. coli составляют
остатки Asp355, Glu357, Asp424 и Asp501. У поли-
мераз из бактерий рода Thermus в соответствую-
щих позициях нет ни одного остатка с боковой
карбоксильной группой. Введение четырех ана-
логичных остатков в Taq-полимеразу (Gly308Asp,
Val310Glu, Leu356Asp, Arg405Asp) приводит к
восстановлению экзонуклеазной активности, но
снижает частоту ошибок всего в 2 раза [38].

Еще один интересный пример удачной инже-
нерии – химера Taq и Tth [39]. В данной работе
решили объединить по два домена от каждого
фермента: экзонуклеазный с большим пальцем из
Tth-полимеразы (остатки до 600-го) и ладонь с

Рис. 3. Кинетический механизм включения корректного dNTP в ДНК-праймер под действием полимеразы.
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пальцами из Taq-полимеразы (остатки после
600-го). В итоге получился фермент, обладающий
объединенными плюсами полимераз Taq и Tth.
Химера отличалась производительностью в 5 раз
большей, чем у Taq-полимеразы и была в 6 раз бо-
лее чувствительной к некомплементарности в
праймере, чем Tth-полимераза, равняясь по этому
показателю с полимеразой Taq. Также химерный
фермент обладал повышенной способностью
реплицировать длинные последовательности.

Таким образом, проведена значительная рабо-
та по улучшению свойств полимераз семейства А.
Получены ферменты, в несколько раз превосхо-
дящие Taq-полимеразу по всем параметрам. Тем
не менее, даже в таком виде полученные фермен-
ты далеки от требований, предъявляемых совре-
менной биотехнологией, поэтому продолжается
поиск новых полимераз с улучшенными свой-
ствами. В данном обзоре под термином “новые
ДНК-полимеразы” подразумеваются любые не-
охарактеризованные ДНК-полимеразы, последо-
вательности которых значительно отличаются от
последовательностей охарактеризованных фер-
ментов.

ОТБОР МИКРООРГАНИЗМОВ
С НОВЫМИ ДНК-ПОЛИМЕРАЗАМИ

Одно из ключевых свойств ДНК-полимеразы,
применяемой в ПЦР, – термостабильность. На
данный момент понимание причин природной
термостабильности остается довольно скудным.
Поэтому главный критерий, по которому отбира-
ют организмы с надеждой найти новые термоста-
бильные ферменты, это их термофильность, т.е.
повышенная (обычно выше 60°C) оптимальная
температура роста. Но, к сожалению, и этот кри-
терий не гарантирует получения термостабильно-
го фермента. Известны организмы, живущие при
повышенных вплоть до 80°C температурах, поли-
меразы которых работают при таких температу-
рах, но их стабильность значительно снижается
при более высоких температурах, поэтому они не
могут использоваться в ПЦР. С другой стороны,
можно предположить, что фермент определенно-
го организма может оставаться стабильным при
температурах, превышающих оптимальную тем-
пературу роста данного организма.

С целью апробации алгоритма поиска новых
ДНК-полимераз были проанализированы после-
довательности полимераз всех микроорганизмов
из Коллекции экстремофильных микроорганизмов
и типовых культур (КЭМТК) ИХБФМ СО РАН
(http://www.niboch.nsc.ru/doku.php/emtc_collection).
Анализ более 4000 депонированных микроорга-
низмов позволил отобрать 47, обитающих при
температуре выше 50°C. Сравнение нуклеотид-
ных последовательностей генов ДНК-полимераз
этих 47 микроорганизмов позволило построить

филогенетическое дерево, отражающее сходство
ферментов (рис. 4). Необходимо отметить, что
три из этих 47 ДНК-полимераз, выделенные из
представителей родов Thermus и Geobacillus, уже
применяются на практике, поэтому далее были
рассмотрены оставшиеся 44 фермента.

ДНК-полимеразы представителей рода Ther-
mus являются основным источником биотехно-
логических ДНК-полимераз семейства А. На ос-
новании представленных в базе данных Uniprot
последовательностей ДНК-полимераз 12 бакте-
рий рода Thermus (с учетом аминокислотных за-
мен S543N, R660T, A743R, оказывающих поло-
жительный эффект на ферментативные свойства)
получена консенсусная последовательность этих
ДНК-полимераз. Эту консенсусную последова-
тельность использовали в качестве эталонной для
сравнения с 44 ДНК-полимеразами семейства А
микроорганизмов, отобранных из коллекции
КЭМТК и не относящихся к Thermus и Geobacil-
lus. Попарное сравнение полимеразных доменов
44 ферментов показало, что сходство всех ДНК-
полимераз с консенсусной последовательностью
составляет около 30–36%. Таким образом, на
данном этапе был сформирован список ДНК-
полимераз семейства А, которые отличаются от
полимераз представителей рода Thermus, что мо-
жет привести к различиям в таких важных свой-
ствах данных ферментов, как, например, процес-
сивность и точность. Однако это слишком общий
критерий селекции новых ДНК-полимераз, по-
этому требуются дополнительные ограничения.

С целью более детального сравнения были
проанализированы структуры комплекса KlenTaq
(фрагмент Кленова Taq-полимеразы) с ДНК [25],
что позволило выделить 62 аминокислотных
остатка, непосредственно контактирующих с
субстратами и кофакторами – ДНК, dNTP и
ионами металлов, т.е. либо имеющих водородные
связи с ними, либо расположенных на расстоя-
нии до 3 Å от них. Как оказалось, эти остатки об-
ладают высокой степенью консервативности во
всех вариантах ДНК-полимераз семейства А не
только из рода Thermus, но среди отобранных
44 ферментов, что может отражать их функцио-
нальную значимость (рис. 5). Интересно отме-
тить, что около половины этих остатков располо-
жены в домене большого пальца и имеют прямой
контакт с двухцепочечной частью ДНК (рис. 6).
Еще около трети находятся в пальцах и связыва-
ются с одноцепочечной частью ДНК, включая
пять dNTP-связывающих остатков. Наконец,
оставшиеся семь остатков из домена ладони рас-
полагаются в различных местах активного центра.

В общем смысле “слепок” из ферментов Ther-
mus, как набор функциональных аминокислот-
ных остатков в определенных местах, может ха-
рактеризовать все полимеразы семейства А, в том
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Рис. 4. Филогенетичесое дерево ДНК-полимераз семейства А, отобранных из коллекции экстремофильных микроор-
ганизмов, типовых культур и организмов КЭМТК. Цветом отмечены ДНК-полимеразы, которые применяются на
практике: представители рода Thermus (выделен синим) и Geobacillus (выделены красным).
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Рис. 5. Графическое представление относительных частот встречаемости различных остатков в последовательностях
ДНК-полимераз из организмов, приведенных на рис. 4. Показан полимеразный домен, нумерация остатков соответ-
ствует ферменту Taq. Звездочками отмечены 62 аминокислотных остатка, взаимодействующих с субстратами и иона-
ми металла.
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Рис. 6. Схема расположения доменов в аминокислотной последовательности ДНК-полимеразы на примере Taq. Крас-
ными точками и полосами возле шкалы обозначены области, в которых находятся 62 субстрат- и кофактор-связыва-
ющих остатка.
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Таблица 1. Сходство функционального слепка ферментов бактерий рода Thermus и ДНК-полимераз других ор-
ганизмов

*Жирным шрифтом отмечены отобранные из разных родов виды, обладающие максимальным сходством с функциональным
слепком ферментов Thermus.

Номер Организм* Сходство, % UniProt ID

1 Exiguobacterium sibiricum 84.4 B1YKA1
2 Exiguobacterium mexicanum 84.4 A0A099DI91
3 Bacillus licheniformis 84.3 A0A1Q9FQ82
4 Bacillus wiedmannii 84.3 A0A0G8C2W8
5 Anoxybacillus kamchatkensis 83.5 A0A4S3L4B1
6 Anoxybacillus mongoliensis 83.5 A0A7W8JGI3
7 Anoxybacillus flavithermus 83.5 A0A178TIV8
8 Anoxybacillus thermarum 83.5 A0A0D0RXS3
9 Anoxybacillus amylolyticus 83.5 A0A167TTL3

10 Acidovorax temperans 82.9 A0A543L9Q8
11 Sphingobacterium multivorum 82.0 A0A2X2J883
12 Acinetobacter lwoffii 81.7 A0A4Y3IZ28
13 Pseudomonas aeruginosa 80.8 A0A069PX19
14 Massilia aurea 79.8 A0A422QJZ7
15 Achromobacter kerstersii 78.6 A0A6S6ZT87
16 Bacillus altitudinis 78.5 A0A1K1VQ13
17 Aneurinibacillus thermoaerophilus 78.4 A0A1G7WTW7
18 Staphylococcus epidermidis 78.4 A0A5R1C3J3
19 Paenibacillus borealis 78.2 A0A089LEG1
20 Tepidiphilus thermophilus 78.0 A0A0K6IUJ5
21 Acinetobacter seifertii 77.8 N8R043
22 Lysinibacillus xylanilyticus 77.5 A0A0K9F7W4
23 Proteus mirabilis 77.4 A0A5F0S8B1
24 Serratia marcescens 77.2 A0A0P0Q8W4
25 Enterobacter lignolyticus 77.2 E3G5L7
26 Mangrovibacter plantisponsor 77.2 A0A317PXC7
27 Moraxella osloensis 77.1 A0A378QCD4
28 Paracoccus haematequi 77.0 A0A3S4GLG8
29 Paenibacillus rhizosphaerae 77.0 A0A1R1ERS0
30 Paenibacillus xylanexedens 77.0 A0A1L5LNH1
31 Pseudomonas nitrititolerans 76.9 A0A7Y3RE40
32 Janibacter melonis 76.6 A0A176QCH1
33 Planococcus massiliensis 76.4 A0A098EN26
34 Bacillus megaterium 76.3 A0A0L1MA76
35 Bacillus pumilus 76.3 A0A0H1RZB5
36 Bacillus amyloliquefaciens 76.3 A0A4V7TSC5
37 Bacillus safensis 76.3 A0A1L6ZGT4
38 Aeribacillus pallidus 76.1 A0A223EA52
39 Bacillus badius 76.0 A0A0C2Y898
40 Pseudomonas putida 75.7 A0A177SGM0
41 Massilia flava 75.0 A0A562Q539
42 Stenotrophomonas rhizophila 74.1 A0A023XYJ8
43 Thermomonas haemolytica 73.0 A0A4R3N9Q2
44 Sphingomonas oleivorans 71.3 A0A2T5FXB6
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числе не обладающие термостабильностью. На-
пример, в молекуле ДНК-полимеразы I E. coli
аналоги описанных 62 остатков расположены в тех
же местах и выполняют те же функции. Таким об-
разом, набор этих консервативных остатков может
выступать функциональным слепком, характери-
зующим ДНК-полимеразы семейства А в целом, а
параметр термостабильности должен быть связан с
дополнительными критериями отбора, например,
с местом обитания микроорганизма.

Дальнейшее сравнение аминокислотного со-
става 44 ДНК-полимераз проводили по сходству
остатков, входящих в данный функциональный
слепок, при их попарном сравнении. Интересно
отметить, что во всех 44 отобранных ферментах,
принадлежащих к структурному семейству А,
сходство этих 62 аминокислотных остатков с
функциональным слепком было существенно
выше и находилось в промежутке 71–85%, что
свидетельствует о высокой функциональной важ-
ности входящих в него аминокислотных остатков
(табл. 1). Тем не менее, не все эти остатки сохра-
няют консервативность в анализируемых фер-
ментах. Это может свидетельствовать об измене-
нии свойств отдельных ферментов и их отличии
от свойств представителей полимераз Thermus.

Необходимо отметить, что среди микроорга-
низмов, обладающих максимальным сходством
(табл. 1), встречаются представители одного рода,
отличия между которыми относительно невели-
ки. Поэтому на основании проведенного анализа
(при условии отбора по одному представителю
одного рода) можно выделить семь ДНК-полиме-
раз, выделенных из Exiguobacterium sibiricum, Ba-
cillus licheniformis, Anoxybacillus kamchatkensis, Aci-
dovorax temperans, Sphingobacterium multivorum,
Acinetobacter lwoffii и Pseudomonas aeruginosa, ами-
нокислотная последовательность которых обла-
дала сходством более 80% с функциональным
слепком ферментов Thermus. Можно предполо-
жить, что обнаруженные отличия состава функ-
ционально важных аминокислотных остатков
ДНК-полимераз из этих организмов приведут к
улучшению свойств ферментов, необходимых для
их использования в качестве биотехнологических
инструментов.

Интересно отметить, что лишь одна из ДНК-
полимераз этих семи организмов изучена в насто-
ящее время, а именно ДНК-полимераза B. licheni-
formis. В работе 1977 года показано, что полимера-
за этого умеренно термофильного организма мо-
жет работать при температуре 55°С [40]. Кроме
того, два представителя рода Anoxybacillus, входя-
щие в список, могут существовать при температу-
рах выше 60°С [41, 42], но их ДНК-полимеразы
пока не охарактеризованы.

Таким образом, полученный функциональ-
ный слепок позволил сравнить представителей

ДНК-полимераз семейства А с ферментами, ко-
торые применяются в биотехнологии и нужда-
ются в улучшении их ферментативных характе-
ристик. Так как сравнение выполнено не по пол-
ной аминокислотной последовательности, а
лишь по важным функциональным аминокис-
лотным остаткам, можно предположить, что сте-
пень соответствия консенсусу будет коррелиро-
вать с характеристиками ДНК-полимераз семей-
ства А, которые используются в настоящее время,
и при этом позволит выявить ферменты, превос-
ходящие Taq и другие ДНК-полимеразы Thermus
по точности синтеза.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования, соглашение
№ 075-15-2021-1085.

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
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Comparative Analysis of DNA-Polymerases from Family A
as a Tool to Search for Enzymes with New Properties

A. A. Bulygin1, 2, A. A. Kuznetsova1, 1, and N. A. Kuznetsov1, 2, *
1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,

Novosibirsk, 630090 Russia
2Novosibirsk National Research State University, Novosibirsk, 630090 Russia

*e-mail: nikita.kuznetsov@niboch.nsc.ru

DNA-polymerases catalyze DNA synthesis during DNA replication, repair, and recombination. A number
of DNA-polymerases, such as the Taq enzyme from Thermus aquaticus, are used in various applications of
molecular biology and biotechnology, in particular as DNA amplification tools. However, the efficiency of
these enzymes depends on factors such as DNA origin, primer composition, template length, GC-content,
and the ability to form stable secondary structures. Such limitations in the use of currently known DNA-poly-
merases leave the problem of searching for new enzymes with improved properties. This review summarizes
the main structural and molecular-kinetic features of the functioning of DNA-polymerases belonging to the
structural family A, including Taq polymerase. A phylogenetic analysis of these enzymes was carried out,
which made it possible to establish a highly conserved consensus sequence containing 62 amino acid residues
distributed over the structure of the enzyme. A comparative analysis of these amino acid residues among
poorly studied DNA-polymerases revealed 7 enzymes that potentially have the properties necessary for their
use for DNA amplification.

Keywords: protein-nucleic acid interactions, DNA-polymerase, structural family, catalytic mechanism, ac-
tive site, kinetics
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Проанализирована динамика накопления сахаров, а также экспрессия генов вакуолярной инверта-
зы (Pain-1), сахарозосинтазы (SUS4), ингибитора инвертазы (InvInh2), регулирующих процесс холо-
дового осахаривания, в клубнях картофеля (сорта Никулинский, Симфония, Невский) при хране-
нии в условиях низких температур. Показано, что все три сорта накапливают сахара при низких
температурах; при этом максимальное накопление редуцирующих сахаров наблюдается при темпе-
ратуре +4°С. Паттерн экспрессии генов, связанных с холодовым осахариванием, зависит от сорта и
длительности хранения. На ранних сроках хранения уровень экспрессии гена вакуолярной инвер-
тазы обратно пропорционален уровню экспрессии ее ингибитора. В клубнях голландского сорта
Симфония выявлена высокая экспрессия гена вакуолярной инвертазы и низкая экспрессия гена
ингибитора вакуолярной инвертазы; обратная зависимость наблюдается у российских сортов Ни-
кулинский и Невский. У всех трех сортов картофеля экспрессия гена сахарозосинтазы наиболее за-
метно повышена на поздних сроках хранения клубней. Обсуждается участие изученных генов в про-
цессе холодового осахаривания в клубнях картофеля.
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ВВЕДЕНИЕ

Картофель (Solanum tuberosum) – одна из важ-
нейших продовольственных, кормовых, техниче-
ских культур. Так как в зонах с умеренным клима-
том урожай картофеля убирают раз в году, осе-
нью, то для круглогодичного использования
клубни картофеля хранят при низких температу-
рах, что предотвращает прорастание клубней, их
усыхание и гниение. Срок хранения клубней в та-
ких условиях не превышает 6 мес. [1]. Однако при
хранении на холоде в клубнях картофеля накап-
ливаются редуцирующие сахара, восстановитель-
ный потенциал которых обусловлен наличием
свободных альдегидной или кетонной групп. Это
накопление сопровождается появлением нежела-
тельного сладкого вкуса (cold-induced sweetening,
CIS, холодовое осахаривание). К тому же товарные
характеристики клубней заметно ухудшаются, по-
скольку при термической обработке (например,
при приготовлении картофельных чипсов) эти

сахара реагируют со свободными аминокислота-
ми в реакции Майяра, что приводит к появлению
темноокрашенных горьких продуктов [2]. Также
образуется акриламид, который считается ток-
сичным и потенциально канцерогенным, хотя его
прямая связь с развитием онкологических забо-
леваний не показана [3].

Накопление сахаров как веществ, обладающих
осмопротекторными свойствами, в ответ на воз-
действие низких температур, видимо, является
защитной метаболической реакцией, необходи-
мой для выживания диких предков культурного
картофеля, которые происходят из Южной Аме-
рики. Однако для современных культурных видов
это нежелательный признак, так как из-за высо-
кого круглогодичного спроса на клубни около
70% осеннего урожая картофеля требуется поме-
щать на средне- или долгосрочное хранение [4].
Поэтому предотвращение процесса холодового
осахаривания клубней картофеля важно для пи-
щевой промышленности.
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В клубнях картофеля сахара представлены в
основном сахарозой, глюкозой и фруктозой, ко-
торые образуются в результате биохимического
разложения крахмала. Эти сахара метаболизиру-
ются в процессе дыхания клубней, а также могут
участвовать в реакции Майяра во время термиче-
ской обработки. Хотя сахароза не участвует на-
прямую в реакции Майяра, она гидролизуется в
процессе жарки, что способствует развитию
окраски чипсов [5].

В клубнях картофеля, хранящихся в холодных
условиях, запускается распад крахмала в амило-
пластах обусловленный индукцией амилолитиче-
ских ферментов, а продукты распада выводятся
из амилопласта либо в виде гексозофосфатов
(гексоза-Р) через переносчик глюкозофосфата,
либо в виде свободных сахаров транспортерами
глюкозы и/или мальтозы. В цитозоле под дей-
ствием сахарозофосфатсинтазы и сахарозофос-
фатазы эти метаболиты превращаются в сахарозу.
Затем сахароза гидролизуется на составляющие
ее гексозы вакуолярной инвертазой [6].

Функциональное значение и точный меха-
низм накопления редуцирующих сахаров при
хранении клубней картофеля на холоде до конца
не изучены. В настоящее время процесс холодо-
вого осахаривания считается одной из самых се-
рьезных проблем в производстве и переработке
картофеля. При этом получение картофеля,
устойчивого к условиям холодового осахарива-
ния, становится приоритетным в ряде селекци-
онных программ [7, 8].

Вакуолярная инвертаза (Pain-1, potato acid inver-
tase 1; VacInv, beta-fructofuranosidase, [Е.С. 3.2.1.26]),
локализованная в вакуолях, вносит основной
вклад в холодовое осахаривание клубней карто-
феля. Показано, что экспрессия гена Pain-1 по-
вышается при воздействии холода, а снижение
экспрессии гена вакуолярной инвертазы методом
РНК-интерференции [9, 10] и его нокаут методом
TALEN [11] приводят к уменьшению накопления
редуцирующих сахаров на холоде, вследствие че-
го полученные из мутантных растений чипсы
имеют более светлый цвет, нежели чипсы из не-
мутантных растений.

Идентифицирован ген вакуолярной инверта-
зы (Pain-1) картофеля, изучена его структура и
экспрессия, а также найдены однонуклеотидные
замены (SNP, single nucleotide polymorphism),
предположительно влияющие на активность
фермента [12, 13]. Показано, что активность про-
мотора гена вакуолярной инвертазы регулируется
сахарами, гормонами, холодом [14], а гипермети-
лирование промотора приводит к снижению экс-
прессии гена и накопления редуцирующих саха-
ров [15]. Регуляция инвертазы происходит не
только на уровне транскрипции, но и посттранс-
ляционно, с участием белков-ингибиторов. Най-

дены два ингибитора вакуолярной инвертазы, St-Inh
(Inh1) и StInvInh2 (Inh2), локализованные, соот-
ветственно, в апопласте и вакуолях [16]. Показа-
но, что активность вакуолярной инвертазы регу-
лируется ингибиторами, но не влияет на уровень
ее мРНК. Оба ингибитора играют роль в холодо-
вом осахаривании, но показано, что Inh2 более
эффективно ингибирует вакуолярную инвертазу
[17, 18]. Уровень экспрессии Inh2 в клубнях кар-
тофеля с устойчивым к холодовому осахарива-
нию генотипом также существенно выше, чем у
сортов с чувствительным к осахариванию геноти-
пом [16].

Сахарозосинтаза (SuSy, sucrose synthase, SUS,
[E.C. 2.4.1.13]) катализирует превращение сахаро-
зы и нуклеозиддифосфата (NDP) в нуклеозидди-
фосфатглюкозу (NDP-глюкоза) и фруктозу, а
также обратный процесс синтеза сахарозы. Но в
основном SUS расщепляет сахарозу и именно в
этом качестве играет важную роль в метаболизме
сахаров в клубнях картофеля. SUS4 – это изофор-
ма сахарозосинтазы, которая чаще всего экспрес-
сируется в клубнях [19]. Показана возможная
связь сахарозосинтазы с холодовым осахаривани-
ем, а также повышение экспрессии этого фер-
мента в ответ на воздействие холода [20–23]. Са-
харозосинтаза, наряду с вакуолярной инвертазой
и ее ингибиторами, вносит большой вклад в холо-
довое осахаривание [24]. Относительный вклад
генов, кодирующих эти ферменты, и их регуля-
ция в процессе холодового осахаривания остают-
ся неясными. Вполне вероятно, что наряду с об-
щими особенностями генетической регуляции
холодового осахаривания существуют и генотип-
зависимые особенности, связанные с дифферен-
цированным вкладом того или иного гена в этот
процесс. Соответственно, для выработки опти-
мальной стратегии искусственного ингибирова-
ния процесса холодового осахаривания в селек-
ционно-ценных сортах картофеля, необходимо
детально исследовать динамику накопления саха-
ров в клубнях разных генотипов на холоде, парал-
лельно оценивая уровень экспрессии, в первую
очередь, структурных и метаболических генов, а
также генов, вовлеченных в их регуляцию на раз-
ных уровнях.

Сорта российской селекции Никулинский,
Невский, а также сорт голландской селекции
Симфония популярны в России, имеют хорошие
вкусовые качества, высокую урожайность, устой-
чивы ко многим заболеваниям и неблагоприят-
ным факторам внешней среды (http://reestr.gos-
sort.com). Но эти сорта генетически достаточно
разнородны, что подтверждается их фенотипиче-
скими различиями – окраской цветков и клуб-
ней, массой клубня, содержанием крахмала, сро-
ками созревания (http://reestr.gossort.com), опу-
шением [25], спектральными характеристиками
клубней [26]. Анализ маркеров этих сортов выяв-



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

ГЕНОТИП-СПЕЦИФИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ РЕГУЛЯЦИИ 199

ляет их генетическую разнородность по SSR-мар-
керам, маркерам устойчивости к заболеваниям
[27, 28], SNP-маркерам, ассоциированным со
свойствами крахмала [29, 30]. По набору хозяй-
ственно-ценных признаков и уровню регенера-
ционной способности in vitro эти сорта представ-
ляют интерес для работ по геномному редактиро-
ванию [31]. Поэтому анализ процесса холодового
осахаривания именно у этих сортов особенно ак-
туален. В нашей работе проанализирована дина-
мика накопления сахарозы, глюкозы и фруктозы
в клубнях трех сортов картофеля при низких тем-
пературах, а также экспрессия ключевых генов-
кандидатов (Pain-1, SUS4, Inh2), отвечающих за
процесс холодового осахаривания.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Растительный материал. В исследовании ис-
пользовали сорта картофеля Никулинский, Сим-
фония и Невский СибНИИРС ИЦиГ СО РАН.
Растения выращивали на поле СибНИИРС
ИЦиГ СО РАН летом 2020 года в одинаковых
условиях. Урожай убирали в конце августа и отби-
рали свежие здоровые клубни массой 100–130 г.
Клубни просушивали на открытом воздухе в тече-
ние 7 дней при температуре 23°С, затем упаковы-
вали в небольшие бумажные пакеты и хранили в
холодильной камере (Pozis, линия Paracels) при
фиксированной температуре 4, 8 и 12°С до 120 дней.

Анализ содержания крахмала. Содержание крах-
мала определяли в контрольной точке (0 дней, сра-
зу после высушивания) в трех клубнях каждого
сорта. Использовали метод, основанный на опре-
делении количества глюкозы, образовавшейся по-
сле ферментативного расщепления крахмала.

Пробу гомогенизировали, брали навеску 200 мг,
добавляли 1 мл смеси ДМСО и соляной кислоты
(16 мл ДМСО, 4 мл концентрированной HCl), ин-
кубировали при температуре 60°С в течение
60 мин, тщательно перемешивая. Пробу перено-
сили в стеклянные пробирки, добавляли 2.5 мл
дистиллированной воды, смесь разбавляли в 5 раз
и затем доводили pH до 4–5 с помощью гидрок-
сида натрия (5 моль/л). Далее добавляли реакти-
вы и инкубировали смесь согласно протоколу на-
бора “Boehringer Ingelheim” (Германия).

Анализ содержания сахаров. В клубнях каждого
сорта определяли содержание сахаров в кон-
трольной точке (0 дней, сразу после высушива-
ния), спустя 15, 30, 60, 90 и 120 дней хранения при
указанных температурах. Брали по три клубня
каждого сорта, промывали их и разрезали про-
дольно пополам. Общее количество сахаров опре-
деляли с использованием антронового метода [32].
Содержание фруктозы и сахарозы определяли ре-
зорциновым методом [32], глюкозы – глюкозоок-
сидазным методом, используя набор Глюкоза-

Ново (“Вектор Бест”, Россия). Оптическую плот-
ность раствора измеряли на сканирующем спек-
трофотометре СПЕК ССП-705. Содержание са-
харов рассчитывали по калибровочным графи-
кам. Средние значения, определенные по трем
биологическим повторностям, обрабатывали ста-
тистически для оценки стандартного отклонения
и представления экспериментальных данных в
виде гистограмм.

Анализ экспрессии генов. Суммарную РНК вы-
деляли из срединной части клубней (по три клуб-
ня каждого сорта) в контрольной точке (после
высушивания), через 15 и 90 дней хранения при
4°C с использованием RNeasy Plant Mini Kit
(“Qiagen”, Германия). Выделенную РНК обраба-
тывали ДНКазой (RNase-Free DNase Set, “Qiagen”).
Концентрацию определяли с использованием
NanoDrop 2000 (“Thermo Scientific”, США), каче-
ство РНК оценивали электрофоретически и с по-
мощью Qubit 3.0 Fluorometer (“Thermo Scientific”).
кДНК синтезировали с помощью iScriptTM Re-
verse Transcription Supermix for RT-qPCR (“Bio-
Rad”, США) и набора реактивов ОТ M-MuLV–RH
(“Биолабмикс”, Россия). Количество РНК на об-
разец – 100 нг. Для анализа экспрессии получен-
ную кДНК разводили в 10 раз. Количественную
ПЦР проводили в автоматическом анализаторе
LightCycler® 96 (“Roche”, Швейцария) в объеме
15 мкл, включая 7.5 мкл БиоМастер HS-qPCR
SYBR Blue (×2) (“Биолабмикс”), 0.4 мкл каждого
праймера (10 мкМ), 3 мкл кДНК. Условия реак-
ции c каждой парой праймеров: 95°C, 10 мин; за-
тем 45 циклов – 95°C, 10 с; 61°C, 10 с; 72°C, 15 с.
Нуклеотидные последовательности праймеров
приведены в табл. 1.

Предварительно экспрессию референсных ге-
нов-кандидатов APRT (CK270447), EF-1-α
(AB061263) и SEC3A (XM_006342541.2) [24] ана-
лизировали в различных точках, для итогового
анализа в качестве референсного выбрали ген
APRT (аденин-фосфорибозилтрансфераза), име-
ющий наиболее стабильный уровень экспрессии
в клубнях. Стабильный уровень экспрессии этого
гена в клубнях картофеля при холодовом стрессе
показан и в работе [33]. Уровень транскриптов ва-
куолярной инвертазы (Pain-1, HQ110080.1), саха-
розосинтазы (Sus4, NM_001288357.1) и ингибито-
ра инвертазы (Inh2, XM_006349784.2) относи-
тельно референсного гена оценивали при
помощи LightCycler® 96 Software.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью однофакторного дисперсионного
анализа (ANOVA) с последующим использованием
критерия попарных сравнений Тьюки (https://
astatsa.com/OneWay_Anova_with_TukeyHSD/). Зна-
чимыми считали p ≤ 0.05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Содержание крахмала

Содержание крахмала определяли фермента-
тивным методом в трех клубнях каждого сорта
(Невский, Никулинский, Симфония) (табл. 2).
Можно отметить, что содержание крахмала в
клубнях этих сортов соответствует данным ори-
гинаторов и не выходит за пределы групп.

Содержание сахаров
Результаты нашего исследования показали,

что в клубнях картофеля при хранении при низ-
ких температурах (4 и 8°C) происходит интенсив-
ное накопление редуцирующих сахаров и сахаро-
зы. Содержание сахаров, низкое в свежесобран-
ных клубнях всех сортов, увеличивается по мере
хранения (рис. 2а). При хранении при температу-
ре 12ºC, наоборот, наблюдалось снижение содер-
жания сахаров в клубнях (рис. 2а).

Наиболее интенсивно сахара накапливались
при 4°C, причем пик содержания всех трех видов
сахаров у каждого из трех сортов приходился на
срок 90 дней, далее содержание сахаров немного
снижалось (рис. 2а).

Накопление сахаров было наиболее выражен-
ным у сорта Никулинский, наиболее слабым – у
сорта Невский. Самым значительным оказалось

накопление глюкозы при хранении. Содержание
глюкозы в клубнях сорта Никулинский возросло
в 5 раз, а у сорта Невский в 3 раза (рис. 2б). Конеч-
ное содержание фруктозы было примерно равно
исходному содержанию глюкозы, поэтому увели-
чение содержания фруктозы у сорта Никулин-
ский в 3 раза незначительно повышало уровень
общих сахаров (рис. 2в).

Конечное содержание сахарозы было пример-
но равно исходному содержанию общих сахаров,
при этом содержание сахарозы в клубнях сорта
Никулинский возросло не более чем в 2.5 раза,
что вдвое ниже конечного повышения содержа-
ния общих сахаров (рис. 2г). Таким образом, глю-
коза вносит наибольший вклад в увеличение со-
держания общих сахаров в клубнях каждого из
трех сортов картофеля, хранящихся в течение
90 дней при 4 и 8°C.

Экспрессия генов
Экспрессию генов мы анализировали при 4°C,

так как именно при этой температуре наблюда-
лось максимальное накопление сахаров, и имен-
но эта температура используется при промыш-
ленном хранении картофеля. Были выбраны вре-
менные точки – 15 и 90 дней, поскольку в этом
временном диапазоне накопление сахаров дости-
гает наибольшего значения, а значит, отражает

Таблица 1. Праймеры, использованные для анализа экспрессии генов

Праймер Нуклеотидная последовательность (5'→3') Источник

PAIN1_rt_F GAGGCTCCGGGAGTTGGTAA  [24]
PAIN1_rt_R CCAAATCTTGACGGAGGCAG

SUS4_rt_F GCATCCTTTCCTAAACCAACC Разработаны в данной работе
SUS4_rt_R GAGGTATTCCTCTGCCTTCC
Inh2_rt_F ACCACCCTAGGCCTCATCAT
Inh2_rt_R ACGGCTACCGTTACATCAGC

APRT_rt_F GAACCGGAGCAGGTGAAGAA  [33]
APRT_rt_R GAAGCAATCCCAGCGATACG

ef1α_rt_F ATTGGAAACGGATATGCTCCA  [24]
ef1α_rt_R TCCTTACCTGAACGCCTGTCA
sec3_rt_F GCTTGCACACGCCATATCAAT
sec3_rt_R TGGATTTTACCACCTTCCGCA

Таблица 2. Содержание крахмала в клубнях картофеля

Сорт Среднее содержание, % Данные Гос. реестра сортов России 
(http://reestr.gossort.com)

Невский 13.3 ± 0.40 12.0–14.0
Симфония 15.5 ± 0.15 13.0–19.0
Никулинский 17.5 ± 0.40 12.0–21.0
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Рис. 1. Гены, вовлеченные в процесс холодового осахаривания клубней картофеля. SS – крахмалсинтазы, INV – инвер-
тазы (вакуолярная и апопластические), INH – ингибиторы инвертаз, Sbe – крахмал-ветвящий фермент, AMY – амила-
зы, SP – фосфорилаза крахмала, UDP – UDP-глюкоза-пирофосфорилаза, AGP – ADP-глюкоза-пирофосфорилаза,
GapC – глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназа, S6P – сахарозофосфатаза, SUS – сахарозосинтаза, SPS – сахарозо-
фосфатсинтаза.
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процессы, происходящие в клубнях и на ранних
этапах холодового стресса, и на поздних – в точке
перехода в стадию снижения концентрации саха-
ров. Результаты оценки экспрессии генов приве-
дены на рис. 3. Показано, что экспрессия всех
трех исследуемых генов под воздействием низких
температур увеличилась по сравнению с контро-
лем (0 дней), однако степень увеличения зависела
от сорта. Экспрессия гена вакуолярной инверта-
зы в клубнях сорта Симфония увеличилась наи-
более значимо по сравнению с остальными сорта-
ми, достигая максимального значения на 15-й день
и снижаясь через 90 дней до уровня контрольной
точки. В клубнях сорта Никулинский экспрессия
гена вакуолярной инвертазы также значимо по-
высилась на 15-й день и также вернулась к перво-
начальному состоянию через 90 дней. У сорта
Невский экспрессия инвертазы увеличилась через
15 дней и оставалась примерно на том же уровне
через 90 дней (рис. 3а).

Экспрессия гена ингибитора вакуолярной ин-
вертазы увеличилась через 15 дней в клубнях
сортов Невский и Никулинский и снизилась че-
рез 90 дней. В клубнях сорта Симфония экспрес-
сия данного гена, если и увеличилась, то весьма
незначительно на 15-й день и немного снизилась
в конечной точке (рис. 3б).

Экспрессия гена сахарозосинтазы значитель-
но увеличилась через 15 дней в клубнях сортов
Никулинский и Невский и незначительно – у
Симфонии. Через 90 дней экспрессия этого гена у
сорта Симфония повысилась так же заметно, как
у двух других сортов на 15-й день, и оставалась
стабильно высокой у сортов Никулинский и Нев-
ский (рис. 3в).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Хранение картофеля в условиях холода

предотвращает их прорастание и гниение, но вы-
зывает холодовое осахаривание, что негативно
сказывается на товарных качествах клубней.
В нашей работе проанализирована динамика на-
копления сахаров в клубнях трех сортов картофе-
ля при низких температурах, а также экспрессия
ключевых генов-кандидатов, отвечающих за про-
цесс холодового осахаривания.

Установлено, что свежесобранные клубни всех
изученных нами сортов характеризовались низ-
ким содержанием сахаров и накапливали сахара
при хранении при низких температурах. Количе-
ство сахаров, накапливаемых при 4°C, было боль-
ше, чем при 8 и 12°C независимо от сорта, т.е. сте-
пень накопления сахаров отрицательно коррели-
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ровала с температурой хранения. Это согласуется с
данными предыдущих исследований [15, 34]. Ос-
новной вклад в накопление общих сахаров вноси-
ла глюкоза, концентрация которой в начальной и
во всех последующих точках измерения значи-
тельно превышала концентрацию фруктозы и
сахарозы (рис. 2б). Большие концентрации глю-
козы свидетельствуют об активном разложении

крахмала и сахарозы на простые сахара, что на-
блюдалось и у других сортов, также подвержен-
ных холодовому осахариванию [15, 24]. Интерес-
но, что в нашем исследовании концентрации
глюкозы превышали концентрации фруктозы,
хотя обычно после хранения на холоде концен-
трации этих двух сахаров имели близкие значения
[24, 35]. Возможно, это связано с особенностями

Рис. 2. Влияние температуры и длительности хранения на содержание общих сахаров (а), глюкозы (б), фруктозы (в) и
сахарозы (г) в клубнях картофеля. Каждый столбец отражает среднее значение, вычисленное по трем биологическим
повторам. Приведено стандартное отклонение.
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генотипов использованных сортов или с активно-
стью других ферментов, ответственных за метабо-
лизм углеводов. Об этом свидетельствует тот
факт, что сорта изначально различались по уров-
ню сахаров в клубнях и динамике их накопления
(рис. 2).

Содержание сахаров у сортов Никулинский и
Симфония было во всех точках выше, чем у сорта
Невский. Концентрация сахаров может быть про-
порциональной концентрации крахмала – основ-

ного источника редуцирующих сахаров, образую-
щихся в результате его гидролиза. Содержание
крахмала в клубнях сорта Невский по нашим дан-
ным составляет 13.3%, в то время как сорта Нику-
линский и Симфония содержат 17.5 и 15.5% крах-
мала соответственно.

Накопление сахаров достигало пика на 90-й день
хранения, далее их концентрация снижалась, хотя
и не в одинаковой степени у разных сортов. По-
добное снижение отмечено, например, Abbasi K.S.

Рис. 2. Окончание.
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Рис. 3. Относительный уровень экспрессии генов Pain-1 (а), Inh2 (б), SUS4 (в) в контроле и при хранении в течение 15
и 90 дней при 4°C в клубнях сортов Невский, Симфония и Никулинский. Приведены средние значения, вычисленные
по трем биологическим повторам, и ошибка среднего. Буквы над столбцами отражают статистически значимые раз-
личия (p-value <0.05).
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и соавт. [36], которые наблюдали снижение со-
держания общих сахаров после 70 дней хране-
ния. Это снижение может быть связано с актива-
цией окисления редуцирующих сахаров в про-
цессе дыхания [37] или с ресинтезом крахмала в
клубнях [22].

Нами выявлена активация экспрессии генов
вакуолярной инвертазы (Pain-1), сахарозосин-
тазы (SUS4) и ингибитора инвертазы (Inh2) в от-
вет на воздействие низких температур (рис. 3),
что согласуется с данными [20, 23, 24]. Однако
заметные различия паттерна экспрессии этих ге-
нов в разных сортах могут свидетельствовать о
генотипзависимой регуляции холодового осаха-
ривания.

Полученные нами данные на позволяют одно-
значно утверждать, что вакуолярная инвертаза
является ключевым ферментом и основным ли-
митирующим фактором холодового осахарива-
ния, как предполагалось ранее [22], так как повы-
шение экспрессии гена Pain-1, наблюдаемое у
всех сортов в начале срока хранения, было стати-
стически значимым только у сорта Симфония.
У двух же других сортов, включая Никулинский,
который характеризуется самым высоким уров-
нем накопления сахаров, степень повышения
экспрессии гена Pain-1 была не столь значитель-
ной (рис. 3а). Кроме того, у сорта Никулинский
эта степень отрицательно коррелировала с уров-
нем экспрессии гена ингибитора инвертазы Inh2,
который статистически значимо увеличился,
особенно при сопоставлении с низким уровнем
экспрессии этого гена в клубнях сорта Симфония
(рис. 3б). Следовательно, можно предположить,
что активность гена Pain-1 в клубнях сорта Нику-
линский снижена за счет ее ингибирования про-
дуктом гена Inh2, и она не вносит существенного
вклада в осахаривание. Пик экспрессии гена ва-
куолярной инвертазы спустя 7–14 дней хранения
с последующим ее снижением наблюдали и ранее
[20, 23]. Уровень экспрессии гена вакуолярной ин-
вертазы в клубнях всех сортов снизился практиче-
ски до исходных значений через 90 дней хранения,
а экспрессия гена сахарозосинтазы значимо повы-
силась, начиная с 15-го дня хранения (рис. 3в).
При этом уровень экспрессии гена сахарозосинта-
зы оставался повышенным и на 90-й день хране-
ния, в отличие от инвертазы.

Повышенная экспрессия гена сахарозосинта-
зы сохраняется даже после хранения клубней в
условиях холода в течение нескольких месяцев,
что согласуется с данными [20, 24], указывающи-
ми на важную роль сахарозосинтазы в холодовом
осахаривании. Согласно Baroja-Fernández E. и со-
авт. [19], существует обратная корреляция между
уровнями экспрессии и активности инвертазы и
сахарозосинтазы, кроме того, в трансгенных
клубнях с повышенной экспрессией гена сахаро-

зосинтазы наблюдалось повышенное содержание
крахмала. Известно, что сахароза, поступающая
из апопласта в цитозоль клеток клубней, гидро-
лизуется сахарозосинтазой до UDP-глюкозы и
фруктозы. Следовательно, от уровня экспрессии
этого фермента может зависеть степень накопле-
ния моносахаридов. Однако на степень накопле-
ния может влиять и обратный процесс – скорость
синтеза олиго- и полисахаридов, особенно крах-
мала. В работе Liи Х. и соавт. [22] показана акти-
вация генов синтеза крахмала в растениях карто-
феля с генотипом, устойчивым к холодовому оса-
хариванию. Кроме того, Shumbe L. и соавт. [15]
наблюдали повышение экспрессии сахарозосин-
тазы в клубнях сорта, устойчивого к осахарива-
нию, по сравнению с чувствительным сортом. Та-
ким образом, точная роль сахарозосинтазы, как и
двух других изученных в нашей работе фермен-
тов, в процессах метаболизма углеводов в клубнях
картофеля до сих пор не определена.

В нашей работе мы анализировали гены, кото-
рые, как считается, вносят основной, но не един-
ственный вклад в холодовое осахаривание. Из-
вестно, что с накоплением сахаров при воздей-
ствии холода связаны и другие гены углеводного
метаболизма – как структурные, так и регулятор-
ные. Щелочные/нейтральные инвертазы гидро-
лизуют сахарозу в цитоплазме в ответ на воздей-
ствие низких температур [38], экспрессия амилаз
и их ингибиторов коррелирует с накоплением ре-
дуцирующих сахаров в клубнях [39]. Некоторые
аллели гена UDP-глюкоза-пирофосфорилазы
ассоциированы с устойчивостью к холодовому
осахариванию [40, 41]. Как упоминалось выше,
вакуолярная инвертаза может регулироваться не
только INH2, но и ингибитором INH1, а также
протеинкиназой SnRK1 [42]. Недавно показали,
что транскрипционный фактор StTINY3 влияет
на устойчивость к холодовому осахариванию,
повышая экспрессию ингибитора инвертазы
INH2 и взаимодействуя с другими генами мета-
болизма углеводов [43]. Скорее всего, эти гены
обуславливают также генотип-специфичную ре-
гуляцию холодового осахаривания, поэтому тре-
буется дальнейшее изучение роли генов в данном
процессе.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Впервые показана генотип-специфичная ди-

намика накопления редуцирующих сахаров в
клубнях отечественных сортов картофеля Нику-
линский, Невский и голландского сорта Симфо-
ния при хранении при низких температурах, а
также выявлены различия в экспрессии генов,
связанных с процессом холодового осахарива-
ния. Выдвинуто предположение о различном
вкладе ферментов, кодируемых данными генами,
в регуляцию холодового осахаривания. Получен-



206

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

ЕГОРОВА и др.

ные результаты способствуют расширению пред-
ставлений о молекулярно-генетических механиз-
мах реакции растений на воздействие низких
температур.
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Genotype-Specific Features of Cold-Induced Sweetening Process Regulation
in Potato Varieties Nikulinsky, Symphony, Nevski

A. A. Egorova1, 2, *, I. A. Saboiev2, N. E. Kostina1, D. D. Kuvaeva1, A. B. Shcherban1, 2,
S. M. Ibragimova1, 2, E. A. Salina2, and A. V. Kochetov1

1Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia
2Kurchatov Genomic Center of the Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, 

Novosibirsk, 630090 Russia
*e-mail: egorova@bionet.nsc.ru

Increasing the shelf life of potato tubers demands their storage under low temperature. However, storage at
low temperatures causes activation of cold-protective mechanism, so-called cold-induced sweetening (CIS).
During this process, the starch is converted into reducing sugars such as glucose and fructose. Upon process-
ing at high-temperature, these sugars react with free amino acids, resulting in brown, bitter-tasting products,
which reduces the consumer value of potatoes. In this study, we performed expression analysis of genes asso-
ciated with cold-induced sweetening in potato tubers: vacuolar invertase (Pain-1), sucrose-synthase (SUS4),
invertase inhibitor (InvInh2). Potato varieties Nikulinsky, Symphony, Nevski were used. All three varieties
were found to accumulate sugars at low temperatures, the maximum accumulation of reducing sugars being
observed at 4°C. It was found that the expression pattern of genes associated with cold-induced sweetening
differs depending on the variety and storage duration. The increased expression of vacuolar invertase and
its inhibitor is more pronounced at the beginning of storage period while the increased expression of su-
crose synthase is more pronounced after three months of storage. At early storage periods, high expression
of invertase and low expression of inhibitor is observed in Dutch variety Symphony, and vice versa in Rus-
sian varieties Nikulinsky and Nevsky. The participation of the studied genes in the process of cold-induced
sweetening is discussed.

Keywords: Solanum tuberosum L., potato, cold-induced sweetening, regulation, expression, vacuolar inver-
tase, sucrose synthase
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Аденин-ДНК-гликозилаза MutY – монофункциональный фермент, катализирующий гидролиз
N-гликозидных связей с остатками аденина, расположенными в ДНК напротив остатков 8-оксо-
гуанина. Проведен рациональный дизайн мутантных форм фермента с измененной каталитиче-
ской активностью. Анализ структур мутантных форм MutY, рассчитанных методом молекулярной
динамики, позволил сделать вывод, что некоторые мутантные формы MutY могут не только рас-
щеплять N-гликозидную связь, но и обладают АР-лиазной активностью, как в случае бифункцио-
нальных ДНК-гликозилаз. Методом сайт-направленного мутагенеза получены мутантные формы
MutY с заменами A120K или S124K и определена их каталитическая активность. Показано, что за-
мена S120K приводит к появлению дополнительной АР-лиазной активности, в то время как замена
A124K полностью инактивирует фермент.

Ключевые слова: биокатализ, рациональный дизайн ферментов, аденин-ДНК-гликозилаза, специ-
фичность, каталитическая активность, конформационные изменения
DOI: 10.31857/S0026898423020234, EDN: EFXRBQ

ВВЕДЕНИЕ

Разработка ферментов с измененными свой-
ствами – одно из важных приложений, направ-
ленных на использование ферментов в биотехно-
логических и медицинских целях. В настоящее
время актуальны подходы, позволяющие найти
фермент с измененными или улучшенными свой-
ствами, такие как экспериментальный скрининг
природных ферментов из различных источников;
создание библиотек генов целевого фермента, име-
ющих случайно распределенные мутации, с после-
дующим скринингом ферментативных свойств и
рациональный дизайн ферментов с использова-
нием молекулярного моделирования и прогнози-
рования свойств [1, 2]. Действительно, можно
констатировать, что современные эксперимен-
тальные и вычислительные методы позволяют
создавать улучшенные формы ферментов [3]. На-
пример, достигнуты значительные успехи в улуч-
шении точности, процессивности, термостабиль-
ности и других параметров таких широко исполь-
зуемых в диагностических целях ферментов, как
ДНК-полимеразы [2].

Однако создание ферментов с измененными
свойствами по-прежнему сталкивается со значи-
тельными проблемами, поскольку функциональ-

ные свойства белков определяются не только их
относительно жесткой общей структурой, но, что
еще более важно, их динамическими свойствами
[4, 5]. В процессе фермент-субстратного взаимо-
действия в некоторых областях белковой глобулы
могут происходить согласованные перемещения
одних частей белковой молекулы относительно
других, при этом некоторые участки очень дина-
мичны, тогда как другие относительно статичны
[6–8]. Такие сложные взаимодействия образуют
динамическую кросс-корреляционную сеть, ко-
торая может иметь важное значение для аллосте-
рических переходов [9, 10], а при формировании
белок-белковых комплексов может выступать в
качестве эффекторов каталитической активности
[11, 12].

Последние 20 лет белковая инженерия актив-
но развивалась за счет появления новых техноло-
гий, среди которых можно отметить направлен-
ную эволюцию, например, с помощью техноло-
гии фагового дисплея [13, 14], и рациональный
дизайн, включающий сайт-направленный мута-
генез и создание химерных ферментов [2, 15].
Стремительное развитие генетических техноло-
гий привело к тому, что актуальными объектами
рационального дизайна стали ферменты, моди-
фицирующие нуклеиновые кислоты, необходи-
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мые для осуществления основных процессов ге-
нетической инженерии.

Структурно-ориентированная инженерия оста-
ется одним из важнейших подходов к созданию
ферментов с измененными свойствами. Действи-
тельно, высокая субстратная специфичность
и/или определенный тип каталитической актив-
ности, характерные для большинства ферментов,
могут препятствовать их использованию в прак-
тических приложениях. Поэтому важным пред-
ставляется направленное изменение субстратной
специфичности или каталитических свойств от-
дельных ферментов, процессирующих нуклеино-
вые кислоты.

Аденин-ДНК-гликозилаза MutY катализи-
рует удаление аденина из неканонической пары
с 7,8-дигидро-8-oксогуанином (oxoG) [16–20].
Помимо удаления аденин из пары oxoG:A MutY
способна также удалять аденин из пары G:A [21],
но со значительно меньшей скоростью [22]. Такая
уникальная специфичность MutY должна обеспе-
чиваться множественными контактами фермента
с oxoG:А- и G:A-парами нуклеотидов. В настоя-
щей работе нами проведен рациональный дизайн
аминокислотных остатков активного центра фер-
мента и создана мутантная форма аденин-ДНК-
гликозилазы MutY с измененной каталитической
активностью. Методом молекулярной динамики
получены модели мутантных форм фермента
MutY, которые не только гидролизуют N-глико-
зидную связь с аденином, но и потенциально
могут обладать новым типом каталитической ак-
тивности, а именно, катализировать разрыв
2'-дезоксирибофосфатного остова ДНК в сайте
узнавания ферментом. Методом сайт-направлен-
ного мутагенеза на основе данных моделирова-
ния получены мутантные формы MutY из E. coli,
содержащие замены A120K или S124K, и опреде-
лена их каталитическая активность. Показано,
что замена S120K приводит к появлению допол-
нительной активности, в то время как A124K пол-
ностью инактивирует фермент.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Молекулярное моделирование. В молекулярно-

динамических расчетах использовали структуру
MutY из Geobacillus stearothermophilus в комплек-
се с нерасщепляемым одиннадцатизвенным
ДНК-субстратом, содержащим 2'-фторо-2'-дез-
оксиаденозин (FLRC, PDB ID: 3G0Q) [23]. На ос-
новании этой структуры построены начальные
модели фермента дикого типа и мутантных форм
MutY из G. stearothermophilus , содержащих замены
Y126K и A130K, соответствующие заменам S120K
и A124K в MutY из E. coli. Были применены сило-
вые поля AMBER ff99SB-ildn для описания белка
[24–26] и bsc1 для ДНК [27, 28] с дополнительны-
ми параметрами для железо-серного кластера

[4Fe-4S]2+ и 8-оксогуанина [29, 30], модель воды
TIP3P и соответствующие параметры ионов [31,
32]. Протонирование аминокислотных остатков
оценивали с использованием опубликованных
данных и с помощью веб-сервера H++ [33]. Рас-
четы выполняли с помощью пакета ПО GRO-
MACS [34, 35]. Комплекс помещали в додекаэд-
рическую периодическую ячейку, заполняемую
молекулами воды и ионами, с минимальным рас-
стоянием 1.1 нм до границы ячейки. Радиус обре-
зания дальних взаимодействий составлял 1 нм,
электростатические взаимодействия рассчитыва-
ли методом PME [36], ковалентные связи с атома-
ми водорода обрабатывали методом LINCS [37],
шаг интегрирования составлял 2 фс. Релаксацию
системы выполняли последовательно в ансам-
блях NVT и NPT с гармоническими ограничени-
ями на подвижность тяжелых атомов фермент-
субстратного комплекса, длительностью 0.5 нс
для каждого этапа. После релаксации системы
генерировали независимые молекулярно-дина-
мические траектории длительностью 100 нс
троекратно для каждого варианта комплекса.
Использовали модифицированный термостат
Берендсена с установленной температурой 300 K
и баростат Паринелло–Рамана [38].

Олигодезоксирибонуклеотиды. Олигодезокси-
рибонуклеотиды синтезировали фосфитамид-
ным методом на синтезаторе ASM-700 (“Biosset
Ltd”, Россия) с использованием мономеров про-
изводства “Glen Research” (США). Олигодезок-
сирибонуклеотиды очищали с помощью ВЭЖХ
на ионообменной колонке (PRP-X500 “Hamilton
Company” 3.9 × 300 мм с размером частиц 12–30 мкм)
и последующей обращенно-фазовой хроматогра-
фии (Nucleoprep 100-20 C18 10 × 250 мм, “Mache-
rey-Nagel”, Германия). Чистоту олигонуклеоти-
дов проверяли с помощью электрофореза в дена-
турирующем 20%-ном полиакриламидном геле
(ПААГ). Концентрацию олигонуклеотидов изме-
ряли по оптической плотности растворов на дли-
не волны 260 нм в электронных спектрах погло-
щения и рассчитывали по закону Бугера–Лам-
берта–Бера, исходя из коэффициентов молярной
экстинкции, определенных в приближении ме-
тода ближайших соседей [39]. В качестве ДНК-
субстрата использовали олигодезоксирибонук-
леотидный дуплекс с последовательностью
CTCTC(oxoG)CCTTCC, содержащий аденин
напротив 8-оксогуанина.

Ферменты. MutY выделен из клеток штамма
BL21(DE3) E. coli, трансформированных плазми-
дой pET28c-MutY, как описано ранее [40]. Плаз-
мида pET28c-MutY, содержащая ген MutY, любез-
но предоставлена М.К. Сапарбаевым (Groupe
“Réparation de l’AND”, Université Paris-Sud XI, In-
stitut Gustave Roussy, France).
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Мутантные формы MutY с заменами S120K и
A124K получены методом сайт-направленного
мутагенеза. Правильность введения замен в ген
MutY проверена секвенированием. Мутантные
формы фермента очищали по следующей методике.
Культуру клеток E. coli BL21(DE3) выращивали в
среде LB (1 л), содержащей 25 мкг/мл канамици-
на, при температуре 37°С до оптической плотно-
сти 0.6–0.7 при длине волны 600 нм. После этого
индуцировали транскрипцию добавлением изо-
пропил-β-D-тиогалактопиранозида до 0.2 мМ и
инкубировали клетки в течение 16 ч. Затем клетки
осаждали центрифугированием (10 мин, 10000 g)
и готовили суспензию клеток в 30 мл буферного
раствора 20 мМ HEPES-NaOH pH 7.8, 40 мМ NaCl,
содержащего набор ингибиторов протеаз (“Com-
plete”, ФРГ). Клетки лизировали при помощи
френч-пресса. Все последующие процедуры про-
водили при 4°С. Лизат клеток центрифугировали
(40 мин, 40000 g), фермент выделяли хроматогра-
фией. Супернатант наносили на колонку I
(Q-Sepharose Fast Flow, “Amersham Biosciences”,
Швеция) и промывали буферным раствором, со-
держащим 20 мМ HEPES-NaOH pH 7.8, 200 мМ
NaCl. Фракции, содержащие белок MutY, собира-
ли и наносили на колонку II (HiTrap- Chelating™,
“Amersham Biosciences”) в буферном растворе
(20 мМ HEPES-NaOH pH 7.8, 500 мМ NaCl,
20 мМ имидазол). Хроматографию проводили в
линейном градиенте 20 → 500 мМ имидазола, оп-
тическую плотность раствора регистрировали
при длине волны 280 нм. Степень чистоты белка
определяли с помощью гель-электрофореза.
Фракции, содержащие мутантные формы MutY,
диализовали в 20 мМ HEPES-NaOH-буфере pH
7.5, содержащем 1 мМ EDТА, 1 мМ дитиотреит,
250 мМ NaCl, 50%-ный глицерин, и хранили при
–20°С. Концентрацию ферментов рассчитывали
из значений оптической плотности белка при
длине волны 280 нм и коэффициента молярной
экстинкции 77328 М–1см–1 [41].

Электрофорез в ПААГ. В экспериментах по
разделению продуктов реакции с помощью элек-
трофореза в ПААГ использовали олигонуклеоти-
ды, меченные 32P по 5'-концу. Все эксперименты
выполняли при 25°С в буферном растворе 50 мМ
Трис-HCl pH 7.5, 50 мМ KCl, 1 мМ EDTA, 1 мМ
дитиотреит, 7%-ный глицерин. Зависимости сте-
пени превращения субстратов от времени полу-
чали с использованием следующей методики.
К 10 мкл буферного раствора, содержащего
32P-меченый ДНК-субстрат, добавляли 10 мкл
2.0–8.2 мкМ фермента в том же буферном раство-
ре. Реакционную смесь быстро перемешивали и
через определенные промежутки времени отби-
рали аликвоты объемом 2 мкл, которые перено-
сили в пробирки, содержащие 2 мкл раствора 7 М
мочевины, 0.1% бромфенолового синего и 0.1%
ксиленцианола. Затем пробы делили пополам, к

одной части добавляли 1 мкл 1 М NaOH и инку-
бировали при 56°C в течение 15 мин для гидроли-
за фосфодиэфирных связей в АР-сайтах. Раствор
нейтрализовали 1 мкл 1 М HCl, наносили на ПААГ
и проводили электрофорез при напряженности
50 В/см. Накопление продуктов реакции в ПААГ
оценивали согласно [40].

Количество образующегося продукта опреде-
ляли путем сканирования радиоавтографа на
приборе Molecular Imager FX phosphorimager
(“Bio-Rad”, США) и обработки данных в про-
граммном пакете Gel-Pro Analyzer 4.0 (“Media Cy-
bernetics”, США). Степень накопления продуктов
рассчитывали как отношение площадей пиков
продуктов к сумме площадей пиков продуктов и
пика исходного олигонуклеотида. Ошибка опре-
деления степени превращения не превышала, как
правило, 20%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Степень изгибания сахарофосфатного остова 
в составе фермент-субстратных комплексов

Известно несколько кристаллических струк-
тур MutY: определены структуры фрагмента фер-
мента из E. coli в свободном виде [42, 43], мутант-
ных форм MutY из G. stearothermophilus в комплек-
се с различными олигонуклеотидными дуплексами
[23, 44–47], а также фрагментов MUTYH челове-
ка и мыши [48, 49]. Рентгеноструктурный анализ
MutY в свободном состоянии и в комплексе с
ДНК показал, что в каталитически активном
комплексе ДНК-дуплекс значительно изогнут.
Однако угол изгиба и степень деформации ДНК,
связанной в активном центре фермента, различа-
ются в структуре комплекса каталитически-ак-
тивного MutY и 2'-F-dA ДНК-субстрата (рис. 1,
FLRC, 3G0Q) и в структуре комплекса каталити-
чески неактивной мутантной формы MutY
D144N и ДНК-субстрата (рис. 1, LRC, 1RRQ).
Возможной причиной таких отличий может быть
как наличие у MutY механизма специфичного
связывания с субстратом через перенос электрона
и окисление кластера [4Fe-4S]2+ до [4Fe-4S]3+ по-
врежденной ДНК, так и эффект 2'-фтор-модифи-
кации нуклеотида в комплексе FLRC. Интересно
отметить, что в процессе молекулярной динами-
ки угол изгиба ДНК занимал среднее значение
между данными структурами в комплексах FLRC
и LRC соответственно (рис. 1).

Cтруктура сайта узнавания oxoG

Сайт узнавания oxoG в MutY образован кон-
сервативной петлей, содержащей аминокислот-
ные остатки Phe307-Ser308-His309. Остатки
Gln48, Thr49, Leu86, Tyr88, Ser308 образуют пря-
мые контакты с oxoG. При этом замена oxoG на G
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изменяет конформацию остатка Ser308, образую-
щего две водородные связи с атомами N7 и С8 oxoG,
и ни одной связи с гуанином (рис. 2). Показано,
что замена S308A приводит к пропорционально-
му снижению сродства фермента и к oxoG:A-, и к
G:A-субстратам с сохранением селективности, а
для утраты специфичности к oxoG-содержащей
ДНК требуется двойная замена F307A/S308A [47].
Однако по результатам молекулярной динамики

(MD) в комплексе MutY с ДНК, содержащей
G:A-пару, Ser308 также способен поддерживать
водородную связь с атомом N7 гуанина за счет
подвижности пептидного остова петли. При этом
и у фермента дикого типа, и у мутантных форм
изменяется конформация Phe307 с вращением
боковой цепи на ~90° относительно положения,
характерного для моделей с oxoG:A-парой или
кристаллографических структур. Таким образом,

Рис. 1. Сравнение степени изгиба сахарофосфатного остова субстрата через расстояние между атомами P, фланкиру-
ющими вывернутое основание нуклеотидов: желтый – кристаллографическая структура комплекса каталитически ак-
тивного MutY и 2′-F-dA ДНК-субстрата (FLRC, 3G0Q); розовый – каталитически неактивный MutY D144N и ДНК-
субстрат (LRC, 1RRQ); голубой – репрезентативный кадр из траектории молекулярной динамики (MD) комплекса
MutY и ДНК.
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Рис. 2. Иллюстрация сайтов узнавания oxoG, содержащих oxoG/А-пару (зеленый) или G/A-пару (голубой), на осно-
вании кристаллографических структур 6U7T и 6Q0C (а) и репрезентативных кадров MD-симуляции (б).
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молекулярно-динамические расчеты свидетель-
ствуют об участии Phe307 в распознавании целе-
вого субстрата.

Структура сайта узнавания 2′-дезоксиаденозина 
и механизм гидролиза N-гликозидной связи

В составе фермент-субстратных комплексов
2′-дезоксиаденозин вывернут из двойной спира-
ли и располагается в активном центре фермента,
образованном Arg26, Leu28, Trp30, Arg31, Leu46,
Glu43, Val51, Tyr126, Glu188, Ile191, Glu192, (но-
мера аминокислотных остатков соответствуют
MutY из G. stearothermophilus) (рис. 3а).

На основании рентгеноструктурных данных и
квантовомеханических расчетов предложен ката-
литический механизм гидролиза N-гликозидной
связи 2'-дезоксиаденозина [23, 47, 50, 51]. Пред-
полагается [50], что в активном центре фермента
аминокислотный остаток Glu43 находится в ней-
тральной форме (рис. 3б). Таким образом, опуб-
ликованные данные свидетельствуют о том, что в
каталитическом комплексе основание Ade прото-
нируется по N7 остатком Glu43, в результате чего
происходит разрыв N-гликозидной связи по ме-
ханизму SN1 [52, 53]. Существование этого меха-
низма подтверждается данными о том, что аналог
аденозина, в котором атом N7 заменен на группу

C7-H [54], а также замена Glu43 [23, 42] приводят к
полной потере каталитической активности MutY.

Выбор аминокислотных остатков 
активного центра MutY, 

необходимых для АР-лиазной активности

С целью расширения каталитических свойств
фермента при сохранении высокой субстратной
специфичности использовали структурную гомо-
логию активного центра монофункционального
MutY с бифункциональными ДНК-гликозилаза-
ми (рис. 4). Так, мутантную форму MutY S120K
(Y126K в MutY G. stearothermophilus) предложили по
аналогии с другими представителями структурно-
го семейства спираль-шпилька-спираль (HhH),
обладающими не только гликозилазной, но и АР-
лиазной активностью – бифункциональными
ДНК-гликозилазами hOGG1 и Nth из E. coli [56].
Действительно положение Ser120 в MutY из E. coli
соответствует положению каталитических остат-
ков Lys249 у hOGG1 и Lys120 в Nth.

Исходя из стерических соображений предло-
жена замена A124K (A130K в MutY G. stearothermo-
philus), в которой боковая цепь остатка лизина
также расположена в каталитическом центре
фермента. Необходимо отметить, что положение
Ala130 у MutY G. stearothermophilus соответствует

Рис. 3. Структура сайта узнавания 2′-дезоксиаденозина (а) (FLRC, 3G0Q) и механизм гидролиза N-гликозидной связи (б)
[53, Creative Commons Attribution License].
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пространственному положению остатка Cys253
ДНК-гликозилазы hOGG1, который стабилизи-
рует боковую цепь каталитического Lys249. При
этом фермент с двойной заменой K249C/C253K,
сохраняющей стабилизирующее взаимодействие
между остатками лизина и цистеина в активном
центре hOGG1, обладает частичной каталитиче-
ской активностью [57].

Создание и анализ модельных структур
MutY Y126K и MutY A130K

Для создания модельных структур комплексов
мутантных форм MutY Y126K и MutY A130K с
ДНК использовали кристаллическую структуру
MutY G. stearothermophilus в комплексе с ДНК-
субстратом, содержащим 2'-фторо-2'-дезоксиаде-
нозин (PDB ID: 3G0Q) [23].

В полученных нами MD моделях фермента ди-
кого типа сохраняется структура активного центра
с координацией N7 атома аденина боковыми це-
пями аминокислотных остатков Tyr126 и Glu43,
что хорошо согласуется с протеканием реакции со-
гласно механизму, предложенному для MutY [50]
(рис. 5а). Кроме того, оценка pKa аминокислот-
ных остатков белка алгоритмом H++ также свиде-
тельствует о том, что в составе комплекса фермен-
та дикого типа и мутантной формы Y126K с ДНК
Glu43 находится в протонированной форме, но не
в случае мутантной формы A130K.

Модельная структура комплекса мутантной
формы MutY A130K с ДНК свидетельствует об из-

менении ориентации ключевых аминокислотных
остатков в структуре активного центра за счет со-
здаваемых боковой цепью Lys130 водородных
связей с остатками Glu43 и Glu188 (рис. 5б).
Формирование таких контактов приводит к от-
далению вывернутого аденина от каталитиче-
ских аминокислотных остатков и должно сопро-
вождаться уменьшением N-гликозилазной ак-
тивности.

Интересно отметить, что в MD-траекториях
комплекса мутантной формы MutY Y126K опти-
мальная для осуществления N-гликозилазной ак-
тивности ориентация аминокислотных остатков
выявлена лишь на относительно небольшом
участке, ~5% от общего времени симуляции
(рис. 6а). При этом большую часть симуляцион-
ного времени вывернутое основание аденозина
находится на большом расстоянии от пары
Lys126–Glu43 не позволяющем сформировать
прямые контакты, необходимые для осуществле-
ния N-гликозилазной активности по механизму,
предложенному для MutY [50]. Однако среди воз-
можных состояний взаиморасположения можно
выделить состояние, подобное комплексу ДНК-
гликозилазы hOGG1 с поврежденной ДНК, где
аминогруппа боковой цепи лизина ориентирова-
на в положение, подходящее для протонирования
N1 атома вывернутого азотистого основания, что
позволяет предположить возможность протека-
ния реакции гидролиза N-гликозидной связи в
случае MutY Y126K по пути, описанному для
hOGG1 [58] (рис. 6б).

Рис. 4. Сравнение активных центров комплексов ферментов hOGG1 (зеленый, 3KTU) и MutY G. stearothermophilus
(желтый, 3G0Q).
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Каталитические свойства мутантных форм 
фермента MutY из E. coli, содержащих замены 

S120K и A124K

С целью подтверждения предположений, по-
лученных с помощью молекулярно-динамиче-
ских расчетов, экспериментально изучена актив-
ность MutY дикого типа и мутантных форм по от-
ношению к ДНК-субстрату, содержащему пару
oxoG:A. При этом для регистрации продуктов
N-гликозилазной реакции, содержащих АР-сайт,
пробы реакционной смеси обрабатывали ще-

лочным раствором, что приводит к расщепле-
нию ДНК. Прямое же разделение реакционной
смеси электрофорезом в ПААГ без дополнитель-
ной щелочной обработки позволяет зарегистри-
ровать собственную АР-лиазную активность му-
тантных форм.

Полученные данные свидетельствуют о том,
что замена A124K полностью инактивирует фер-
мент. При этом MutY S120K приобрел свойства
бифункциональной ДНК-гликозилазы, удаляя
аденин и расщепляя полученный АР-сайт. На

Рис. 5. Сравнение активных центров в комплексе MutY WT (а) и MutY A130K (б) с ДНК.
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Рис. 6. Активный центр мутантной формы Y126K. а – Наложение конфигураций активного центра с оптимальным для
катализа расположением аминокислотных остатков (зеленый, 5% времени MD траектории) и более устойчивым состо-
янием (желтый). б – Наложение структуры комплекса hOGG1 с вывернутым oxoG в активном центре (зеленый, 3KTU)
и подобной по пространственной организации структуры комплекса MutY Y126K из МD-траектории (желтый).

Lys126

Asp144

dA

Glu43

Glu188

8-oxoG
Cys253

Lys249

Asp268

Lys249

Phe144

Glu43Glu43Glu43

Lys126Lys126Lys126

Asp144Asp144Asp144

dAdAdA

а б



216

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

ТЮГАШЕВ и др.

рис. 7 представлена типовая электрофореграмма
и кинетические кривые накопления продуктов
N-гликозилазной и АР-лиазной реакций при вза-
имодействии MutY S120K с ДНК-субстратом.
Сравнение с ферментом дикого типа [40, 59] по-
казало снижение N-гликозилазной активности
фермента по отношению к паре oxoG:A. Такое
уменьшение каталитической активности может
объясняться тем, что замена S120K одновременно
снижает pKa каталитического остатка Glu43, и
аминокислотный остаток Lys120 более не может
стабилизировать оксикарбениевый катион-ин-
термедиат [53]. Также необходимо отметить, что в
процессе молекулярной динамики исходная ори-
ентация остатков активного центра, необходимая
для протекания реакции по механизму, предло-
женному для MutY дикого типа, сохраняется
лишь у ~5% траектории. При этом альтернатив-
ное и более устойчивое относительное положе-
ние боковой цепи остатка лизина и вывернутого
азотистого основания может приводить к воз-
можности разрыва N-гликозидной связи по пути,
аналогичному механизму действия гликозилазы
hOGG1, пусть и с меньшей эффективностью.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, проведенный молекулярно-

динамический анализ позволил установить при-

роду ключевых взаимодействий в активном цен-
тре, обеспечивающих специфическое узнавание
повреждения и каталитическую реакцию гидро-
лиза N-гликозидной связи ферментом MutY. По-
лученные данные позволили предложить замены
аминокислотных остатков активного центра фер-
мента, которые помимо гидролиза N-гликозид-
ной связи с аденином, потенциально могут обес-
печить появление нового типа каталитической ак-
тивности, а именно, АР-лиазной и катализировать
разрыв 2′-дезоксирибофосфатного остова ДНК в
сайте узнавания ферментом. Это означает, что пу-
тем направленного мутагенеза монофункциональ-
ная ДНК-гликозилаза MutY может быть превра-
щена в бифункциональную ДНК-гликозилазу.

Методом сайт-направленного мутагенеза по-
лучены мутантные формы MutY из E. coli, содер-
жащие замены S120K или A124K, и определена их
каталитическая активность. Показано, что заме-
на A124K полностью инактивирует фермент за
счет нарушения сети контактов в составе актив-
ного центра, приводящей к отдалению каталити-
ческих остатков от вывернутого азотистого осно-
вания. При этом мутантная форма MutY S120K
приводит к появлению дополнительной АР-лиаз-
ной активности и проявляет свойства бифункци-
ональной ДНК-гликозилазы, удаляя аденин и
расщепляя полученный АР-сайт.

Рис. 7. Накопление продукта реакции в процессе взаимодействия MutY и ДНК-субстратов, данные электрофореза в
ПААГ. а – Гель-электрофореграмма, характеризующая расщепление oxoG:A-субстрата MutY S120K без обработки
KOH, над дорожками указано время (с) отбора пробы. Кинетические кривые накопления продуктов расщепления ox-
oG:A-субстрата, с обработкой (б) и без обработки (в) щелочным раствором.
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МОНОТЕРАПИИ И В СОЧЕТАНИИ С ОЛАПАРИБОМ1

© 2023 г.   Т. Е. Корниенкоa, А. Л. Захаренкоa, Е. С. Ильинаa, d, А. А. Чепановаa, О. Д. Захароваa,
Н. С. Дырхееваa, Н. А. Поповаb, d, В. П. Николинb, А. С. Филимоновc, О. А. Лузинаc,

Н. Ф. Салахутдиновc,  d, О. И. Лаврикc,  d, *
aИнститут химической биологии и фундаментальной медицины Сибирского отделения Российской академии наук, 

Новосибирск, 630090 Россия
bИнститут цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук,

Новосибирск, 630090 Россия
cНовосибирский институт органической химии им. Н.Н. Ворожцова Сибирского отделения Российской академии наук, 

Новосибирск, 630090 Россия
dНовосибирский национальный исследовательский государственный университет,

Новосибирск, 630090 Россия
*e-mail: lavrik@niboch.nsc.ru

Поступила в редакцию 29.07.2022 г.
После доработки 25.08.2022 г.

Принята к публикации 25.08.2022 г.

Тирозил-ДНК-фосфодиэстераза 1 (Tdp1) удаляет различные аддукты с 3'-конца ДНК, которые обра-
зуются под действием ферментов (например, топоизомеразы 1), вносящих в процессе катализа одно-
цепочечные разрывы в ДНК, а также ряда противоопухолевых препаратов с различным механизмом
действия. Поли(ADP-рибоза)полимераза 1 (PARP1) катализирует посттрансляционную модифика-
цию различных мишеней (PARилирование) и с помощью этих модификаций управляет множеством
процессов в клетке, включая репарацию ДНК. Мишенью PARP1 является в том числе Tdp1, PARили-
рование которой привлекает Tdp1 к месту повреждения. PARилированию и тем самым репарации
ДНК препятствует олапариб – ингибитор PARP1, используемый в терапии опухолей с дефицитом го-
мологичной рекомбинации. В настоящей работе нами изучена возможность повышения противоопу-
холевого эффекта олапариба при использовании его в комбинации с ингибитором Tdp1 OL7-43. Об-
наружено повышение цитотоксичности олапариба в присутствии OL7-43 in vitro, при этом не выявлен
сенсибилизирующий эффект OL7-43 в моделях карциномы Льюис и карциномы Кребс-2, но показан
собственный противоопухолевый и антиметастатический эффект OL7-43.

Ключевые слова: тирозил-ДНК-фосфодиэстераза 1, ингибитор Tdp1, олапариб, карцинома Кребс-2,
карцинома Льюис
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ВВЕДЕНИЕ

Онкологические заболевания считаются од-
ной из основных причин смертности. По данным
ВОЗ ежегодно в мире регистрируется не менее
12 млн новых случаев опухолевых заболеваний.
Разработаны различные методы терапии опухо-
лей, такие как радиационная, химическая, тар-
гетная, корригирующая генная, циторедуктивная
генная, иммунная терапия [1], однако существу-

ют и многочисленные проблемы, которые еще не
имеют оптимального решения, например, мета-
стазирование, тяжелые побочные эффекты и
приобретение опухолевыми клетками резистент-
ности к терапии. На сегодняшний день основны-
ми методами остаются радиационная терапия и
химиотерапия, направленные на повреждение
ДНК злокачественных клеток. Результат таких
воздействий зависит, в том числе, от эффектив-
ности работы систем репарации ДНК, которые
зачастую успешно удаляют повреждения, что
препятствует действию применяемых препаратов
и методов лечения, и считаются одним из ключе-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0026898423020143 для авторизованных поль-
зователей.

УДК 577.29

СИСТЕМНАЯ ФАРМАКОЛОГИЯ
И СОЗДАНИЕ НОВЫХ МЕДИЦИНСКИХ ТЕХНОЛОГИЙ
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вых механизмов лекарственной резистентности
опухоли. В связи с этим ферменты – участники и
регуляторы систем репарации ДНК – становятся
многообещающими мишенями в терапии онко-
логических заболеваний. К таким мишеням, в част-
ности, относятся регулятор системы репарации
ДНК поли(ADP-рибоза)полимераза 1 (PARP1), а
также тирозил-ДНК-фосфодиэстераза 1 (Tdp1) [2, 3].

Tdp1 – один из ключевых ферментов репара-
ции ДНК – играет важную роль в устранении по-
вреждений ДНК, вызванных эндогенными (воз-
никают в ходе нормального или патологического
жизненного цикла клетки) и экзогенными
(вызванными, например, противоопухолевыми
препаратами, такими как топотекан, иринотекан
и др.) факторами [4, 5]. Tdp1 участвует в восста-
новлении стабилизированных ковалентных ком-
плексов Top1-ДНК (Top1cc, Top1 cleavage com-
plex), гидролизуя фосфодиэфирную связь между
остатком каталитического тирозина топоизоме-
разы 1 (Top1) и 3′-фосфатом ДНК в одноцепочеч-
ном разрыве, генерируемом Top1. Tdp1 также ка-
тализирует расщепление фосфодиэфирных свя-
зей в других аддуктах ДНК-белок и устраняет ряд
различных повреждений на 3'-конце ДНК [6].
Следовательно, активность Tdp1 можно рассмат-
ривать как возможную причину резистентности
опухолей к широко используемым в клинике пре-
паратам.

PARP1 – фермент, участвующий в регуляции
различных процессов, включая поддержание ста-
бильности генома, регуляцию клеточного цикла,
апоптоз. PARP1 действует как первичный сенсор
разрывов в ДНК, который обеспечивает выбор
пути репарации, катализируя синтез поли(ADP-
рибозы) (PAR) и присоединение этого полимера
к белку или к ДНК (PARилирование, или парили-
рование) [7, 8]. Олапариб – это препарат, разре-
шенный к применению при различных видах ра-
ка с мутацией BRCA1/2. Механизм действия ола-
париба основан на ингибировании синтеза PAR
и, соответственно, на блокировании ответа на по-
вреждение ДНК [9]: он подавляет опухолевый
рост при применении в качестве монотерапии и в
сочетании с традиционными химиотерапевтиче-
скими препаратами.

Известно, что парилирование усиливает ре-
крутирование Tdp1 в места повреждения ДНК, не
влияя на каталитическую активность [10]. PARP1
стимулирует ферментативную активность Tdp1
на AP-сайтах [11]. По некоторым данным, пари-
лирование комплекса Top1cc необходимо для
протеолитической деградации белковой глобулы
Тор1 в составе этого комплекса непротеасомной
протеазой SPRTN и обеспечения доступа Tdp1 к
месту повреждения [12]. По другим данным, па-
рилирование Top1cc мешает протеолизу этого
комплекса протеазой 26S [13], следовательно, по-

давление активности PARP1 должно способство-
вать более быстрому и/или более эффективному
расщеплению Top1cc. Таким образом, комбини-
рованное применение ингибиторов PARP1 и Tdp1
может быть многообещающей терапевтической
стратегией при различных видах рака.

Ранее мы обнаружили эффективный ингиби-
тор Tdp1, синтезированный на основе вторичного
метаболита лишайников – (+)-усниновой кисло-
ты (УК) (рис. 1, слева), с химическими модифи-
кациями колец А и С, OL7-43 (лабораторный
шифр, рис. 1, справа) [14]. Сама (+)-усниновая
кислота довольно токсична для перевиваемых кле-
точных линий (полутоксическая концентрация
17–45 мкМ) [15]. Модификации ее структуры, раз-
работанные нашей командой, обеспечивают сни-
жение токсичности и эффективное связывание с
активным центром Tdp1 [14]. Введение циано-
групп, присоединенных через длинные алифати-
ческие линкеры, предположительно обеспечива-
ет связывание с ферментом, а введение пиразоль-
ного цикла снижает токсичность соединения в
отношении клеток линии MCF-7 (рак молочной
железы) по сравнению с исходной (+)-усниновой
кислотой (токсичность соединения OL7-43 от-
сутствует во всем диапазоне изученных концен-
траций до 100 мкм).

Результаты скрининга ингибирующей актив-
ности этого соединения в отношении очищенно-
го рекомбинантного Tdp1 позволяют отметить,
что оно обладает высокой ингибирующей актив-
ностью (IC50 = 2.9 ± 0.8 мкм) [14].

Ранее мы обнаружили сенсибилизирующий
эффект производных усниновой кислоты другой
структуры в комбинации с топотеканом на кар-
циномах Льюис и/или Кребс-2 [16–19]. В настоя-
щей работе изучен противоопухолевый и другие
эффекты производного (+)-усниновой кислоты
OL7-43, олапариба и их комбинации на этих же
экспериментальных моделях.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Препараты и реагенты. Эксперименты прово-

дили с использованием следующих реагентов:
олапариба (“Santa Cruz Biotechnology”, США);
диметилсульфоксида (ДМСО) (“Sigma”, США);
Tween-80 (“Panreac”, Испания); 0.9%-ого физио-
логического раствора Буфус (Производственная
фармацевтическая компания “Обновление”, Но-
восибирск, Россия); 3%-ной лимонной кислоты
(“ХИММЕД”, Россия); 10%-ого формалина
(“БиоВитрум”, Россия). Производное усниновой
кислоты OL7-43 (ингибитор Tdp1) синтезирован
по методике, описанной в работе [14].

Исследование цитотоксичности соединений в
отношении перевиваемых клеточных линий. Цито-
токсичность олапариба, соединения OL7-43 и их
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комбинации изучали с использованием клеток
линий MCF-7 (рак молочной железы), HeLa (рак
шейки матки) и T98G (глиобластома) с помощью
колориметрического теста EZ4U (“Biomedica”,
Австрия). Клетки приобретены в Центре коллек-
тивного пользования “Коллекция культур клеток
позвоночных” (Санкт-Петербург, Россия). Клет-
ки выращивали в среде DMEM/F12 (“Gibco”,
“Thermo Fisher Scientific”, США) в присутствии
×1 GlutaMAX (“Gibco”, “Thermo Fisher Scientific”),
50 ед./мл пенициллина, 50 мкг/мл стрептомици-
на (“MP Biomedicals”, США), 10% эмбриональ-
ной бычьей сыворотки (“Биолот”, Россия) в ат-
мосфере 5% СО2. После формирования 30–50%
монослоя в среду добавляли исследуемые соеди-
нения или 1% ДМСО (растворитель) и проводи-
ли тест EZ4U через 72 ч согласно протоколу про-
изводителя с использованием флуориметра
CLARIOstar (“BMG LABTECH”, GmbH, Герма-
ния). Данные обрабатывали с помощью встро-
енного программного обеспечения MARS Data
Analysis 2.0 (“BMG LABTECH”). Графики зави-
симости выживаемости клеток от концентрации
соединений строили в программе OriginPro 8.6.0
(“OriginLab”, США).

Лабораторные животные и модели опухолей.
В исследованиях мы использовали самок мышей
линии C57BL массой ~19–21 г. Животных содер-
жали в пластиковых клетках на подстилках из
опилок со свободным доступом к воде и корму.
Содержание и обращение с мышами соответство-
вало международным правилам проведения экс-
периментов на животных (Директива Европей-
ского сообщества (86/609 EEC)).

В качестве экспериментальных моделей опухо-
лей использовали карциному легких Льюис (LLC)
и асцитную форму карциномы Кребс-2. Эти пере-
виваемые опухоли, полученные из хранилища
клеток ИЦиГ СО РАН (Новосибирск, Россия),
поддерживаются у мышей в виде трансплантиро-
ванных опухолей. Мышиная модель LLC являет-
ся наиболее широко используемой моделью рака
легкого, которая поддерживает высокую туморо-

генность и метастазирование в легкие мышей
C57BL. Перед трансплантацией опухолевую
ткань измельчали и ресуспендировали в 0.9%-
ном растворе NaCl. Опухолевые клетки привива-
ли внутримышечно в правое бедро (объем 0.1 мл,
800000 опухолевых клеток на мышь); в месте вве-
дения формировался первичный опухолевый узел.

Линейно-неспецифическую опухоль Кребс-2
в асцитной форме трансплантировали мышам
линии C57BL. Перед трансплантацией опухоле-
вые клетки суспендировали в 0.9%-ном растворе
NaCl и вводили внутрибрюшинно (0.2 мл, 2 млн
опухолевых клеток на мышь). При внутрибрю-
шинной прививке образуется асцитная форма
опухоли, слабо иммуногенная и не дающая мета-
стазов.

Противоопухолевое действие соединения OL7-43
в монорежиме и в сочетании с олапарибом на моде-
ли асцитной карциномы Кребс-2. После прививки
опухоли животных разделяли произвольным об-
разом на пять групп по шесть особей в каждой.
Все препараты вводили на четвертый день после
трансплантации опухоли (внутрибрюшинно од-
нократно в объеме 0.2 мл, этот способ введения
обеспечивает препаратам доступ непосредствен-
но к опухолевым клеткам, что позволяет оценить
их собственный противоопухолевый эффект).
Каждая группа мышей, кроме контрольной, по-
лучала по две инъекции (в одной олапариб или
растворитель, в другой ингибитор Tdp1 или рас-
творитель):

• группа 1 – интактный контроль – мышам
этой группы привили опухоль, но лекарства не
вводили;

• группа 2 – мышам ввели 4% ДМСО + 10%
Tween-80 (растворитель для олапариба) и 15%
ДМСО + 10% Tween-80 (растворитель для OL7-43);

• группа 3– мышам вводили олапариб в разо-
вой дозе 25 мг/кг в виде суспензии в 4% ДМСО +
+ 10% Tween-80 и 15% ДМСО + 10% Tween-80;

Рис. 1. Структура (+)-усниновой кислоты (слева) и ее производного OL7-43 (справа). Буквами А и С обозначены бен-
зольные кольца, подвергнутые модификации.
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• группа 4 – мышам ввели олапариб в разовой
дозе 25 мг/кг и OL7-43 в разовой дозе 50 мг/кг в
виде суспензии в 15% ДМСО + 10% Tween-80;

• группа 5 – мышам вводили OL7-43 в разовой
дозе 50 мг/кг и 4% ДМСО + 10% Tween-80.

Действие препаратов оценивали в конце экс-
перимента по массе асцитной опухоли, по кон-
центрации опухолевых клеток в асцитической
жидкости (клетки подсчитывали в камере Горяе-
ва), индексам массы печени и селезенки.

Приготовление образца для подсчета опухоле-
вых клеток в камере Горяева: к 10 мкл асцита до-
бавляли 400 мкл физиологического раствора 0.9%
(разведение в 40 раз). Подсчет осуществляли при
малом увеличении в пяти больших квадратах,
разделенных на 16 малых (общее количество 80).

Противоопухолевое антиметастатическое дей-
ствие соединения OL7-43 в монорежиме и в сочета-
нии с олапарибом на модели карциномы легкого
Льюис, а также влияние препаратов на формулу
крови. Предварительно животных разделили слу-
чайным образом на пять групп по семь особей в
каждой, группы были сформированы таким же
образом, как в эксперименте с моделью опухоли
Кребс-2. Препараты вводили однократно внутри-
брюшинно в объеме 0.2 мл на 13-й день после
трансплантации опухоли.

Оценка токсического действия препаратов ос-
новывалась на изменении массы тела мышей в
ходе эксперимента (взвешивания проводили на
13, 15, 18, 20, 22 и 25 день после трансплантации)
и в конце эксперимента по индексам массы пече-
ни и селезенки. Противоопухолевое действие
оценивали по росту первичных опухолевых узлов
(измерения проводили одновременно с взвеши-
ванием) и по количеству метастазов в легких всех
животных после фиксации в 10%-ном формалине
(подсчет осуществляли под микроскопом MBI-3
(“ЛОМО”, СССР) при трехкратном увеличении.
Также дополнительно подсчитывали количество
лейкоцитов и эритроцитов крови в камере Горяе-
ва. Кроме того, выполняли микроскопический
анализ мазка крови и подсчет лейкоцитарной
формулы с помощью биологического исследова-
тельского микроскопа БИОСКОП-1 (“ЛОМО-МА”,
Санкт-Петербург, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сенсибилизация цитотоксического действия 

олапариба соединением OL7-43 in vitro
Как уже упоминалось, соединение OL7-43 не-

токсично для клеток MCF-7 во всем исследован-
ном диапазоне концентраций (до 100 мкМ, со-
единение III в работе [14]). Мы также изучили ци-
тотоксичность этого соединения для клеток HeLa
(карцинома шейки матки) и T98G (глиобласто-
ма) и обнаружили, что в концентрации до 50 мкМ

оно не влияет на выживаемость клеток (рис. S1,
см. Дополнительные материалы на сайте http://
www.molecbio.ru/downloads/2023/2/supp_Kornienko_
rus.pdf). Далее мы изучили влияние этого соеди-
нения на цитотоксичность олапариба в отноше-
нии перевиваемых клеток и обнаружили, что со-
единение OL7-43 в нетоксичной концентрации
20 мкМ усиливает цитотоксический эффект ола-
париба на всех трех клеточных линиях (рис. 2).
Следует отметить, что усиление цитотоксиче-
ского эффекта топотекана было заметным на
клетках линии HeLa и незначительным на клетках
MCF-7 и T98G.

Противоопухолевое действие OL7-43 
в монорежиме и в сочетании с олапарибом 

на модели асцитной карциномы Кребс-2

Введение только олапариба привело к незна-
чительному снижению массы опухоли Кребс-2
(рис. 3) и концентрации опухолевых клеток в ас-
ците (рис. 4) по сравнению с контрольной груп-
пой (без введения препаратов) и с группой, кото-
рой вводили ДМСО. Сочетанное применение
олапариба и ингибитора Tdp1 незначительно
снизило массу опухоли (рис. 3) и концентрацию
опухолевых клеток в асците (рис. 4) по сравнению
с контрольной группой (без лечения), группой,
которой вводили ДМСО, и группой, получившей
олапариб в качестве монотерапии, но различия
были статистически недостоверными. Масса ас-
цитной опухоли в данной группе по сравнению с
группой, которой вводили только OL7-43, снизи-
лась аддитивно.

Для проверки общей токсичности исследуе-
мых соединений и их комбинации по окончании
эксперимента извлекали и взвешивали печень.
На основе полученных данных рассчитывали
индекс этих органов. Органные индексы рассчи-
тывали как отношение массы органа к массе тела
мыши (с опухолью). Изменение относительного
веса печени (как в сторону увеличения, так и в
сторону уменьшения) может свидетельствовать
о токсическом влиянии соединений. Масса пе-
чени незначительно изменялась, однако в груп-
пах, получавших ингибитор Tdp1 – OL7-43, отме-
чено недостоверное увеличение печени (табл. S1,
см. Дополнительные материалы на сайте http://
www.molecbio.ru/downloads/2023/2/supp_Kornienko_
rus.pdf). Индекс печени также не менялся
(табл. S1), что указывает на отсутствие острого
токсического действия олапариба, соединения
OL7-43 и их комбинации на организм животных.

При лечении ингибитором Tdp1 наблюдалось
недостоверное снижение массы асцита (рис. 3) и
концентрации опухолевых клеток в асцитиче-
ской жидкости (рис. 4) по сравнению со всеми
группами.
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Таким образом, соединение OL7-43 нетоксич-
но для экспериментальных животных и обладает
собственной противоопухолевой активностью в
отношении асцитной карциномы Кребс-2, на что
указывает снижение концентрации опухолевых
клеток в асците. Синергический эффект этого со-
единения, показанный нами in vitro на клеточных
линиях, в эксперименте in vivo не выявлен.

Противоопухолевое и антиметастатическое 
действие OL7-43 в монорежиме и в сочетании 

с олапарибом на модели карциномы легкого Льюис
Введение одного олапариба не привело к сни-

жению массы первичного опухолевого узла (рис. 5)
и не уменьшило число метастазов в легких мышей
(рис. 6) по сравнению с контрольной группой (без
введения препаратов) и с группой, которой вво-
дили ДМСО. Применение соединения OL7-43 в
комбинации с олапарибом незначительно снижа-
ло массу опухоли, но не оказывало влияния на
процесс метастазирования.

Соединение OL7-43 в монорежиме более эф-
фективно снижало как среднюю массу первично-
го опухолевого узла, так и число метастазов в лег-
ких мышей (количество метастазов под действи-
ем OL7-43 снизилось статистически значимо по
сравнению с группой мышей, которым ввели
ДМСО) (рис. 5, 6). Также для всех групп рассчи-
тывали коэффициент торможения роста опухоли
(ТРО, %), данные представлены на рис. 5.

Слабый эффект терапии изучаемыми соедине-
ниями (олапариб, OL7-43 и их комбинация), воз-
можно, связан с выбором режима дозирования,
лекарственной формы и/или моделью опухоли.

Токсичность олапариба,
соединения OL7-43 и их комбинации

Токсичность препаратов и их комбинации мы
оценивали по изменению массы тела мышей с
13-ого по 25-й день после трансплантации опухо-
ли (т.е. со дня лечения). Выявлена тенденция к
увеличению массы животных, что говорит об от-

Рис. 2. Выживаемость клеток HeLa (а), T98G (б) и MCF-7 (в) в зависимости от концентрации олапариба (Ola) в при-
сутствии (красные графики) и в отсутствие (черные графики) соединения OL7-43.
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Рис. 3. Средняя масса асцитной опухоли Кребс-2 (разница в массе мыши с опухолью в брюшной полости и после уда-
ления опухоли) после терапии олапарибом (Ola, 25 мг/кг), OL7-43 (50 мг/кг) и их комбинацией.
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Рис. 5. Средняя масса первичного опухолевого узла. Цифры под ящичками обозначают среднее значение ± стандарт-
ное отклонение (верхняя строчка) и значения коэффициента торможения роста опухоли (ТРО, %) (нижняя строчка).
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Рис. 7. Динамика изменений массы тела мышей под действием соединения OL7-43 и его комбинации с олапарибом (Ola).
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сутствии острой токсичности исследуемых соеди-
нений (рис. 7).

Кроме того, по окончании эксперимента мы
извлекали и взвешивали печень и селезенку, рас-
считывали индексы печени и селезенки. Значи-
мых изменений массы печени и селезенки не на-
блюдали (табл. S2, см. Дополнительные материа-
лы на сайте http://www.molecbio.ru/downloads/
2023/2/supp_Kornienko_rus.pdf). Отмечено, что
терапия олапарибом, OL7-43 и их комбинацией в
указанных дозах не вызывала острого токсиче-
ского эффекта.

Таким образом, соединение OL7-43 не оказы-
вает острого токсического действия на внутренние
органы мышей и обладает собственной противо-
опухолевой активностью в отношении карциномы
легких Льюис, на что указывает снижение числа
метастазов в легких и массы первичного опухоле-
вого узла. Синергический эффект в отношении
олапариба у данного соединения не выявлен.

Влияние изучаемых препаратов на периферическую 
кровь мышей с карциномой легких Льюис

У мышей с карциномой легких Льюис число
эритроцитов в периферической крови значитель-
но снижается [20], а количество лейкоцитов уве-
личивается [21]. Увеличение числа лейкоцитов в
периферической крови связано с воспалительным

процессом, вызванным некрозом, который возни-
кает в процессе формирования и роста опухолево-
го узла.

Применение олапариба в монорежиме увели-
чивает концентрацию эритроцитов в крови на
14% по сравнению с контрольной группой без ле-
чения и на 10% по сравнению с группой, которой
вводили ДМСО (табл. 1, рис. 8).

Сочетанное применение олапариба и OL7-43
привело к увеличению концентрации эритроци-
тов по сравнению с группами, которым вводили
ДМСО (на 18%) и олапариб (незначительно).
Применение только соединения OL7-43 привело
к увеличению числа эритроцитов на 25% по срав-
нению с контролем без лечения и на 21% по сравне-
нию с контролем с ДМСО, возвращая число эрит-
роцитов к норме (здоровые мыши без лечения).

Введение олапариба снизило на 18% концен-
трацию лейкоцитов по сравнению с контролем
без лечения и не изменило ее по сравнению с
контролем с ДМСО. Комбинированная терапия
снизила число лейкоцитов на 44% по сравнению
с отсутствием лечения и на 22% по сравнению с
применением растворителя и олапариба по от-
дельности. Соединение OL7-43 более эффектив-
но снижало концентрацию лейкоцитов, чем
остальные препараты или их комбинации (рис. 9,
табл. 1), также приводя число лейкоцитов к нор-
мальным значениям.
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Введение олапариба, OL7-43 и их комбинации
приводит к восстановлению показателей белой и
красной крови, т.е. к нормализации гемопоэза
(рис. 8, 9). За норму приняли показатели крови
здоровых мышей без опухоли, не получавших ни-
каких препаратов. Результаты подсчета лейкоци-
тарных формул периферической крови мышей
представлены в табл. 1.

Применение олапариба в монорежиме увели-
чило число лимфоцитов по сравнению с кон-

трольной группой (без лечения) и особями, кото-
рым вводили ДМСО.

Сочетанное применение олапариба и OL7-43
привело к статистически значимому увеличению
числа лимфоцитов по сравнению с контрольной
группой (опухоли без лечения) и особями, кото-
рым вводили ДМСО. Введение только OL7-43
приводило к еще большему увеличению числа
лимфоцитов по сравнению с комбинацией пре-

Рис. 8. Влияние соединения олапариба (Ola) в разовой дозе 25 мг/кг, OL7-43 в разовой дозе 50 мг/кг и их комбинации
на концентрацию эритроцитов.
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Таблица 1. Влияние OL7-43 и его комбинации с олапарибом на лейкоцитарную формулу крови мышей

*Статистически значимые отличия от группы ДМСО (р <0.05).

Показатель Норма Контроль – опухоль 
без лечения

Опухоль + 
ДМСО

Опухоль +
олапариб

Опухоль +
олапариб +

OL7-43

Опухоль +
OL7-43

Эритроциты, млн/мл 8.0–9.0 6.5 ± 0.6 6.7 ± 0.8 7.4 ± 0.5 7.9 ± 0.5 8.1 ± 0.3
Лейкоциты, т./мл 5.4–10.0 13 ± 1 11 ± 1 11 ± 1 9 ± 1 8 ± 1
Лимфоциты, % 55.0–63.0 44 ± 5 44 ± 5 50 ± 3 53 ± 3* 56 ± 4*
Моноциты, % 0.5–2.0 3 ± 1 1.1 ± 0.8 1.4 ± 1* 2 ± 1* 1.0 ± 0.6
Базофилы, % 0.0–0.5 0.2 ± 0.4 0 0.1 ± 0.2 0.1 ± 0.2 0
Эозинофилы, % 0.0–1.0 2 ± 1 1 ± 1 1 ± 1 1 ± 1 1 ± 1
Нейтрофилы п/я, % 1.0–5.0 5 ± 3 4 ± 2 3 ± 1 3 ± 1 3 ± 1
Нейтрофилы с/я, % 34.0–39.0 45 ± 7 50 ± 7 45 ± 4 41 ± 4 39 ± 5
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паратов и, как и в случае эритроцитов, возвраща-
ло этот показатель к норме (табл. 1).

Содержание моноцитов, эозинофилов и ней-
трофилов при терапии только олапарибом было
статистически значимо ниже, чем в контроле без
лечения и незначительно повышено по сравне-
нию с группами, которым вводили комбинацию
олапариба с OL7-43 и собственно OL7-43 в моно-
режиме (табл. 1).

Терапия олапарибом, OL7-43 и их комбинаци-
ей в указанных дозах не привела к развитию гема-
тологических осложнений.

Таким образом, в экспериментах in vitro на
клеточных линиях MCF-7, HeLa и T98G произ-
водное усниновой кислоты OL7-43 – ингибитор
Tdp1 – в дозе 50 мкM не оказывал токсического
действия на клетки, однако даже в меньшей дозе
(20 мкM) OL7-43 усиливал цитотоксический эф-
фект олапариба при совместном с ним воздей-
ствии.

Исследование в системе in vivo, проведенное
на мышах с асцитной опухолью Кребс-2 и карци-
номой легких Льюис, показало, что на клетках
этих опухолей проявилось непосредственное ци-
тотоксическое действие OL7-43, но при этом не
наблюдалось статистически значимой способно-

сти сенсибилизировать опухоль in vivo к действию
олапариба.

Олапариб слабо влияет на показатели белой и
красной крови. Введение OL7-43 или его комби-
нации с олапарибом нормализует гемопоэз (по
окончании эксперимента процентное соотноше-
ние различных видов лейкоцитов, определенное
путем подсчета в окрашенном мазке крови, соот-
ветствовало норме либо было максимально близ-
ким к ней).

Учитывая противоопухолевую активность
OL7-43, обнаруженную на двух перевиваемых ли-
ниях опухолей мышей, при отсутствии общеток-
сического действия на организм животных и нор-
мализации гемопоэза, можно заключить, что со-
единение OL7-43, может представлять интерес
для дальнейшего исследования на других типах
опухолей и при других схемах его применения.

Авторы выражают благодарность Можной
Александре Григорьевне за консультации по ра-
боте с лабораторными животными.

Работа поддержана грантом Российского на-
учного фонда (№ 21-14-00105, Т.Е. Корниенко,
Н.Д. Дырхеева, А.Л. Захаренко, А.С. Филимонов,
А.А. Чепанова, Н.А. Попова, В.П. Николин) и
проектом Государственного задания ИХБФМ СО

Рис. 9. Влияние соединения олапариба (Ola) в разовой дозе 25 мг/кг, OL7-43 в разовой дозе 50 мг/кг и их комбинации
на концентрацию лейкоцитов.
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Все процедуры с мышами соответствовали
международным правилам проведения экспери-
ментов на животных (Директива Европейского
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Дополнительные материалы включают данные
по цитотоксичности олапариба и по острой ток-
сичности препаратов на моделях опухолей мышей
и размещены на сайтах http://link.springer.com,
http://molecbio.ru.
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Influence of Usnic Acid Derivative (Tyrosyl-DNA Phosphodiesterase 1 Inhibitor) 
on Transplanted Tumors in vivo as a Monotherapy and in Combination with Olaparib

Т. Е. Kornienko1, А. L. Zakharenko1, Е. S. Ilina1, 4, А. А. Chepanova1, О. D. Zakharova1, 
N. S. Dyrkheeva1, N. А. Popova2, 4, V. P. Nikolin2, А. S. Filimonov3, О. А. Luzina3,

N. F. Salakhutdinov3, 4, and О. I. Lavrik1, 4, *
1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,

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

Novosibirsk, 630090Russia
3 Vorozhtsov Novosibirsk Institute of Organic Chemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences,

Novosibirsk, 630090 Russia
4Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia

*e-mail: lavrik@niboch.nsc.ru

Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1 (Tdp1) is a DNA repair enzyme that removes various adducts from the
3'-end of DNA. Such damage is formed, for example, under the action of enzymes that introduce single-
strand breaks in DNA during catalysis (for example, topoisomerase 1), as well as a number of anticancer drugs
with different mechanisms of action. Poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) is an enzyme that catalyzes
the post-translational modification of various targets (PARylation), and with its help controls many processes
in the cell, including DNA repair. The target of PARP1 is also Tdp1, whose PARylation attracts Tdp1 to the
site of DNA damage. Olaparib is a PARP1 inhibitor used in clinical practice to treat homologous recombina-
tion deficient tumors. The main mechanism of action of olaparib is to obstruction of PARylation and thus
DNA repair. In this study, we used the Tdp1 inhibitor OL7-43 in combination with olaparib to increase the
antitumor effect of the latter. Despite the increase in cytotoxicity of olaparib in the presence of OL7-43
in vitro, we did not find a sensitizing effect of this compound in the Lewis and Krebs-2 carcinoma models,
but it showed its own antitumor and antimetastatic effects.

Keywords: tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1, Tdp1 inhibitor, olaparib, Krebs-2 carcinoma, Lewis carcinoma
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Эта небольшая статья суммирует результаты недавних иммунологических исследований, проведен-
ных в новом Научно-технологическом университете “Сириус”. Основное направление работ связа-
но с изучением особенностей иммунного ответа на вакцинацию и ревакцинацию против SARS-
CoV-2, а также с поиском потенциальных агентов для предотвращения заражения этим вирусом.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, вакцины, поствакцинальный иммунитет, антитела, нейтрализация,
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C момента образования Научно-технологиче-
ского университета “Сириус” в состав Центра ге-
нетики и наук о жизни вошло отдельное научное
направление: “Иммунобиология и биомедицина”,
задача которого состояла в развитии как фунда-
ментальных исследований, так и технологии в об-
ласти иммунологии. Пандемия COVID-19 оказала
“мгновенное действие”, скорректировав научные
планы направления и частично “переключив”
исследования на инфекционную иммунологию.
Отметим, что к этому моменту находящийся в
стадии становления НТУ “Сириус” уже приобрел
высокотехнологичное оборудование, которое бы-
ло развернуто во временных помещениях. Эта
статья обобщает результаты иммунологических
исследований, в первую очередь связанных с пан-
демией COVID-19, которые были проведены в тес-
ной кооперации с несколькими ключевыми парт-
нерами. Кроме того, была оценена возможность
создания пептидного аналога клеточного рецепто-
ра коронавируса ‒ ангиотензинконвертирующего
фермента-2 (ACE2), ‒ как потенциального инги-
битора проникновения вируса в клетку, тем самым
предотвращающего ее заражение.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Участники исследования и образцы. У добро-
вольцев-участников брали периферическую кровь

через 1 и 6 мес после прохождения полного курса
вакцинации для оценки гуморального и клеточно-
го иммунитета. Были сформированы следующие
группы сравнения:
1. Переболевшие COVID-19, n = 7.
2. Вакцинированные Гам-Ковид-Вак (Sputnik V),
n = 7.
3. Вакцинированные ЭпиВакКорона, n = 7.
4. Вакцинированные КовиВак (CoviVac), n = 7.
5. Вакцинированные мРНК-вакцинами: BNT162b2
(Pfizer/BioNTech) или mRNA-1273 (Moderna), ‒
n = 8.
6. Вакцинированные Гам-Ковид-Вак через 6 мес
или более после перенесенного заболевания
COVID-19, n = 7.
7. Вакцинированные КовиВак через 6 мес или более
после перенесенного заболевания COVID-19, n = 5.

Периферическую кровь собирали в две 9-мил-
лилитровые пробирки IMPROVacutainer с натрий
гепарином (“IMPROVE”, Китай). Кровь разделя-
ли на клеточные фракции центрифугированием в
градиенте плотности фиколла. Мононуклеары
периферической крови (РВМС) замораживали в
жидком азоте в количестве 1 × 106 клеток в 1 мл
среды RPMI-1640 (“ПанЭко”, Россия) c 10% ди-
метилсульфоксида (DMSO; “Sigma”, США),
5% фетальной сыворотки крупного рогатого ско-
та (FBS; “Capricorn Scientific”, Германия). Для

УДК 616-097,571.27

СИСТЕМНАЯ ФАРМАКОЛОГИЯ
И СОЗДАНИЕ НОВЫХ МЕДИЦИНСКИХ ТЕХНОЛОГИЙ
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выделения сыворотки периферическую кровь со-
бирали в пробирки IMPROVacutainer с активато-
ром свертывания объемом 5 мл (“IMPROVE”).
Полученную сыворотку разделяли на аликвоты и
хранили при ‒80°С.

Иммуноферментный анализ. Уровни антител к
рецепторсвязывающему домену (RBD) белка
шипа (S) SARS-CoV-2 оценивали с использова-
нием иммуноферментной тест-системы SARS-
CoV-2-IgG-ИФА (любезно предоставлена ФГБУ
“Национальный медицинский исследователь-
ский центр гематологии” Минздрава России,
Москва).

Мультиплексный анализ антител. Наличие анти-
тел против различных эпитопов в составе белков S
(S1, S2, RBD) и нуклеопротеина (N) SARS-CoV-2
оценивали с помощью набора MILLIPLEX®

SARS-CoV-2 Antigen Panel 1 IgG (“Merсk”, Герма-
ния) на приборе MagPix (“Merсk”).

Получение псевдовирусных частиц (PVPs) c
S-белком SARS-CoV-2. Для получения PVP клет-
ки HEK-293Т (6 × 106 клеток) высаживали на 10-сан-
тиметровую чашку Петри и культивировали в
7 мл полной среды DMEM/F12, содержащей
2% FBS (“Capricon”, США), 2 мМ L-глутамин и
пенициллин/стрептомицин в концентрации
50 ед/мл и 50 мкг/мл соответственно (”ПанЭко”), в
течение ночи. Среду заменяли на DMEM/F12 без
FBS (6.5 мл). Для трансфекции к 650 мкл культу-
ральной среды OptiMEM (“Capricon”) добавляли
30 мкл водного раствора полиэтиленимина (PEI,
1 мг/мл) и раствор плазмид pCMVdelta8.2R,
pUCHR-IR-GFP, pCG1-SARS-2S-deltaF-deltaC19
[1], содержащий суммарно 15 мкг ДНК (соотно-
шение ДНК : PEI = 1 : 2), и проводили трансфек-
цию по стандартному протоколу [2]. Через 48 ч
клеточную среду собирали и концентрировали
центрифугированием (23000 × g, 4°С, 2.5 ч). Со-
держащий PVPs осадок ресуспендировали в 1/20
исходного объема, разделяли на аликвоты и хра-
нили при ‒80°С.

Нейтрализация трансдукции PVPs. Эту проце-
дуру проводили, как описано ранее [1], c не-
большими модификациями. Предварительно
для опыта по нейтрализации клетки линии
НЕК-293Т/АСЕ2, экспрессирующие на поверх-
ности ACE2, высевали в лунки 96-луночного
планшета TC-treated (“Eppendorf”, Германия) в
расчете 2 × 105 клеток/лунка. В качестве отрица-
тельного контроля использовали сыворотку чело-
века, не содержащую антител против SARS-CoV-2,
а для положительного контроля ‒ сыворотку с
высоким титром антител, полученную от рекон-
валесцента COVID-19. В опытных образцах PVPs
инкубировали с пептидами, взятыми в диапазоне
концентраций от 0.9 до 200 мкM, в полной среде
DMEM/F12 (“ПанЭко”) в течение 60 мин при
комнатной температуре, после чего их вносили в

культуру клеток НЕК-293Т/АСЕ2 и культивиро-
вали в течение 48 ч при 37°С и 5% СО2. Анализ
трансдукции проводили с помощью проточной
цитометрии на анализаторе BD LSRFortessaTM

(“BD Biosciences”, США).
FACS-анализ специфических Т-клеток. После

разморозки PBMC культивировали в полной сре-
де RPMI-1640 в 96-луночных планшетах TC-treated
(“Eppendorf”) по 0.5 × 106 клеток на лунку. После
размораживания жизнеспособность PBMC со-
ставляла 90‒95% при оценке по включению в них
пропидия йодида (PI). Стимуляцию проводили
пептидами SARS-CoV-2 PepTivator Peptide Pools
(“Miltenyi Biotec”, Германия). В качестве отрица-
тельного контроля использовали нестимулиро-
ванные клетки, для положительного контроля
клетки активировали форбол-12-миристат-13-аце-
татом (PMA) в концентрации 25 нг/мл (“Sigma”).
Для подавления секреции цитокинов через 2 ч
после стимуляции к клеткам добавляли брефель-
дин A (“BioLegend”, США) и культивировали их в
течение ночи при 37°C и 5% CO2. После отмывки
клетки окрашивали антителами к поверхностным
маркерам: anti-CD3-AF700 (56-0037-42, “Thermo
Fisher Scientific”, США), anti-CD8-APC (17-0088-42,
“Thermo Fisher Scientific”), anti-CD4-PE/Cy5.5
(35-0047-42, “Thermo Fisher Scientific”). Клетки
фиксировали и пермеабилизировали по протоко-
лу BD Cytofix/Cytoperm kit (“BD Biosciences”),
после чего окрашивали антителами против ин-
терферона-γ (IFNγ) ‒ anti-IFNγ-BV421 (562988,
“BD Biosciences”). Цитофлуориметрический ана-
лиз проводили на приборе BD LSRFortessa (“BD
Biosciences”). Полученные результаты обрабаты-
вали с использованием программы FlowJo v.10.8.1.

Синтетические пептиды. C использованием
данных о контактах между RBD S-белка SARS-
CoV-2 и клеточным рецептором вируса ‒ ACE2
[3] выбран и синтезирован пептид, соответствую-
щий аминокислотной последовательности 19‒50 а.о.
N-концевого участка АСЕ2 (P1, табл. 1), а также
контрольный пептид, в котором ключевые пози-
ции были мутированы (Pm, табл. 1). Эти же вари-
анты пептидов (Р1 и Pm) были синтезированы с
флуоресцентной меткой 5(6)-карбоксифлуорес-
цеином (FAM). Кроме того, был синтезирован
пептид P1’st длиной 30 а.о., модифицированный
ковалентными сшивками на основе (S)-2-(4-пен-
тенил)аланина (табл. 1).

Иммунофлуоресцентный анализ. Способность
синтетических пептидов связываться с S-белком
SARS-CoV-2 оценивали в иммунофлуоресцент-
ном тесте с использованием пептидов, меченных
FAM. Пептиды инкубировали в 96-луночном
планшете (“Greiner Bio-One”, Австрия), который
предварительно сенсибилизировали рекомби-
нантным полноразмерным S-белком (1 мкг/мл
бикарбонатного буфера, рН 9.5). Эффектив-
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ность связывания оценивали по интенсивности
флуоресценции на микропланшетном ридере
CLARIOstar® Plus (“BMG Labtech”, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Изучение иммунного ответа
на вакцины против COVID-19

Начиная с 2020 г., во всем мире развернулась
настоящая гонка по скорейшей разработке про-
филактических вакцин от COVID-19 [7].

Отметим, что уже более 225 лет прошло со вре-
мен работ Э. Дженнера, а классический подход к
профилактической вакцинации по-прежнему за-
ключается в использовании ослабленного (атте-
нуированного) патогена, который, инфицируя
клетки и ткани организма, размножается в них,
не вызывая при этом серьезного заболевания.
В связи с патогенезом COVID-19, высокой конта-
гиозностью и смертностью разработка вакцин-
ных препаратов на основе этиологического агента:
уханьского варианта SARS-CoV-2 или его эволю-
ционных вариантов ‒ пока невозможна. Как аль-
тернатива, вирус может быть инактивирован хи-
мическим или физическим воздействием. В этом
случае он не способен реплицироваться, но при
условии сохранения структуры вириона может
оставаться высокоиммуногенным и вызывать хо-
роший иммунный ответ. На этой платформе раз-
работаны полновирионные инактивированные
вакцины BBIBP-CorV компании “Sinopharm”
(Китай) и CoronaVac компании “Sinovac Biotech”
(Китай), а также отечественная вакцина КовиВак
(CoviVac) Федерального научного центра иссле-
дований и разработки иммунобиологических
препаратов им. М.П. Чумакова Российской ака-
демии наук (ФГБНУ “ФНЦИРИП им. М.П. Чу-
макова” РАН) [8–10].

Кроме того, широкое применение получили вы-
сокотехнологичные вакцины на основе рекомби-
нантных аденовирусов: Sputnik V (Гам-Ковид-Вак)
Национального исследовательского центра эпи-
демиологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи
(ФГБУ “НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи” Минздрава
России, Россия), AZD1222 от Oxford/”AstraZeneca”
(Великобритания), Ad26.COV2.S компании
“Johnson & Johnson” (США) [11–13] и Ad5-nCoV

(Convidicea) компании “CanSino Biologics Inc.”
(Китай) [14] – и так называемые мРНК-вакцины
BNT162b2 компаний “Pfizer”/”BioNTech”
(США/Германия) и mRNA-1273 компании
“Moderna” (США) [15]. Все они, как векторные,
так и мРНК-вакцины, экспрессируют только S-бе-
лок в той или иной модификации.

К середине 2022 года 5.3 млрд человек в мире
(более 65%) получило хотя бы одну дозу вакцины
(а с учетом числа вакцинаций было сделано около
12.39 млрд прививок) [16]. Вакцинация населения
России началась в начале 2021 года на фоне очень
высокой нагрузки на медицинские службы в пе-
риод второй волны пандемии COVID-19. Первая
зарегистрированная отечественная вакцина ‒
Sputnik V (Гам-Ковид-Вак) ‒ была разработана
учеными ФГБУ “НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи”
Минздрава России [11, 16], второй стала пептид-
ная вакцина ЭпиВакКорона Государственного
научного центра вирусологии и биотехнологии
“Вектор” Роспотребнадзора (ФБУН “ГНЦ ВБ
“Вектор” Роспотребнадзора”) [17, 18] и третьей ‒
полновирионная инактивированная вакцина
КовиВак (CoviVac) ФГБНУ “ФНЦИРИП
им. М.П. Чумакова” РАН [10]. Кампанию по вак-
цинации в России сопровождало общее недоверие
к вакцинам, подогреваемое безответственными
публикациями в средствах массовой информации.
К настоящему времени в стране производится до-
статочное число доз вакцин (в основном Sputnik V
и Sputnik-light), но появление новых вариантов
вируса SARS-CoV-2, таких как Omicron, постави-
ло новые вопросы относительно эффективности
уже существующих вакцин [19]. Даже без учета
этого обстоятельства на начало августа 2022 года
только 57% населения Российской Федерации
получили хотя бы одну дозу вакцины, что ниже
среднемирового уровня [16]. Кроме того, для всех
широко используемых вакцин было установлено
снижение уровня защитных антител к вновь по-
являющимся вариантам SARS-CoV-2. В связи с
этим во всем мире для уже вакцинированных ре-
комендована дополнительная ревакцинация, од-
нако вопрос об оптимальной комбинации вакцин
до конца не изучен [20].

В наших исследованиях мы прежде всего зада-
лись целью сравнить между собой несколько из-
вестных вакцин (3 отечественных, 2‒3 зарубеж-

Таблица 1. Аминокислотная последовательность ACE2-пептидов

аХ = (S)-2-(4-пентенил)аланин (сшивающий агент).
bA ‒ исходные аминокислоты в последовательности Р1 заменены на аланин.

Пептид Аминокислотная последовательность Длина, а.о. Ссылка

P1 STIEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQSSLASWNY 32 [4, 5]
Р1’st TIEEQAKTXLDKXFNHEAEDLFYQXSLAXWNа 30 [6]

P1m STIEEQAKTFLDAFNHAAAALFAQSSLASWNYb 32 [4, 5]
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ных ‒ в первую очередь инновационные
мРНК-вакцины) по способности вызывать ан-
тительный ответ на несколько вирусных эпито-
пов с последующим определением уровня ней-
трализующих антител. Для этого у выбранных
групп добровольцев исследовали изменения тит-
ров антител в динамике. У некоторых участников
определяли и Т-клеточный ответ на конкретные
эпитопы вирусных белков. Кроме того, нам уда-
лось сравнить гуморальный ответ после несколь-
ких вариантов ревакцинации. Следует отметить,
что в ходе исследования часть добровольцев
(в том числе вакцинированных) не избежала за-
ражения SARS-CoV-2 (о чем можно было объек-
тивно судить по паттерну антительного ответа),
поэтому по ходу работы число испытуемых в экс-
периментальных группах снижалось.

Из рис. 1 следует, что как Sputnik V, так и осо-
бенно мРНК-вакцины вызывают сильный анти-
тельный ответ на RBD S-белка SARS-CoV-2,
сравнимый с ответом у переболевших. Однако че-
рез 6 месяцев уровень ответа для всех исследован-
ных вакцин значительно снижался, тогда как у
переболевших он сохранялся на практически
прежнем уровне. Антитела к RBD S-белка у вак-
цинированных полновирионной инактивиро-
ванной вакциной CoviVac вырабатывались на
очень низком уровне, хотя на основании эпиде-
миологических данных защитные свойства этой
вакцины сомнения не вызывают [10].

Для дальнейших, более углубленных исследо-
ваний применяли мультиплексную технологию
Luminex, которая позволяет одновременно детек-
тировать антитела к трем разным доменам S-бел-

ка: S1, S2 и RBD, а также к N-белку (рис. 2). Как
и ожидалось, в этой системе только у переболев-
ших и у вакцинированных полновирионной вак-
циной детектировали антитела к внутреннему
N-белку вириона. Отметим, что появление анти-
тел к N-белку у вакцинированных Sputnik V или
мРНК-вакцинами мы интерпретировали как
“перенесенное заболевание COVID-19” и этих
испытуемых исключали из дальнейших исследо-
ваний.

Интересно, что у вакцинированных CoviVac
уровни антител к субъединице S2 были сравнимы
с таковыми у переболевших, в то время как у вак-
цинированных Sputnik V этот ответ был достовер-
но слабее. Роль иммунного ответа на белок S2
(напомним, что RBD не входит в состав этой
субъединицы) до сих пор не выяснена. Недавно
на мышиной модели показано, что иммунизация
белком S2 вызывает у животных продукцию ви-
руснейтрализующих антител [21, 22]. Эти резуль-
таты, безусловно, требуют осмысления и под-
тверждения.

Кроме того, с помощью псевдовирусной си-
стемы в динамике была исследована нейтрализу-
ющая активность антител к S-белку у испытуе-
мых разных групп. К преимуществам этой систе-
мы относится возможность быстрой наработки
PVPs и смены их “покрытия” тем или иным целе-
вым белком, например разными структурными
компонентами S-белка SARS-CoV-2, причем от
разных вариантов вируса.

Нами обнаружено, что у вакцинированных
Sputnik V вируснейтрализующая активность анти-
тел против S-белка варианта Wuhan-Hu-1 SARS-

Рис. 1. Уровень антител к RBD S-белка через 1 (a) и 6 (б) месяцев после полного курса вакцинации или инфекции
SARS-CoV-2. Иммуноферментный анализ проведен в тест-системе SARS-CoV-2-IgG-ИФА; оптическую плотность
регистрировали при длине волны 450 нм (А450) По оси Y ‒ отношение оптической плотности образца (Aex) к оптиче-
ской плотности критического значения (Ac). Образцы, где отношение Aex/Ac было больше 1, считались положитель-
ными. Здесь и далее: mRNA – группа участников, вакцинированных BNT162b2 (“Pfizer”/”BioNTech”) или mRNA-1273
(“Moderna”); COVID-19 ‒ переболевшие COVID-19. У группы участников, вакцинированных ЭпиВакКорона, анти-
тельный ответ на S-белок вируса в данной тест-системе был ниже критического значения оптической плотности.
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CoV-2 сильно снижается через полгода после вак-
цинации. В группе реципиентов вакцин на плат-
форме мРНК детектировали самый высокий уро-
вень нейтрализацующих антител, который даже
через полгода был выше, чем в группе переболев-
ших. Вакцинация полновирионной инактивиро-
ванной вакциной CoviVac не вызывала высокого
антительного ответа против RBD, что соответ-
ствовало низкой эффективности нейтрализации
в тесте с PVPs (рис. 3).

Дополнительно мы оценили нейтрализующую
активность антител против S-белка SARS-CoV-2

варианта Delta (B.1.617.2.). В этом случае у вакци-
нированных Sputnik V уже через месяц после вак-
цинации титры вируснейтрализующих антител
заметно снижались и оставались почти на том же
уровне и через полгода. В группе реципиентов
мРНК-вакцин через полгода также отмечалось
резкое падение вируснейтрализующей активно-
сти (рис. 4). Стоит обратить внимание на специ-
фичность и различия в нейтрализации варианта
Delta SARS-CoV-2 у испытуемых, которые пере-
несли COVID-19 в разные периоды времени. Ви-
руснейтрализующая активность сывороток тех,

Рис. 2. Уровень антител против белков S2 (а) и N (б) SARS-CoV-2 через 1 и 6 месяцев после перенесенной инфекции
или вакцинации. Анализ проведен в тест-системе MILLIPLEX® SARS-CoV-2 Antigen Panel 1 IgG. По оси Y ‒ отноше-
ние медианы интенсивности флуоресценции (MFI) образца (MFIex) к медиане интенсивности флуоресценции крити-
ческого значения (MFIc). Образцы, где отношение MFIex/MFIc было больше 1, считались положительными.
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Рис. 3. Оценка вируснейтрализующей активности антител против S-белка SARS-CoV-2 (вариант Wuhan-Hu-1) у ис-
пытуемых через 1 (а) и 6 (б) месяцев после вакцинации или перенесенной инфекции COVID-19.
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кто перенес заболевание в весенне-летний пери-
од 2021 г., была выше по отношению к варианту
Delta, чем у переболевших в 2020 году в период
циркуляции варианта Wuhan-Hu-1.

Далее мы приступили к анализу эффективно-
сти различных схем ревакцинации. К середине
2021 года началась масштабная вакцинация в
России, в том числе и тех, кто в прошлом перенес
инфекцию SARS-CoV-2. На рис. 5а приведены
данные по ревакцинации переболевших двумя
отечественными вакцинами.

Эффективный иммунный ответ восстанавли-
вался и при ревакцинации ранее вакцинирован-
ных групп (рис. 5б), при этом уровень антител че-
рез месяц после ревакцинации был существенно
выше, чем до нее. Предполагается, что гетероло-
гичная вакцинация, сочетающая вакцины разных
типов, позволяет расширить репертуар эпитопов,
против которых нацелены антитела, включая не-
нейтрализующие. По последним данным, такие
антитела, как и нейтрализующие, могут играть
протективную роль [20, 21].

Рис. 4. Оценка вируснейтрализующей активности антител против S-белка SARS-CoV-2 (вариант B.1.617.2 ‒ Delta) у
испытуемых через 1 (а) и 6 (б) месяцев после вакцинации/перенесенной инфекции COVID-19.
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Рис. 5. Уровни антител к RBD S-белка SARS-CoV-2 после вакцинации ранее переболевших (а) и ревакцинации не бо-
левших COVID-19 (б). Показаны уровни антител через 6 месяцев после заражения или первичной вакцинации и через
1 месяц после вакцинации переболевших или ревакцинации не болевших COVID-19.
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Рис. 6. Содержание IFNγ-продуцирующих Т-клеток в ответ на стимуляцию пулом пептиваторов SARS-CoV-2 (пепти-
ды, представляющие собой участки Т-клеточных эпитопов S- и N-белков). а – Визуализация IFNγ-продуцирующих
Т-клеток до и после стимуляции как пятнообразующих единиц (SFU); форбол-12-миристат-13-ацетат (PMA) исполь-
зовали для неспецифической стимуляции Т-клеток. б – Число SFU на 1 × 106 клеток периферической крови, проду-
цирующих IFNγ, через 6 месяцев после перенесенного заболевания или вакцинации.
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Наряду с антительным ответом у некоторых
добровольцев из разных групп анализировали и
Т-клеточный ответ с использованием проточной
цитометрии и технологии ELISPOT. Нами обна-
ружено, что через полгода после заражения
SARS-CoV-2, а также после вакцинации как век-
торной (Sputnik V), так и полновирионной (CoviVac)
вакцинами у части добровольцев сохраняется
специфический Т-клеточный иммунитет (рис. 6),
хотя количество вирусспецифических Т-клеток у
переболевших в среднем сохранялось на более
высоком уровне.

Хотя цитометрический анализ менее чувстви-
телен и более сложен, чем ELISPOT, его исполь-
зование позволило определить, какие популяции
Т-клеток активируются при инфекции и вакци-
нации. У всех исследованных групп детектирова-
ли в основном специфические CD8+-клетки; при
этом у вакцинированных Sputnik V эти клетки
были нацелены против Т-клеточных эпитопов
S-белка SARS-CoV-2 (рис. 7а, б), в то время как у
переболевших детектировали и CD8+-клетки,
нацеленные против N-белка (рис. 7б). Важно
отметить, что через месяц после ревакцинации
существенно повышалась доля как CD4+, так и
S-специфических CD8+ Т-клеток.

Поиск пептидов, блокирующих проникновение 
SARS-CoV-2 в клетку

Во многих лабораториях проводят работы по
поиску ингибиторов SARS-CoV-2 на стадии про-
никновения в клетку. Для этой цели рассматри-

ваются молекулы на основе пептидов или не-
больших белков, представляющих собой домены
молекулы АСЕ2, которые и контактируют с RBD
S-белка вируса. Ранее было показано, что вне-
клеточная часть АСЕ2, экспрессированная в ге-
терологичной системе, может быть таким блока-
тором [23], однако минимальный размер такого
фрагмента ACE2, достаточный для предотвраще-
ния взаимодействия с ним RBD, не был установ-
лен. В основе нашего исследования лежала гипо-
теза о том, что одна или две хорошо структуриро-
ванные α-спирали из N-концевого домена АСЕ2,
включающие ключевые аминокислоты для кон-
тактов с RBD S-белка, могут быть активными
блокаторами [4]. Для этого нами детально изуче-
ны свойства синтетического пептида Р1, содер-
жащего α1-спираль, и рекомбинантного поли-
пептида Р2, содержащего α1- и α2-спирали. Эти
пептиды хорошо связывались с S-белком in vitro
(рис. 8а), но ни в PVP-системе, ни в эксперимен-
тах с живым вирусом SARS-CoV-2 они не блоки-
ровали проникновение вируса в клетку (рис. 8в).

В ряде других лабораторий, практически в од-
но и тоже время, проверяли ту же гипотезу о воз-
можности блокировки входа вируса SARS-CoV-2
в клетку с помощью пептида ‒ аналога ключевого
для взаимодействия с RBD участка ACE2, ‒ ис-
пользуя различные синтетические пептиды [24–26]
Так R. Larue и соавт. [27] обнаружили, что очень
короткие пептиды (всего 6‒16 а. о.), содержащие
часть α1-спирали и относящиеся к самособираю-
щимся пептидам (self-assembling peptides, SAР),
ингибировали связывание S-белоксодержащих
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PVPs c АСЕ2, хотя по меньшей мере один из этих
пептидов вообще не связывался с S-белком in vitro.
Мы считаем, что SAP препятствуют проникнове-
нию вируса в клетку по какому-то иному механиз-
му. Кроме того, идея использования “сшитых”
пептидов как аналогов SAP для исследования вза-
имодействия SARS-CoV-2 с его рецептором АСЕ2
была реализована в работе F. Curreli и др. [6]. Нам
удалось воспроизвести не только эти результаты
по связыванию сшитого пептида с S-белком
SARS-CoV-2, но и продемонстрировать его инги-
бирующую активность при внедрении в клетку
как псевдовируса (рис. 8б, г), так и SARS-CoV-2
(данные не приведены). Заметим, что классиче-
ские синтетические пептиды уже получили ши-
рокое применение как в качестве лекарственных
средств, так и компонентов вакцин. Что касается
“сшитых” пептидов, то их синтез представляет со-
бой трудную технологическую задачу, реализация
которой на современном этапе нерентабельна [5].

Таким образом, за 2021‒2022 гг. в НТУ “Сириус”
удалось создать высокотехнологичную платфор-
му для иммунологических исследований. Так, с
участием сотрудников направления “Иммуно-
биология и биомедицина” и ресурсного центра
“Клеточные технологии и иммунология” прове-
дено три исследования, которые имеют отноше-
ние к иммунологическим аспектам пандемии
COVID-19. Кроме того, выполнена работа, свя-
занная с изучением метаболических особенно-
стей различных типов миелоидных клеток. Продол-
жается работа по созданию собственной коллекции
иммунологических реагентов, что позволит прово-
дить исследования в условиях санкций. Наконец, в
ожидании запуска вивария НТУ “Сириус” в со-
трудничестве с Федеральным исследовательским
центром “Институт цитологии и генетики” Си-
бирского отделения Российской академии наук
(ИЦиГ СО РАН) и Федеральным государственным
бюджетным учреждением науки “Институт биоор-

Рис. 7. Количество цитокинпродуцирующих Т-клеток у переболевших и вакцинированных в ответ на стимуляцию пу-
лом пептидов, происходящих из белков S (а) или N (б) SARS-CoV-2 (PepTivators, Miltenyi Biotec). в ‒ Популяция IFNγ-
продуцирующих CD3+CD8+ клеток человека, вакцинированного Sputnik V, после стимуляции различными пулами S-
или N-пептидов. К‒ ‒ клетки до стимуляции. Анализ выполнен на приборе BD LSRFortessa.
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ганической химии имени академиков М.М. Ше-
мякина и Ю.А. Овчинникова” Российской акаде-
мии наук (ИБХ РАН) создаются новые мышиные
модели для иммунологических исследований.

Авторы благодарят Н.А. Круглову, Г.А. Ефи-
мова, А.А. Круглова, М.С. Друцкую, Л.И. Коз-
ловскую, А.В. Кривцова, М.А. Лагарькову,
С.В. Кулемзина, Д.В. Мазурова, В.П. Терещенко,
В.С. Лактюшкина, А.А. Сухих, Д.М. Якшина и
Р.А. Абагяна, а также коллектив медицинского
центра Парка науки и Искусства (Сириус) за со-
веты, помощь в сборе материала, отработке мето-
дов и прочее содействие.

Исследования были поддержаны НТУ “Сириус”
(проект ИМБ-2103.), грантом РФФИ 20-04-60338
и Министерством науки и высшего образования
(дополнительное соглашение № 075-03-2021-448/3,
тема № 121122300151-5). Работы были выполне-
ны на базе ресурсного центра “Клеточных техноло-
гий и иммунологии” НТУ “Сириус”; очистка пеп-

тида P2 была проведена на базе ресурсного центра
“Биотехнологических продуктов” НТУ “Сириус”.

Исследование было разрешено Комитетом по
Биоэтике АНО ВО “Университет Сириус” (про-
токол от 5.02.2021). Все участники исследования
подписали информированное согласие на уча-
стие в исследовании до начала сбора биоматериала.

Конфликт интересов отсутствует.
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Расстройства аутистического спектра (РАС) ‒ это патология развития, характеризующаяся ранним
возникновением проблем в коммуникации, обучении и поведении. Синдромная форма РАС обу-
словлена моногенными мутациями. В том случае, когда не удается найти генетических или других
известных механизмов для объяснения причин расстройства, используют термин “идиопатический
аутизм”. Значительная часть случаев как синдромного, так и идиопатического аутизма связана с де-
регуляцией трансляции, зависящей от механистической мишени рапамицина ‒ mTOR. В этом об-
зоре мы представляем как биоинформатические, так и экспериментальные данные, которые связы-
вают сигнальный путь mTOR с аутизмом, спровоцированным материнскими аутоантителами, и
детскими аутоиммунными нейропсихиатрическими расстройствами, такими как хорея Сиденгама
и детское аутоиммунное нейропсихиатрическое расстройство, ассоциированное со стрептококко-
вой инфекцией (PANDAS). Также мы обсуждаем необходимость субтипирования РАС и возможно-
сти механизмобоснованной терапии ингибиторами сигнального пути mTOR.

Ключевые слова: расстройства аутистического спектра, mTOR, биоинформатика, механизмобосно-
ванная терапия, материнская иммунная активация, PANDAS, хорея Сиденгама
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ВВЕДЕНИЕ
Расстройства аутистического спектра (РАС)

относятся к гетерогенным расстройствам нейро-
психического развития со сложными генетиче-
скими, экологическими и эпигенетическими
компонентами и характеризуются ранним дебю-
том проблем с коммуникацией, в том числе и ре-
чевой, социализацией, стереотипным поведени-
ем и ограниченными интересами, часто сопро-
вождаются сенсорной гиперчувствительностью.
Согласно данным Центра по контролю и профи-
лактике заболеваний (CDC, США), РАС поража-

ет примерно одного из 44 (2.27%) детей в США
(https://www.cdc.gov/ncbddd/autism/data.html).

Синдромная форма РАС включает вызываемые
моногенными мутациями синдромы, которые зна-
чительно повышают риск развития аутизма, но
каждый из них имеет дополнительные особенно-
сти, не связанные с РАС. В настоящее время при-
нято считать, что генетическими причинами мож-
но объяснить до 25% случаев РАС. В том случае,
когда не удается найти генетических или других
известных механизмов для объяснения причин
расстройства, используют термин “идиопатиче-
ский аутизм” [1]. С помощью модельных живот-
ных с мутациями, приводящими к разным типам
синдромного аутизма, было продемонстрировано,
что нарушения в структуре, функциях или форми-
ровании межнейронных связей – синапсов – часто
встречаются при РАС. Оказалось, что некоторые
гены предрасположенности к аутизму кодируют
структурные белки синапса, такие как SHANK3
или нейролигины, другие кодируют белки-регуля-

Сокращения: GAS (group A Streptococcus) ‒ гемолитиче-
ский стрептококк группы А; PANDAS (pediatric autoim-
mune neuropsychiatric disorders associated with streptococcal
infections) ‒ детское аутоиммунное нейропсихическое рас-
стройство, ассоциированное со стрептококковой инфек-
цией; PANS (pediatric acute-onset neuropsychiatric syn-
drome) ‒ детский нейропсихический синдром с острым
началом; МИА ‒ материнская иммунная активация; ОКР ‒
обсессивно-компульсивное расстройство; РАС ‒ рас-
стройства аутистического спектра; ХС – хорея Сиденгама.

УДК 576.354.422.4:616.896

СИСТЕМНАЯ ФАРМАКОЛОГИЯ
И СОЗДАНИЕ НОВЫХ МЕДИЦИНСКИХ ТЕХНОЛОГИЙ
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торы трансляции. С нарушениями регуляции ло-
кальной (происходящей непосредственно в синап-
се) трансляции связан синдром ломкой Х-хромо-
сомы, туберозный склероз, а также ряд синдромов
под названием RASопатии (включает нейрофиб-
роматоз типа 1 и другие мутации в генах пути
RAS/MAPK с очень похожими проявлениями),
PTEN-синдром множественных гамартом и дру-
гие менее известные [2]. Один из генов, вызыва-
ющих такой малоизвестный синдром, ‒ механи-
стическая мишень рапамицина (mTOR). Это се-
рин/треониновая протеинкиназа, центральный
компонент двух мультибелковых комплексов:
mTORC1 и mTORC2, ‒ которые различаются по
белковому составу и субстратам. Показано, что де-
регуляция сигнального пути mTOR играет опреде-
ляющую роль в патогенезе множества неврологи-
ческих расстройств, таких как эпилепсия, аутизм,
умственная отсталость, болезнь Альцгеймера, опу-
холи головного мозга [3], а проведенный нами био-
информатический анализ генов предрасположен-
ности к аутизму, представленных в базе данных
SFARI Gene (https://gene.sfari.org), выявил, что 606
из 1 053 генов (58%) прямо или косвенно связаны с
активностью mTOR [4].

Учитывая сходство нейропсихических прояв-
лений синдромной и идиопатической форм
аутизма, H. Zoghbi и M. Bear [5] высказали пред-
положение, что дерегуляция mTORC1 ‒ общий
патологический механизм этого расстройства.
Действительно, более высокая активность киназ
mTOR, ERK и p70S6 и более низкая активность
GSK3 и туберина (TSC2) зарегистрированы у де-
тей с несиндромальным аутизмом, что предпо-
лагает повышение активности пути Akt/mTOR
при идиопатическом РАС [6]. Также сообщалось
о снижение продукции интерферона, эпидер-
мального и тромбоцитарного факторов роста с
одновременной активацией сигнальных путей
PI3K/Akt/mTOR и RAS/MAPK и mTOR-зависи-
мой трансляции при РАС [7]. Следовательно,
значительная часть как синдромных, так и идио-
патических случаев аутизма может быть отнесена
к расстройствам, вызванным гиперактивацией
mTOR-зависимой трансляции.

Одна из особенностей аутизма, как и большин-
ства нейропсихических расстройств, заключается в
их исключительно поведенческой диагностике, ко-
торая не предоставляет практической возможности
определения патогенетических подтипов расстрой-
ства, а генетический скрининг разбивает спектр
аутизма на очень мелкие категории (обычно менее
1%, максимально до 7% ‒ в случае синдрома лом-
кой Х-хромосомы). В этом обзоре мы проанали-
зируем как генетические, так и напрямую не свя-
занные с генетикой причины аутизмподобного
поведения, выявленные в исследованиях послед-
них лет, а также разберем варианты механизмобос-
нованной терапии РАС.

МАТЕРИНСКАЯ ИММУННАЯ
АКТИВАЦИЯ (МИА)

Принимая во внимание известный тератоген-
ный эффект инфицирования матери в процессе
беременности вирусом краснухи, цитомегалови-
русом и Toxoplasma gondii, H.-Y. Jiang и соавт. [8]
проанализировали исследования, подтвердив-
шие связь пренатальных инфекций с последую-
щей диагностикой РАС у детей. Судя по результа-
там этого мета-анализа, случившиеся во время
беременности инфекции в среднем на 12% повы-
шали риск развития аутизма у ребенка, особенно
в случае тяжелого течения заболевания, привед-
шего к госпитализации. Также на уровень риска
развития РАС у ребенка влияли: а) тип инфекци-
онного агента; б) триместр беременности, в кото-
ром инфекция имела место; в) сайт локализации
инфекции. Хотя авторы обнаружили лишь не-
большую в процентном отношении связь между
МИА и РАС, популяционное влияние этой ассо-
циации должно быть существенным, потому что
инфекции в процессе беременности достаточно
частое явление [8]. Более того, показано, что для
РАС, сопровождающихся сниженным интеллек-
том, корреляция с МИА выше, чем для РАС с со-
хранным интеллектом, что позволяет предполо-
жить особенно сильное воздействие материнской
инфекции в более тяжелых вариантах расстрой-
ства [9].

Гипотеза о том, что МИА нарушает регуляцию
транскриптома мозга плода, приводя к тем же из-
менениям, которые наблюдаются у детей и взрос-
лых с РАС, была проверена на нескольких линиях
модельных животных. М. Lombardo и соавт. [10]
показали, что идентичный набор генов дерегули-
рован в транскриптомах мозга плода при МИА и
в кортексе детей и взрослых с РАС. Оказалось,
что MИA понижает экспрессию ассоциирован-
ных с РАС генов, причем в наибольшей степени в
генах с редкими высокопенетрантными мутациями.
При МИА также понижена экспрессия многих
генов, которые постоянно экспрессируются на
низком уровне в коре головного мозга пациентов
с РАС и важны в развитии синапсов в позднепре-
натальном периоде [11].

Транскрипционные и трансляционные про-
граммы, связанные с высокопенетрантными ге-
нами FMR1 и CHD8, ассоциированными с РАС,
сильно изменяются под воздействием МИА.
МИА значительно повышает экспрессию многих
генов, участвующих в инициации трансляции,
клеточном цикле, репарации повреждений ДНК
и процессах протеолиза, которые влияют на не-
сколько важных этапов развития центральной
нервной системы (ЦНС). Один из ключевых ге-
нов инициации трансляции ‒ EIF4E ‒ относится
к наиболее сильно МИА-дерегулрованным из
всех РАС-ассоциированных генов, причем ана-
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лиз генных сетей выявил значительную МИА-ин-
дуцированную транскрипционную дерегуляцию
сигнального пути mTOR/EIF4E [10].

Еще один хорошо исследованный ген предраспо-
ложенности к аутизму ‒ TSC2 (tuberous sclerosis 2) ‒
ключевой регулятор сигнального пути mTOR, вы-
зывает туберозный склероз. У 40‒50% детей, по-
раженных туберозным склерозом, развивается
РАС, и одно из возможных объяснений этой ча-
стичной пенетрантности заключается во взаимо-
действии между мутациями гена TSC2 и фактора-
ми риска окружающей среды. Так, показано, что
МИА снижает выживаемость плода и ухудшает
социальное поведение взрослых мышей на одной
из самых изученных мышиных моделей синдром-
ного аутизма ‒ Tsc2+/−. В экспериментах по ими-
тации сезонных вирусных инфекций D. Ehninger
и соавт. [11] использовали модельных мышей
Tsc2+/−/Poly(I:C). А проведенный авторами ста-
тистический анализ туберозного склероза в чело-
веческой популяции выявил связь между высокой
сезонной активностью гриппа в поздние сроки бе-
ременности и появлением у ребенка аутизма [11].

Наличие у матери антител, направленных про-
тив нейронов мозга плода (аутоантител), было
предложено в качестве одного из возможных ме-
ханизмов того, как МИА провоцирует развитие фе-
нотипа РАС. Недавно А. Ramirez-Celis и соавт. [12]
сообщили о разработке серологического анализа
для выявления специфичных для РАС материн-
ских аутоантител к 8 ранее идентифицированным
белкам: CRMP1, CRMP2, GDA, NSE, LDHA,
LDHB, STIP1 и YBOX, ‒ которые высоко экс-
прессируются в развивающемся мозге [12]. Эта
иммуноферментная тест-система, включающая
антигены каждого из вышеуказанных белков,
позволяет определять паттерны аутоантител,
имеющие значимую связь с РАС. Выделено три
основных паттерна: CRMP1 + GDA (РАС (%) = 4.2
против контроль (%) = 0, OR = 31.04, p ≤ 0.0001),
CRMP1 + CRMP2 (РАС (%) = 3.6 против кон-
троль (%) = 0, OR = 26.08, p = 0.0005) и NSE +
+ STIP1 (РАС (%) = 3.1 против контроль (%) = 0,
OR = 22.82, p = 0.0001). Также обнаружено, что
реактивность материнских аутоантител к CRMP1
значительно увеличивает вероятность того, что у
ребенка будет более глубокий аутизм. Авторы
утверждают, что выявили МИА-специфичные
паттерны РАС у 18% участников этого исследова-
ния [12].

Мы проанализировали взаимодействия между
сигнальным путем mTOR и генами, кодирующи-
ми специфические для РАС белки-мишени мате-
ринских аутоантител. Обнаружено, что шесть
(CRMP1, CRMP2, LDHA, LDHB, STIP1 и YBOX) из
восьми МИА-ассоциированных генов тесно пе-
реплетены с путем mTOR и три (LDHA, LDHB и
STIP1) из восьми непосредственно модулируются

mTOR. Более того, по меньшей мере один mTOR-
связанный ген представлен в каждом из трех ос-
новных паттернов аутоантител (CRMP1 + GDA,
CRMP1 + CRMP2 и NSE + STIP1) [12], а именно
CRMP1, CRMP2 и STIP1 [13].

Таким образом, влияние материнских аутоан-
тител, по-видимому, следует рассматривать как
определяющий фактор развития некоторой части
аутистического спектра [14].

ПОСТИНФЕКЦИОННЫЕ 
АУТОИММУННЫЕ РАССТРОЙСТВА, 

ВЛИЯЮЩИЕ НА ПОВЕДЕНИЕ (ХОРЕЯ 
СИДЕНГАМА, PANS/PANDAS)

Инфекции и индуцируемый ими иммунный
ответ в последнее время получают все большее
признание в качестве механизмов патогенеза
психоневрологических расстройств. Хорея Си-
денгама (ХС), известное постстрептококковое
аутоиммунное заболевание, служит традицион-
ной моделью для изучения патогенеза подобных
расстройств. Считается, что при ХС дерегулиро-
ванный иммунный ответ на стрептококковую ин-
фекцию приводит к воспалению нейронных се-
тей, особенно ядер базальных ганглиев. Дис-
функция в ядрах базальных ганглиев приводит к
совокупности неконтролируемых движений и
психиатрических симптомов, которые, как пока-
зали исследования, поддаются иммуномодулиру-
ющей терапии. PANDAS (детское аутоиммунное
нейропсихическое расстройство, ассоциирован-
ное со стрептококковой инфекцией) считается
вариантом ХС; предполагается, что они имеют
общий патогенез, несмотря на уникальный про-
филь преимущественно психиатрических симп-
томов PANDAS [15]. Стрептококки не уникальны
в своей способности вызывать аутоиммунные
психоневрологические осложнения, среди аль-
тернативных индукторов ‒ вирусы гриппа и ви-
рус варицелла-зостер (ветряная оспа), микоплаз-
мы. Обобщенно весь спектр подобных синдромов
называют PANS (детский нейропсихический
синдром с острым началом) [15].

Исторически РАС во всем мире диагностиру-
ют исключительно путем наблюдения за поведе-
нием. Золотым стандартом диагностики аутизма
считается шкала ADOS (Autism Diagnostic Obser-
vation Schedule ‒ план диагностического обследо-
вания при аутизме), представляющий собой
структурированный и удобный в использовании
инструмент оценки социального взаимодей-
ствия, коммуникации и особенностей поведения.
Таким образом, в настоящее время речь может
идти только о диагностике аутизмподобного по-
ведения. Часто после диагностики по ADOS про-
водят генетические тесты, но практически нико-
гда не проверяют на наличие антинейрональных
аутоантител. “PANS/PANDAS иногда ошибочно
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диагностируют как обсессивно-компульсивное
расстройство (ОКР), синдром Туретта, РАС, син-
дром дефицита внимания и гиперактивности,
анорексию и другие психические расстройства.
Наличие навязчивых ритуалов и интересов, сте-
реотипия и нарушение зрительного контакта мо-
гут быть ошибочно отнесены к РАС у маленьких
детей”, ‒ отмечает доктор Касоли Рирдон [16].
И действительно, РАС и PANS/PANDAS на прак-
тике специалисты дискриминируют только по
выраженности и скорости регресса (рис. 1), но в
три года, а именно с этого возраста диагностиру-
ют PANDAS, регресс более заметен, так как ребе-
нок обладает большим объемом знаний и навы-
ков. Регресс в течение первого года жизни ребенка
трудно заметить даже родителям, а от специали-
стов он совершенно ускользает.

Диагностические критерии PANS/PANDAS
определяют как резкое начало ОКР или анорек-
сии при наличии по крайней мере двух из следу-
ющих семи категорий: (1) беспокойство; (2) эмо-
циональная лабильность и/или депрессия;
(3) раздражительность, агрессия и/или резко оп-
позиционное поведение; (4) поведенческий ре-
гресс; (5) ухудшение успеваемости в школе (свя-
занное с симптомами, подобными синдрому дефи-
цита внимания и гиперактивности, дефицитом
памяти, когнитивными изменениями); (6) сенсор-
ные или моторные нарушения (тики); (7) сомати-
ческие признаки и симптомы, включая наруше-
ния сна, энурез или повышенную частоту моче-
испускания [17].

Объективная, не связанная с поведением, диа-
гностика ХС и PANS/PANDAS осложняется тем,
что коммерчески доступные анализы на стрепто-
кокковую инфекцию: антитела к антигену
(стрептолизину) (АСЛ-О) и/или антитела против
ДНКазы В β-гемолитического стрептококка
группы А (GAS) ‒ вполне подходят для измере-
ния активности GAS, но совершенно не связаны
с аутоиммунной реактивностью GAS и ЦНС [18].
В процессе исследования нейропсихических
аутоиммунных осложнений GAS-инфекций бы-
ло выявлено несколько общих для ХС и PANDAS
мишеней, которые использовали для разработки
панели Каннингем [19, 20]. Эта диагностическая
платформа включает пять анализов сыворотки
крови человека. В четырех из них, используя им-
муноферментную тест-систему, измеряют уро-
вень антител IgG, направленных против дофами-
нового рецептора D1 (D1R), дофаминового ре-
цептора D2 (D2R), ганглиозида GM1 и тубулина.
В пятом анализе оценивают способность IgG сы-
воротки стимулировать активность каль-
ций/кальмодулинзависимой протеинкиназы II
(CaMKII) в нейрональных клетках человека [18].

В исследовании, проведенном С. Shimasaki и
соавт. [18] с использованием панели Каннингем,
выявлена прямая связь между нейропсихически-
ми симптомами и изменениями уровней анти-
нейрональных антител и активацией CaMKII. На
основании полученных результатов авторы вы-
сказали предположение, что мониторинг уровней
аутоантител против этих четырех нейрональных

Рис. 1. Сравнительная диаграмма симптоматики расстройств аутистического спектра (РАС) и детского аутоиммунно-
го психоневрологического расстройства, ассоциированного со стрептококковой инфекцией (PANDAS).
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антигенных мишеней и активность CaMKII име-
ют клиническую значимость в диагностике и ле-
чении аутоиммунных нейропсихических рас-
стройств [18].

В то же время повышенная активность CaMKII
напрямую связана с активацией пути mTOR. Из-
вестно, что избыток циркулирующих аминокис-
лот играет определяющую роль в таких патоло-
гиях человека, как ожирение и диабет II типа,
причем эта связь частично опосредована актива-
цией mTORC1 под действием аминокислот [21].
Показано, что аминокислоты, особенно раз-
ветвленные, повышают внутриклеточную кон-
центрацию ионов Ca2+ [21], которые затем акти-
вирует CaMKII. Протеинкиназа CaMKII фос-
форилирует Akt [22] и тем самым активирует
сигнальный путь Akt/mTOR [23]. Таким обра-
зом, клиническую значимость повышенного
уровня CaMKII можно считать дополнительным
подтверждением клинической значимости по-
вышенной активности mTOR при аутоиммун-
ных нейропсихических расстройствах.

Стрептококк группы А, GAS, относится к наи-
более распространенным патогенам и индукто-
рам ХС и PANDAS. GAS использует интернализа-
цию в клетки в качестве основной стратегии им-
мунного уклонения. mTOR-зависимая аутофагия ‒
важный компонент иммунной защиты от внутри-
клеточных бактерий, поэтому размножение GAS
напрямую связано с активностью сигнального
пути mTOR [24, 25]. Более того, во время взаимо-
действия с хозяином GAS регулирует множество
путей аутофагии, включая mTOR, используя раз-
личные специфические регуляторы, такие как
стрептолизин O и NAD-гликогидролазу (Nga),
для выживания в клетках-хозяевах [26].

ИНГИБИТОРЫ СИГНАЛЬНОГО ПУТИ mTOR 
И ИНДУКТОРЫ АУТОФАГИИ: 

ВОЗМОЖНОСТИ 
МЕХАНИЗМОБОСНОВАННОЙ ТЕРАПИИ 

РАС, ХС И PANS/PANDAS

На сегодняшний день нет патогенетической
терапии РАС из-за отсутствия точного механизма
развития заболевания. Нейровоспаление и им-
мунные нарушения часто становятся мишенями
при разработке лекарственных средств для пато-
генетической терапии РАС [27].

Хотя РАС не относят к классическим иммун-
ноопосредованным заболеваниям, интерес к ис-
следованию роли иммунной системы и хрониче-
ского воспаления в патогенезе РАС постоянно
растет. Микроглия, будучи резидентными макро-
фагами ЦНС, первой реагирует на различные ее
повреждения и отвечает за поддержание гомео-
стаза [28]. Действительно, микроглия выполняет
в ЦНС множество функций: 1) участвует в обра-

зовании и развитии новых нейронов за счет вы-
свобождения нейротрофического фактора BDNF
[29]; 2) запускает процесс нейровоспаления пу-
тем высвобождения провоспалительных цитоки-
нов TNF-α, интерлейкина-1 (IL-1), IL-6, IL-12,
интерферона-γ [30]; 3) участвует в фагоцитозе де-
бриса и апоптотических клеток [31]. Нейровоспа-
ление и избыточная активация микроглии обна-
ружены в аутопсийных препаратах мозга молодых
и пожилых людей с аутизмом [32]. В настоящее
время все больше внимания уделяют “невоспали-
тельной” роли микроглии ‒ синаптическому
прунингу [31]. Синаптический прунинг – это
нормальный процесс снижения числа синапсов,
происходящий на протяжении всей жизни. Но
при патологичских состояниях этот процесс мо-
жет нарушаться [33, 34]. Так, в исследованиях
постмортальных образцов обнаружено, что у де-
тей и взрослых с РАС синаптическая плотность
пирамидных нейронов в височной доле повыше-
на (см. обзор [35]).

Нейровоспаление, иммунная и митохондри-
альная дисфункция и дерегулированный сигналь-
ный путь mTOR часто становятся мишенями для
механизмобоснованной терапии РАС [27]. Одна-
ко на самом деле мутации генов и/или нарушение
регуляции mTOR могут быть ответственны как за
нарушения иммунитета, так и за митохондриаль-
ную дисфункцию. В некоторых исследованиях
подтверждено [36, 37], что активация сигнального
пути mTOR служит положительным регулятором
дифференцировки CD4+ эффекторных Т-клеток и
отрицательным регулятором дифференцировки
регуляторных Т-клеток (Treg), а гиперактивация
mTOR ассоциирована с патогенезом ряда аутоим-
мунных заболеваний. В то же время митохондри-
альную дисфункцию все чаще рассматривают как
одну из причин нарушений развития нервной си-
стемы у детей, в том числе и при РАС [38]. В ходе
исследований на модельных животных с тубероз-
ным склерозом, одним из вариантов синдромно-
го аутизма, показано, что регуляция жизненного
цикла митохондрий посредством аутофагии, или
митофагии, критически нарушена как в аксоне,
так и во всем организме. Обработка Tsc2-дефицит-
ных нейронов и модельных животных ингибито-
ром mTOR рапамицином восстанавливала мито-
хондриальный фенотип, включая массу, транспорт
и митофагию [39]. Снижение активности сигналь-
ного пути mTOR стало основным фармакологиче-
ским способом активации аутофагии [40]. Воз-
можно, эта стратегия может также стать наиболее
удачной механизмобоснованной терапией той
части аутистического спектра, которая связана с
гиперактивацией mTOR.

Основным инструментом в изучении активно-
сти сигнального пути mTOR изначально был его
фармакологический ингибитор рапамицин, ина-
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че называемый сиролимус (Rapamycin/Sirolimus).
Еще в 2008 году было впервые показано, что
взрослые мыши Tsc2+/−, одна из самых распро-
страненных моделей синдромного аутизма, после
краткого курса рапамицина практически преодо-
левали как поведенческий дефицит, так и пробле-
мы с обучением на фоне нормализации синапти-
ческой пластичности [41]. К сожалению, двойные
слепые плацебо-контролируемые исследования
оказались не такими обнадеживающими: рапалог
(аналог рапамицина) эверолимус только слабо
снижал судорожную активность и немного улуч-
шал коморбидные симптомы РАС в первом ис-
следовании [42] и не давал статистически значи-
мого положительного эффекта во втором [43].
Вместе с тем встречаются отдельные публикации
о значительном улучшении поведения и обучае-
мости детей как с идиопатическим [44], так и с
синдромным, связанным с мутациями TSC,
аутизмом [45] после терапии рапамицином или
рапалогами.

Проанализируем с точки зрения связи с актив-
ностью mTOR актуальный протокол, используе-
мый для лечения ХС и PANDAS [46] (рис. 2). Ав-
торы протокола, S. Dean и H. Singer, не считают
его механизмобоснованным, так как все симпто-
матическое лечение ХС основано на off-label ис-
пользовании лекарств. Первым и обязательным
пунктом в нем стоят антибиотики пенициллино-
вого ряда, наиболее эффективные против GAS.
Следующим по порядку пунктом протокола сле-
дуют применяемые off-label противоэпилепти-
ческие препараты карбамазепин и вальпроат.
Авторы отмечают, что препараты практически
не вызывают побочных эффектов у пациентов с
ХС, эффект достигается в первую же неделю при-
менения и продолжительность курса составляет
около 12 недель до полного исчезновения симп-
томов при средней тяжести заболевания. Однако
вальпроат и карбамазепин известны как индукто-
ры аутофагии [40] и, по крайней мере для вальпро-
ата, показана реализация этой активности через
ингибирование сигнального пути Akt/mTOR [47].

При более тяжелых вариантах ХС, например
паралитическом, или в случае хронических и по-
вторяющихся эпизодов, что скорее характерно
для PANDAS, препаратами выбора чаще всего
становятся глюкокортикоиды. Несмотря на мно-
жество описанных побочных эффектов для этого
класса препаратов, в случае ХС и PANDAS боль-
шинства из них можно избежать за счет достаточ-
но коротких курсов приема. Для этого типа пре-
паратов также показано ингибирование сигналь-
ного пути mTOR [48, 49].

Авторы протокола с осторожностью предлага-
ют использовать нейролептики (галоперидол, ри-
сперидон и оланзапин) для симптоматической
терапии ХС из-за противоречивых литературных

и клинических данных [46]. Возможно, это связа-
но с тяжелыми моторными и каталептическими
побочными эффектами галоперидола (в случае
атипичных нейролептиков эти побочные эффекты
проявляются в меньшей степени), которые, как
показано, в некоторой степени объясняются акти-
вацией mTOR [50], что может приводить к непред-
сказуемым результатам терапии нейролептиками у
пациентов с аномально активным mTOR.

Внутривенные иммуноглобулины и плазма-
ферез в анализируемом протоколе представлены
последним пунктом, что объясняется как высо-
кой стоимостью процедур, так и возможными
побочными эффектами. В случае с иммуноглобу-
лином индукция аутофагии и связанное с этим
ингибирование mTOR, видимо, также вносят
вклад в позитивный терапевтический эффект
процедуры [51].

Еще одним интересным примером работаю-
щей для большого процента детей с аутизмом ме-
тодики можно считать популярный в интернете
протокол Немечека (https://www.nemechekconsul-
tativemedicine.com/nemechek-protocol). Основные
средства, используемые в этом протоколе, следу-
ющие: омега-3-полиненасыщенные жирные кис-
лоты (из рыбьего жира), высокофенольное олив-
ковое масло первого отжима, пребиотик инулин
и антибиотик широкого спектра действия рифак-
симин для детей старшего возраста. Соглашаясь
со всеми оговорками об отсутствии плацебо-кон-
тролируемых исследований и рецензируемых пуб-
ликаций данного протокола, но принимая также
во внимание его безопасность и эффективность,
замеченную “независимыми наблюдателями” ‒
родителями, можно предположить, что действен-
ность протокола Немечека связана с ингибирова-
нием mTOR. Так, при изучении влияния высоко-
фенольного оливкового масла первого отжима на
старение выявлена его способность нормализо-
вать гиперактивированный mTOR [52]. В иссле-
дованиях влияния омега-3-жирных кислот на
предотвращение и замедление онкогенеза пока-
зано, что и они служат ингибиторами mTOR и ин-
дукторами аутофагии и апоптоза [53, 54]. Как
можно заметить, отличительная черта “работаю-
щих” протоколов (как протокола против ХС, так
и протокола Немечека) ‒ использование, помимо
mTOR-ингибиторов, антимикробных и/или мик-
робиомориентированных препаратов. Антимик-
робных препаратов определенно не требовалось
модельным животным, выращенным в стериль-
ных условиях. Возможно, более персонифициро-
ванное введение антимикробных лекарственных
средств и/или про- и пребиотиков совместно с
рапалогами сделало бы терапию этими препара-
тами более эффективной.

Ацетилцистеин (АЦЦ) в последнее время все
чаще рекомендуют не только в качестве муколи-
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Рис. 2. Актуальный протокол лечения хореи Сиденгама и PANDAS, согласно S. Dean и H. Singer ([46], лицензия Cre-
ative Commons Attribution–Noncommerical–No Derivatives License). На схеме приведены суточные дозы лекарствен-
ных средств.

Хорея Сиденгама

Антибиотики
пенициллинового ряда

Тяжесть
симптомов

Симптомы средней
тяжести

Паралитическая форма
хореи

Преднизон 2 мг/кг 2–4 нед, затем
снижать;

метилпреднизолон (в/в)
25 мг/кг 5 сут, затем снижать

Преднизон 2 мг/кг 2–4 нед, затем
снижать;

метилпреднизолон (в/в)
25 мг/кг 5 сут, затем снижать

Экспериментальное лечение:
иммуноглобулины (в/в)

2 г/кг 5 сут,
плазмаферез 5 сут

Значительные остаточные
симптомы или побочные

эффекты

Нейролептики:
рисперидон 1–2 мг/сут,
оланзапин 5–10 мг/сут,
галоперидол 45 мл/сут,

писозид 2 мг/сут

Улучшения

Улучшения

Вальпроат 20 мг/кг или
карбамазепин 15 мг/кг

Значительные остаточные
симптомы или побочные

эффекты

Нет совсем или слабые
остаточные симптомы

Нет совсем или слабые
остаточные симптомы

Прекращение
лечения

Слабые без
функциональных

нарушений

Постепенная отмена
препаратов после месяца
без заметных симптомов

Значительные остаточные
симптомы или побочные

эффекты
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тического средства при кашле, но и как модуля-
тор поведения. Продемонстрирована эффектив-
ность АЦЦ для снижения симптомов ОКР, часто
сопровождающего РАС [55], а двойное слепое
плацебо-контролируемое исследование подтвер-
дило снижение раздражительности у детей с РАС
при применении АЦЦ совместно с рисперидо-
ном [56]. Также в двойном слепом плацебо-кон-
тролируемом исследовании продемонстрирована
эффективность курса АЦЦ при системной крас-
ной волчанке ‒ заболевании, имеющем доказан-
ную аутоиммунную этиологию; причем авторы
обосновали механизм действия АЦЦ через инги-
бирование сигнального пути mTOR [57].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исторически психические заболевания в це-

лом и расстройства аутистического спектра в
частности диагностировали и классифицировали
на основе поведенческих критериев. Биоинфор-
матические и молекулярно-биологические ис-
следования последних лет обосновали необходи-
мость выделения подтипов РАС и других психи-
ческих расстройств на основе патогенетических
механизмов. Один из наиболее важных путей, во-
влеченных в патогенез как психоневрологиче-
ских, так и аутоиммунных заболеваний, ‒ сиг-
нальный путь mTOR. Дальнейшие попытки моду-
лировать этот многостадийный разветвленный
сигналинг на разных этапах с помощью природ-
ных и фармакологических ингибиторов нацеле-
ны на разработку перспективных лекарственных
препаратов для механизмобоснованной терапии
расстройств аутистического спектра.

Работа поддержана в рамках государственного
задания FWNR-2022-0032.

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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Autism spectrum disorder (ASD) is a developmental disorder characterized by the early onset of commu-
nication, learning, and behavioral problems. The syndromic form of ASD is caused by monogenic muta-
tions, in the case when it is not possible to find genetic or other known mechanisms, the term “idiopathic
autism” is used. A significant part of both syndromic and idiopathic autism is associated with translational
deregulation dependent on the mechanistic target of rapamycin (mTOR). In this review, we present both
bioinformatic and experimental data that link the mTOR signaling pathway to maternal autoantibody-in-
duced autism and childhood autoimmune neuropsychiatric disorders such as Sydenham’s chorea and pe-
diatric autoimmune neuropsychiatric disorder associated with streptococcal infections (PANDAS). The
need for ASD subtyping and the possibility of mechanism-based therapy with inhibitors of the mTOR sig-
naling pathway are also discussed.

Keywords: autism spectrum disorder, mTOR, bioinformatics, autoimmune disorders, maternal immune ac-
tivation, PANDAS, Sydenham’s chorea
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Поли(ADP-рибоза) (PAR) – отрицательно заряженный полимер, линейный и разветвленный, со-
стоящий из мономеров АDP-рибозы. Синтез этого полимера катализируют ферменты поли(ADP-
рибоза)полимеразы (PARP) при активации на повреждениях ДНК, используя в качестве субстрата
никотинамидадениндинуклеотид (NAD+). Наиболее изучены два члена семейства PARP: PARP1 и
PARP2. Эти важнейшие ядерные белки участвуют во многих клеточных процессах, в том числе в регуля-
ции репарации ДНК. PARP1 и PARP2 катализируют как синтез, так и перенос поли(ADP-рибозы) на
аминокислотные остатки белков-мишеней, в том числе проводят эффективное ауто-PARилирова-
ние. Ввиду ключевой роли в регуляции процесса репарации ДНК PARP1 и PARP2 считают перспек-
тивными мишенями для химиотерапии. Недавно открыт новый фактор PARилирования гистонов ‒
HPF1, ‒ который модулирует активность PARP1/2, образуя временный совместный активный
центр с PARP1/2. В присутствии HPF1 модификация гистонов происходит по остаткам серина. Об-
щий механизм взаимодействия HPF1 с PARP1/2 в настоящее время интенсивно исследуют.
В представленном обзоре мы рассматриваем открытие и классический механизм PARилирования
у высших эукариот, а также роль в данном процессе HPF1 – нового фактора PARилирования ги-
стонов.

Ключевые слова: поли(ADP-рибозил)ирование, PARилирование, PARP1, PARP2, поли(АDP-рибоза),
HPF1, гистоны
DOI: 10.31857/S0026898423020167, EDN: EFQJGH

ВВЕДЕНИЕ
Поли(ADP-рибозил)ирование (PARилирова-

ние) представляет собой посттрансляционную
модификацию белков, катализируемую фермен-
тами поли(ADP-рибоза)полимеразами (PARP).

Эта посттрансляционная модификация регули-
рует ключевые клеточные процессы, такие как
репарация, репликация ДНК, организация струк-
туры хроматина, экспрессия генов, процессинг
РНК, биогенез рибосом и трансляция [1–10]. Из-
вестно, что PARилирование регулирует как функ-
ции белков, так и их внутриклеточную локализа-
цию, а также участвует в формировании немем-
бранных клеточных компартментов [4, 11–13].
Таким образом, ферменты PARP и катализируе-
мая ими реакция синтеза поли(ADP-рибозы)
(PAR) и ADP-рибозилирования белков осуществ-
ляют ключевую регуляцию процессов жизнедея-
тельности клеток высших эукариот. Именно по-
этому PARP1 ‒ первоочередная мишень, уничто-
жаемая клеткой в процессе апоптоза [14, 15].

Основные ферменты, катализирующие PARили-
рование в ядре и синтез протяженного полимера
PAR, ‒ два ДНК-зависимых фермента семейства
PARP: PARP1 и PARP2 [5, 16]. Функции PARP1 и

Сокращения: ARH3 (ADP-ribosylhydrolase 3) ‒ ADP-рибо-
зилгидролаза-3; ART (ADP-ribosyl transferase domain) ‒ ADP-
рибозилтрансферазный центр; BER (base excision repair) –
эксцизионная репарация оснований; HDAC (histone
deacetylases) ‒ комплекс деацетилаз гистонов; HPF1 (his-
tone PARylation factor 1) ‒ фактор-1 PARилирования гисто-
нов; MAR (mono(ADP-ribose)) ‒ моно-ADP-рибоза;
MARилирование (mono-ADP-ribosilation) ‒ моно-ADP-
рибозилирование; MSK1/2 (mitogen- and stress-activated
protein kinase-1/2) ‒ рибосомная протеинкиназа S6 α5/6;
PARP1/2 (poly(ADP-ribose)polymerase 1/2) ‒ поли(ADP-
рибоза)полимеразы-1/2; PARG (poly(ADP-ribose)glycohy-
drolase) ‒ поли(ADP-рибоза)гликогидролаза; Polβ (DNA
polymerase β) ‒ ДНК-полимераза β; PAR (poly(ADP-ri-
bose)) ‒ поли(ADP-рибоза); PARилирование ‒ поли(ADP-
рибозил)ирование; XRCC1 (X-ray repair cross-complemen-
ting protein 1) ‒ белок-1 из группы комплементации.

УДК 577.29

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ:
ОТ РЕПАРАЦИИ ДНК ДО МЕТАБОЛОМИКИ
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PARP2 в регуляции репарации ДНК перекрыва-
ются [16]. Оба фермента вовлечены в процесс
эксцизионной репарации оснований (base exci-
sion repair, BER) [17–19] и взаимодействуют с
молекулами ДНК, имитирующими интермедиа-
ты коротко- и длиннозаплаточного путей BER
[20–24]. Были показаны и количественно оценены
белок-белковые взаимодействия PARP1 и PARP2 с
такими участниками процесса BER, как ДНК-
полимераза β (Polβ), белок-1 из группы компле-
ментации (XRCC1) и ДНК-лигазой III [18, 19, 25].
Показано влияние PARP1 и PARP2 на процесс
BER с использованием синтетических ДНК-дуп-
лексов, содержащих повреждения, а также нукле-
осом [17–19, 26]. Кроме того, установлена роль
PARP1 в регуляции процессов репарации двухце-
почечных разрывов, а также процесса удаления
из ДНК объемных повреждений [27–29].

В связи с ключевой ролью в регуляции репара-
ции ДНК и других клеточных процессов PARP1 и
PARP2 считают перспективными мишенями для
поиска новых противораковых препаратов, а так-
же лекарств для борьбы с нейродегенеративными
заболеваниями [30–34]. Следует отметить, что
только число обзоров, касающихся разработки
ингибиторов PARP как потенциальных лекар-
ственных средств, за 2021 год составило 365, а
число статей по этой теме за тот же период превы-
сило 1400. Ежегодно проводятся международные
симпозиумы, посвященные исследованиям фер-
ментов PARP и реакции ADP-рибозилирования в
связи с бурным развитием в мире этого направле-
ния исследований и их исключительной важно-
сти для медицины. На данный момент многие ин-
гибиторы PARP1 находятся в стадии клинических
и доклинических испытаний, а олапариб, рукапа-
риб, нирапариб и талазопариб уже используют в
клинике для лечения онкологических заболева-
ний. Ингибиторы PARP1 наиболее интенсивно
используют как химиотерапевтические препара-
ты при лечении рака яичников и молочной желе-
зы, преимущественно в случае мутации в генах
BRCA1/2. Несколько ингибиторов PARP в насто-
ящее время находятся в стадии доклинических и
клинических испытаний в качестве препаратов
для лечения других типов злокачественных опу-
холей, а также для противовоспалительной тера-
пии инфаркта миокарда, инсультов и других за-
болеваний [30, 35, 36].

Несмотря на то, что история изучения синтеза
PAR и ферментов PARP началась еще в 60-е годы
XX века, совсем недавно обнаружен новый белко-
вый кофермент PARP1 и PARP2 ‒ фактор
PARилирования гистонов 1 (histone PARylation
factor 1, HPF1) [37]. Этот белок регулирует актив-
ность и специфичность PARP1 и PARP2 и образует
с ними временный совместный активный центр
[38]. Роль такого взаимодействия заключается в
переключении специфичности PARилирования с

остатков аспартата, глутамата и других аминокис-
лот на остатки серина [39]. HPF1 играет важную
роль в катализируемом PARP1 и PARP2 PARили-
ровании гистонов [40–42]. В настоящий момент
механизм взаимодействия PARP1/PARP2 с HPF1
и функции этого механизма в контексте хромати-
на только начинают изучать и это направление
исследований ферментов PARP вызывает боль-
шой интерес.

ИСТОРИЯ ИЗУЧЕНИЯ
ПОЛИ(ADP-РИБОЗИЛ)ИРОВАНИЯ)

Первым указанием на процесс PARилирова-
ния стало открытие группы Поля Манделя
(P. Mandel, P. Chambon, J.D. Weill), работавшей в
Страсбурге (Франция), в 1963 г. [43]. Авторы по-
казали, что включение [14C]-аденина из АТP в
кислотонерастворимую фракцию препарата ядер
из куриной печени усиливалось в 1000 раз в при-
сутствии никотинамидмононуклеотида (NMN).
Сначала было высказано предположение, что
кислотонерастворимый продукт реакции – по-
лиадениловая кислота, то есть поли(А). Однако
впоследствии было установлено, что в этих усло-
виях образуется PAR [44]. В это же время были
начаты исследования PAR в Национальном онко-
логическом центре в Токио [45]. Японские уче-
ные подтвердили результаты группы француз-
ских исследователей по NMN-индуцированному
накоплению нерастворимого в кислоте полимера
в печени крысы и, кроме того, в клетках гепато-
мы. Интересно, что уже в это время появилась ги-
потеза, что образование этого продукта связано с
ростом раковых клеток. В результате биохимиче-
ских исследований установили структуру поли-
мера и “участников” его биосинтеза. Показано,
что в ядре под действием NAD-пирофосфорила-
зы из NMN и ATP образуется NAD+, а фрагмент
ADP-рибозы из NAD+ затем используется для
синтеза PAR с высвобождением никотинамида
[45]. Таким образом, первым импульсом для ис-
следований PAR стала работа группы P. Mandel,
опубликованная в 1963 году [43], которая получи-
ла развитие и в других лабораториях мира.

Долгое время PARP1 считали единственным
ферментом, обладающим PARилирующей актив-
ностью в клетках млекопитающих [1]. Однако в
течение нескольких лет интенсивных исследова-
ний идентифицировали пять различных генов,
кодирующих другие поли- и моно(ADP-рибо-
за)полимеразы. В настоящее время семейство
PARP включает 17 различных белков [46–49].

Установлено, что PAR представляет собой ли-
нейный и разветвленный полимер, состоящий из
ADP-рибозных звеньев, связанных гликозидны-
ми связями [16]. Для синтеза PAR необходима мо-
лекула NAD+ в качестве предшественника и не-
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посредственного субстрата PARP. Конститутив-
ные уровни PAR обычно довольно низки в
нестимулированных клетках [50]. Однако в ответ
на генотоксический стресс (то есть при появле-
нии разрывов в ДНК) активность PARP и уровни
PAR могут возрасти в 10‒500 раз. Структура PAR
хорошо охарактеризована. В полимере PAR ADP-
рибозные звенья связаны гликозидными рибозо-
рибозными 1'-2'-связями. Длина цепи полимеров
неоднородна и может достигать 200‒400 мономе-
ров in vitro и in vivo [51, 52]. Большинство свобод-
ных или связанных с белком полимеров (ADP-
рибозы), синтезируемых при генотоксическом
стрессе, быстро гидролизуется под действием по-
ли(ADP-рибоза)гликогидролазы (PARG) с пери-
одом полураспада от 40 с до 6 мин in vivo, что ука-
зывает на динамическую природу этого процесса
в живых клетках [53]. Эффективный синтез и по-
следующий быстрый гидролиз PAR определяют
динамическую природу регуляции процессов, за-
висимых от PARP.

СТРУКТУРА ФЕРМЕНТОВ PARP1
И PARP2 И ОСОБЕННОСТИ 

ИХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ С ДНК

Суперсемейство PARP охватывает по меньшей
мере 17 ферментов, вовлеченных во множество
биологических процессов, таких как регуляция
транскрипции, репарации ДНК, репликации,
клеточного цикла и других [10, 47, 48]. Предста-
вителей суперсемейства PARP объединяет нали-
чие консервативного каталитического домена
(CAT), который содержит высококонсерватив-
ную последовательность, называемую “PARP sig-
nature” и образующую активный центр фермен-
тов семейства PARP [49, 54]. Некоторые предста-
вители PARP-семейства катализируют моно-, а
не поли(ADP-рибозил)ирование [48]. Наиболее
изученный член семейства PARP ‒ PARP1 ‒ слу-
жит сенсором повреждений ДНК, обычно вы-
званных ионизирующим излучением и окисли-

тельным стрессом, и инициирует рекрутирование
соответствующих белков в места повреждения
ДНК [55, 56]. PARP2 также был обнаружен как
фермент, катализирующий синтез PAR в ядре [57].
Проводятся интенсивные исследования по выяс-
нению роли PARP2 и его кооперации с PARP1
[10, 47, 58, 59].

Структура PARP1 достаточно консервативна –
у различных видов позвоночных идентичность
аминокислотной последовательности составляет
около 62%. Белок PARP1 человека имеет молеку-
лярную массу 113 кДа. Фермент состоит из трех
структурно-функциональных доменов: N-конце-
вой ДНК-связывающий домен (NTR-домен),
сайт аутомодификации и С-концевой каталити-
ческий домен (рис. 1) [60, 61]. ДНК-связываю-
щий домен включает так называемые “цинковые
пальцы”: гомологичные ZnF1 и ZnF2 и отличаю-
щийся от них ZnF3. Мутационный анализ ZnF1 и
ZnF2 выявил ключевую роль ZnF1 в ДНК-зави-
симой активности PARP1 in vitro, в то время как
ZnF2 оказался несущественным, хотя может иг-
рать важную роль в связывания PARP1 с опреде-
ленными повреждениями ДНК [62]. ZnF3 обес-
печивает контакт разных доменов при организа-
ции функциональной структуры белка [63].
Кроме этого, NTR-домен содержит сигнал ядер-
ной локализации (NLS), который имеет сайт про-
теолитического расщепления PARP1 каспазами в
процессе апоптоза. В состав центральной области
входит BRCT-мотив, участвующий в формирова-
нии белок-белковых контактов, и сайт аутомоди-
фикации, который содержит потенциальные ак-
цепторы PAR: 15 остатков глутамата и три остатка
серина [64–66]. С-концевой домен состоит из ка-
талитического домена (ART), регуляторного спи-
рального домена (HD) и домена WGR [61]. Имен-
но каталитический домен почти полностью иден-
тичен у различных видов [49].

PARP2 имеет массу 66 кДа. Несмотря на зна-
чительную гомологию в структуре С-концевого
каталитического домена, PARP1 и PARP2 значи-

Рис. 1. Доменное строение PARP1 и PARP2. Функции доменов обозначены сверху и снизу от схемы; звездочкой отме-
чено три остатка серина, которые служат преимущественными мишенями PARилирования PARP1 in vivo.
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тельно различаются по N-концевым участкам: в
то время как PARP1 содержит три цинковых
пальца (ZnF) и домен BRCT, NTR-домен PARP2
намного короче и его вторичная структура неупо-
рядочена [61, 67, 68]. Такие структурные различия
NTR влияют на взаимодействие ферментов с
ДНК. PARP1 связывает поврежденную ДНК пре-
имущественно цинковыми пальцами [61]. Домены
WGR и BRCT также участвуют во взаимодей-
ствии с неповрежденной ДНК благодаря меха-
низму “monkey barr”, который опосредует мигра-
цию PARP1 по ДНК [65, 69]. PARP2 из-за отсут-
ствия цинковых пальцев взаимодействует с ДНК-
повреждениями доменами NTR и WGR [70]. Раз-
личия в доменной структуре и механизмах связы-
вания с ДНК могут объяснить как различное
сродство PARP1 и PARP2 к тем или иным повре-
ждениям ДНК, так и отличающуюся каталитиче-
скую активность [20, 26, 71]. Кроме того, PARP1 и
PARP2 имеют разное сродство к неповрежденной
ДНК [71].

В экспериментах in vitro каталитическая актив-
ность фермента PARP2 слабее, чем PARP1, и син-
тезируемые им цепи PAR короче. In vitro PARP1
эффективно связывает ДНК и активируется ши-
роким спектром повреждений ДНК, в то время
как PARP2, как предполагается, более специфич-
но активируется ДНК, содержащей разрывы,
фланкированные 5'-фосфатом (включая расщеп-
ленные апуриновые (АP) сайты) [70, 72–74]. В це-
лом, сродство PARP1 к поврежденной, а также к
неповрежденной ДНК выше, чем PARP2, но
PARP2 с большей эффективностью, чем PARP1,
связывает фланкированные 5'-фосфатами одно-
нитевые разрывы ДНК [62, 75‒77]. PARP1 взаи-
модействует с ранними интермедиатами BER, то-
гда как PARP2 наиболее эффективно “работает”
на однонитевых разрывах ‒ субстратах финаль-
ной стадии лигирования [56‒58, 61, 76].

НЕКОТОРЫЕ АСПЕКТЫ 
ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ РОЛИ
PARP1 И PARP2 В КЛЕТКЕ

В клетках человека в ответ на повреждение
ДНК бóльшая часть активности PARP обеспечи-
вается PARP1 (около 90%), в то время как на долю
PARP2 приходится 10–15% [12]. Из-за гораздо бо-
лее медленной аутомодификации PARP2 часто
рассматривают как каталитически менее актив-
ный аналог PARP1. Примечательно, что, несмот-
ря на существенно меньшую каталитическую ак-
тивность PARP2, а также различное сродство
PARP1 и PARP2 к повреждениям ДНК [71], нока-
ут PARP1 (как и нокаут PARP2) не летален для
клеток, в то время как двойной нокаут этих фер-
ментов вызывает эмбриональную летальность.
Из-за генетической нестабильности клетки
PARP1–/– и PARP2–/– обладают более высокой

чувствительностью к агентам, повреждающим
ДНК [78]. Более того, нокаут гена PARP2 на мы-
шиных моделях приводит к дефектам в развитии
Т-клеток [79], эритропоэза [80] и сперматогенеза
[81], которые не проявляются у мышей, лишен-
ных PARP1, что указывает на уникальные функ-
ции PARP2. Предполагается, что PARP2 компен-
сирует недостаток PARP1 в ответ на генотоксиче-
ский стресс, хотя до сих пор непонятно, как это
происходит при относительно меньшей активно-
сти PARP2 и различиях в сродстве к повреждени-
ям ДНК у этих двух ферментов. Для PARP1 пока-
зана стимуляция активности РНК-связывающи-
ми белками, такими как YB1 [82, 83], SAM68 [84],
и взаимодействие с Fus [85]. Для PARP2 взаимо-
действие с белками, которые модулируют его ак-
тивность, только начинают изучать.

Поврежденная ДНК служит кофактором-ак-
тиватором для PARP1 и PARP2 [61, 68, 70, 86, 87].
Связывание ДНК-повреждения индуцирует цепь
междоменных перестроек PARP1 и PARP2, что в
конечном итоге приводит к изменению конфор-
мации аутоингибиторного спирального домена
(HD) [61, 86, 88, 89]. Этот домен закрывает собой
активный центр PARP1/2. Его реорганизация ка-
талитически активирует ферменты и облегчает
связывание NAD+ в активном центре. Активиро-
ванные PARP1 и PARP2 синтезируют и ковалент-
но присоединяют PAR к аминокислотным остат-
кам самих PARP и различных белков-мишеней.
В этом контексте рассматривают реакции ауто-
PARилирования (аутомодификация, при которой
молекула PAR ковалентно присоединена к PARP)
и гетеро-PARилирования (гетеромодификация,
когда PAR присоединяется к другим белкам-ми-
шеням) (рис. 2). В настоящий момент остается
открытым вопрос о механизме ауто-PARилирова-
ния. С одной стороны, есть доказательства ауто-
модификации PARP1 по цис-механизму ‒ когда
молекула фермента служит акцептором PAR, ко-
торый она же и синтезирует [90, 91]. С другой сто-
роны, сообщалось о способности PARP1 и PARP2
образовывать димеры, ускоряющие PARилирова-
ние в связи с вкладом транс-механизма модифи-
кации [92, 93]. Например, по данным светорас-
сеяния, PARP1 и PARP2 в растворе находятся
преимущественно в виде димеров [93]. Предпо-
ложение о том, что аутомодификация PARP1 и
PARP2 происходит межмолекулярным образом в
составе димера, состоящего из двух субъединиц,
согласуется со способностью PARP1 и PARP2 ко-
валентно модифицировать другие белки [52, 83].
В качестве дополнительного аргумента в пользу
бимолекулярной природы реакции ауто-PARили-
рования можно привести стехиометрию комплек-
сов PARP1 : ДНК и PARP2 : ДНК, которая составля-
ет 2 : 1 для достижения оптимальной фермента-
тивной активности [94, 95].
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Интенсивно изучалась роль PARP1 и PARP2 в
механизмах BER и репарации одноцепочечных
разрывов [17, 18, 23, 24, 26]. Функции PARP1 и
PARP2 в регуляции этих процессов установлены с
использованием модельных дуплексов ДНК, а
также нуклеосом [17, 26, 72]. Сейчас мы знаем,
что PARP1 и PARP2 могут выполнять как общие,
так и специфические функции в поддержании
стабильности генома, кооперируясь друг с дру-
гом. Возможно, что разделение функций PARP1
и PARP2 в различных процессах происходит в
том числе при участии их белков-партнеров, по-
этому открытие белковых коферментов PARP1 и
PARP2 и изучение их функций представляет
особенный интерес.

HPF1 ‒ НОВЫЙ КОФАКТОР ФЕРМЕНТОВ 
PARP1 И PARP2

Первоначально было установлено, что PARP1
и PARP2 модифицируют в белках преимуще-
ственно остатки глутамата и аспартата, а также
лизина и аргинина [96–98]. Однако, недавно по-
казано, что остатки серина также являются рас-
пространенными акцепторами PAR в клетках че-
ловека, в том числе в контексте репарации двуни-
тевых разрывов [39–41]. Установлено, что PARP1

и PARP2 необходимы, но недостаточны для
PARилирования остатков серина [42]. Фактор
PARилирования гистонов-1 (HPF1) образует как
с PARP1, так и с PARP2 временный непрочный
комплекс, судя по высоким значениям констант
диссоциации: Kd комплексов PARP1/2:HPF1:нук-
леосома составляют 790 и 280 нМ соответственно
[99, 100]. HPF1 формирует с этими ферментами
совместный активный центр, который и модифи-
цирует остатки серина [37]. Позже показали, что
HPF1 человека специфически взаимодействует с
PARP1 и PARP2, тем самым облегчая реакцию
PARилирования гистонов (в отсутствие HPF1
PARP1/2 не модифицируют гистоны in vitro) [39].

Взаимодействие HPF1 с PARP1 усиливается
присутствием ДНК и NAD+. Как описано выше,
PARP1 и PARP2 имеют спиральный субдомен
HD, который быстро разворачивается при распо-
знавании повреждения ДНК, открывая сайт свя-
зывания NAD+ [87]. Удаление HD усиливает взаи-
модействие HPF1:PARP1/2 in vitro [38]. Предпола-
гается, что этот субдомен ингибирует связывание
ферментов с HPF1, а для реализации их взаимо-
действия необходимо ДНК-индуцированное раз-
вертывание HD.

Недавно методом рентгеноструктурного ана-
лиза и криоэлектронной микроскопии разрешена

Рис. 2. Структура возможных комплексов PARP (а) и структура PAR (б). PAR-модификация PARP (аутомодифика-
ция), белков-мишеней (гетеромодификация) и HPF1-зависимая модификация остатков серина. ARH3 ‒ ADP-рибо-
зилгидролаза-3; PARG ‒ поли(ADP-рибоза)гликогидролаза.
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структура HPF1 в комплексе с каталитическим
доменом PARP2 [38, 101]. Обнаружено, что для
взаимодействия HPF1 с PARP1/2 важен консер-
вативный остаток Asp283 в С-концевой области
HPF1, который контактирует с His826 в PARP1
(His381 в PARP2). Важно отметить, что эти остат-
ки гистидина в PARP1/2 критичны для элонга-
ции реакции PARилирования и удлинения цепи
PAR [102].

Структурный и мутационный анализ ком-
плекса HPF1:PARP2 показал, что опосредован-
ное HPF1 переключение аминокислотной специ-
фичности PARP1/2 можно объяснить введением
в общий активный центр каталитического остат-
ка Glu284 HPF1 [38]. PARP1 и PARP2 содержат
один каталитический остаток глутамата (Glu988 и
Glu545 соответственно), каждый из которых, как
было установлено, имеет решающее значение для
инициации PARилирования [103]. Однако одного
остатка глутамата в активных центрах PARP1 и
PARP2 оказалось недостаточно для ADP-рибози-
лирования остатков серина [39]. Взаимодействие
HPF1 и PARP1/2 располагает Glu284 HPF1 рядом
с каталитическим глутаматом PARP1/2 и молеку-
лой NAD+, что позволяет сформировать актив-
ный центр, способный катализировать эффек-
тивный перенос ADP-рибозы на серин. Мутантный
HPF1 с заменой Glu284 на Ala теряет способность
переключать аминокислотную специфичность
PARP1/2 на остатки серина [38]. Депротониро-
ванный Glu284 HPF1 может действовать как ос-
нование в этой реакции, оттягивая протон от ак-
цепторного остатка серина и тем самым повышая
его нуклеофильность. По сути, HPF1 способству-
ет увеличению нуклеофильности серина для эф-
фективного катализа, как это происходит в актив-
ных центрах сериновых протеаз, эстераз и липаз, с
той разницей, что в случае протеаз повышение
нуклеофильности серина обеспечивает каталити-
ческая триада Ser-His-Asp [104]. Заметим, что
формирование объединенного активного центра,
в котором присутствуют субстратсвязывающие и
каталитические остатки PARP1/2 и HPF1, напо-
минает аналогичные функции белков, активиру-
ющих GТFазу, ‒ они тоже вводят необходимый
для каталитиза аминокислотный остаток в актив-
ный центр фермента [38].

Интересно, что связывание с HPF1 приводит к
образованию более коротких полимеров PAR [37].
Показано, что Asp283 HPF1 взаимодействует с
His381 PARP2 (и аналогичным His826 PARP1) и
занимает отрицательно заряженный связываю-
щий карман, который во время реакции удлине-
ния цепи PAR нужен для узнавания пирофосфат-
ной группы акцепторной единицы ADP-рибозы
(рис. 3) [38]. Аналогичные результаты получены в
отношении His826 PARP1: мутант этого белка с ре-
версированием заряда в позиции 826 (His826Glu)
терял способность формировать совместный ак-

тивный центр с HPF1. Этот мутант катализировал
PARилирование остатков аспартата и глутамата,
но синтезировал только короткие полимеры PAR.
Таким образом, связывание HPF1 с PARP1/2 бло-
кирует ответственный за удлинение полимера
остаток гистидина (His826 и His381 в активных
центрах PARP1 и PARP2 соответственно) и ис-
ключает тем самым элонгацию PAR.

Недавно две группы исследователей, незави-
симо друг от друга, пришли к выводу, что HPF1
стимулирует стадию инициации PARилирования
[105, 106]. Обнаружено увеличение начальной
скорости аутомодификации PARP1 и PARP2 и
увеличение уровня синтезированной PAR в при-
сутствии субэквимолярных концентраций HPF1.
В то же время высокие (микромолярные) концен-
трации HPF1 ингибировали синтез PAR [105].
Это объясняется подавлением элонгации в ситуа-
ции, когда центр элонгации занят HPF1 при его
высокой концентрации, соответствующей насы-
щающей [99, 100]. По всей видимости, при кон-
центрации HPF1 ниже насыщающей, которая со-
ставляет 2‒5 мкМ, после инициации PARилирова-
ния в объединенном активном центре PARP:HPF1
HPF1 диссоциирует из комплекса с PARP в силу
низкого сродства. Это подтверждено в экспери-
ментах, в которых продемонстрирована элонга-
ция синтеза PAR свободным PARP [64, 105]. Та-
ким образом, насыщающие концентрации HPF1
затрудняют стадию элонгации в активном центре
PARP, что выражается в снижении количества
синтезируемого полимера, а низкие концентра-
ции HPF1 стимулируют синтез PAR. Это очень
интересный пример регуляции синтеза PAR.

C эффектами, оказываемыми HPF1 на синтез
PAR, согласуется его влияние на NAD+-гидролаз-
ную активность PARP1 и PARP2. Способность
PARP1 гидролизовать NAD+ без сопутствующего
синтеза PAR обнаружена ранее и в отсутствие
HPF1 [107]. HPF1 в высоких концентрациях по
отношению к PARP1 (20-кратный избыток) сти-
мулирует эту активность [102]. Авторы объясняют
переключение PARP1 на гидролиз NAD+ с обра-
зованием свободной ADP-рибозы действием двух
факторов: при насыщающих концентрациях
HPF1 элонгация PAR невозможна, а когда сайты
для инициации синтеза “исчерпаны”, PARP ис-
пользует воду в качестве акцептора ADP-рибо-
зы, гидролизуя NAD+. Однако нами показано,
что в условиях, обеспечивающих стимуляцию
PARилирования, происходит HPF1-зависимое
уменьшение “холостого” гидролиза NAD+ [105].
По всей видимости, субэквимолярные концен-
трации HPF1 не насыщают все активные центры
PARP. Свободные от HPF1 молекулы PARP могут
как предоставлять сайты для PARилирования, так
и катализировать элонгацию [105]. Следует отме-
тить, что концентрация HPF1 в клетке значитель-



260

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

КУРГИНА, ЛАВРИК

но ниже концентрации PARP1 и сопоставима с
концентрацией PARP2 [37]. Таким образом, от-
носительная концентрация HPF1 гораздо ниже
концентрации, необходимой для насыщения ак-
тивных центров PARP1/2, в соответствии с най-
денными величинами констант диссоциации для
комплексов PARP1/2:HPF1:нуклеосома (790 и
280 нМ соответственно) [99, 100]. Это обеспечи-
вает оптимальные условия для стимуляции ини-
циации без подавления элонгации и усиления
гидролиза NAD+ и в очередной раз позволяет
предположить, что в присутствии HPF1 аутомо-
дификация PARP1/2 происходит в димере, при
этом одна из субъединиц связана с HPF1 и обра-
зует временный совместный активный центр, а
вторая служит акцептором PAR.

Таким образом, HPF1 оказывает противопо-
ложные эффекты на инициацию и элонгацию
синтеза PAR. Стимуляция инициации, по всей
видимости, опосредована введением дополни-
тельного каталитического глутамата в активный
центр фермента. Подавление элонгации связано
с взаимодействием HPF1 с остатком His826 ак-
тивного центра PARP1, важного для элонгации.
В экспериментах in vitro и in vivo баланс между эти-
ми двумя эффектами преимущественно определя-
ется соотношением концентраций HPF1:PARP
[99, 100].

ПРИВЛЕЧЕНИЕ PARP1, PARP2 И HPF1 
НА САЙТЫ ПОВРЕЖДЕНИЯ ДНК

На основании данных, полученных на началь-
ных этапах изучения HPF1, стали считать, что
этот белок вместе с PARP1 вовлечен в репарацию
ДНК. Так, I. Gibbs-Seymour и соавт. [37] показа-
ли, что HPF1 ограничивает гипераутомодифика-
цию PARP1 in vivo и in vitro и рекрутируется к ме-
стам повреждения ДНК. Нокаут HPF1 значительно
повышает чувствительность клеток к обработке
агентами, алкилирующими ДНК, такими как ме-
тилметансульфонат (MMS), и повышает чувстви-
тельность клеток к ингибированию PARP. Оказа-
лось, что двойной нокаут HPF1‒/‒PARP1‒/‒ при-
водит к некоторому снижению чувствительности
клеток к MMS и ингибиторам PARP по сравне-
нию с одиночными нокаутами, то есть частично
восстанавливает фенотип дикого типа [37].

Сообщалось, что после рекрутирования
PARP1 в комплексе с HPF1 к участкам поврежде-
ния ДНК последний остается на поврежденных
сайтах дольше, чем сам PARP1 [37, 38, 64]. В тече-
ние первых 30 с PARP1 рекрутируется в места по-
вреждения. HPF1 привлекается на сайты повре-
ждения вместе с PARP1, при этом динамика при-
влечения HPF1 не зависит от PARилирования и
опосредуется, по всей видимости, белок-белко-

Рис. 3. Схематическое изображение совместного активного центра PARP1 и HPF1 с описанием функций аминокис-
лотных остатков. Триада H-Y-E (H826, Y896, E988) задействована в позиционировании NAD+ в ADP-рибозилтранс-
феразном центре (ART) и катализе. HPF1 предоставляет остаток глутамата (E284), обеспечивающий депротонирова-
ние остатка серина, что повышает его нуклеофильность. Остаток E988 PARP1 участвует в нуклеофильной атаке связи
никотинамид-рибоза депротонированным остатком серина, завершая стадию инициации. В совместном активном
центре остаток H826 PARP1, необходимый для элонгации, экранирован остатком D283 HPF1.
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выми взаимодействиями [37]. В течение 2 мин
PARP1, по всей видимости, покидает сайты по-
вреждения [64], в то время как HPF1 находится
там до 5 мин [37]. Обработка ингибиторами
PARP1 приводит к задержке и PARP1, и HPF1 на
сайтах повреждений [37, 108]. Аналогично на дли-
тельность удержания PARP1 на сайтах поврежде-
ния ДНК действует нокаут гена HPF1: в этом слу-
чае время увеличивается [64]. Это, по-видимому,
влияет на динамику рекрутирования белков к
сайтам повреждений, что подтверждает роль
HPF1 в передаче сигнала о повреждении ДНК. На
основании этих фактов можно предположить, что
каталитическая активность PARP1 необходима
для его диссоциации с сайтов повреждения, а
HPF1 ускоряет этот процесс, скорее всего, за счет
стимуляции инициации PARилирования [105].

PARP2 рекрутируется на сайты повреждения
ДНК позже PARP1 [108, 109]. Так, показано, что
каталитическая активация PARP1 ускоряет при-
влечение PARP2, но некритичнo, так как в отсут-
ствие PARP1 PARP2 все же привлекается на сай-
ты повреждения ДНК, хотя и с некоторой задерж-
кой [109]. Можно предположить, что PARP1 в
комплексе с HPF1 катализирует PARилирование,
а синтезированный PAR ускоряет привлечение
PARP2 к поврежденной ДНК. Таким образом,
PARP1, HPF1 и затем PARP2 совместно локали-
зуются в местах повреждения ДНК в составе хро-
матина. В этом контексте исследования in vitro, в
которых продемонстрирована более эффектив-
ная HPF1-зависимая модификация гистонов
именно при участии PARP2 в сравнении с PARP1,
можно трактовать как косвенное доказательство
участия HPF1 в ответе на повреждение ДНК на
уровне хроматина [105].

ДИНАМИКА ВОЗНИКНОВЕНИЯ 
И ДЕГРАДАЦИИ ПОЛИ(ADP-РИБОЗЫ), 
СВЯЗАННОЙ С ОСТАТКАМИ СЕРИНА
Как сказано выше, PARилирование ‒ это об-

ратимая посттрансляционная модификация. На-
ряду с ферментами, синтезирующими PAR, и вза-
имодействующими с этим полимером белками
есть и ферменты, деградирующие PAR [6]. Среди
последних в первую очередь следует упомянуть
PARG. Этот PAR-деградирующий фермент, в си-
лу механизма его действия, не удаляет первый
остаток ADP-рибозы, связанный с аминокислот-
ным остатком белка-мишени [110, 111]. Продукт
реакции, катализируемой PARG, ‒ белок, моди-
фицированный моно-ADP-рибозой (MAR), ко-
торый служит субстратом ферментов, удаляющих
MAR. Функция PARG критична для клетки, так
как нокаут гена PARG приводит к накоплению
PAR, раннему апоптозу в клеточных линиях чело-
века и эмбриональной летальности у мышей [112].
Таким образом, эффективный PARG-опосредо-

ванный оборот PAR необходим для функциони-
рования клеточных систем после повреждения
ДНК [17, 85].

MAR возникает как продукт MARилирования
или действия PARG и удаляется несколькими
ферментами, принадлежащими к семейству
ADP-рибозилгидролаз (ARH1, ARH2 и ARH3) и
макродоменсодержащих ADP-рибозилгидролаз
(MacroD1, MacroD2 и TARG1) [113–115]. Среди
них только ARH3 представляет собой ADP-рибо-
зилгидролазу, удаляющую MAR с остатков сери-
на [116, 117], остальные гидролизуют моно(ADP-
рибозу), связанную с аспартатом, глутаматом или
аргинином.

По всей видимости, синтезированный поли-
мер PAR быстро деградирует под действием
PARG. Стабильность оставшейся ковалентно
присоединенной к PARP1/2 MAR определяется в
первую очередь природой аминокислотного
остатка, с которым она связана. В протеомных
исследованиях сайтов PAR-модификации обна-
ружили, что модифицированные остатки серина
не только преобладали, но и были самыми ста-
бильными in vivo. Это подтверждается тем фак-
том, что рибозилирование по остаткам аспартата
и глутамата обнаруживают только в клетках, но-
каутных по PARG [97]. В то же время MARилиро-
вание серина достоверно регистрируют в клетках
дикого типа [112]. Стабильность этой модифика-
ции регулируется преимущественно ARH3 [112].
Таким образом, каталитической активности ком-
плекса HPF1:PARP1/2, синтезирующего PAR, про-
тиводействуют ферменты, его удаляющие: PARG и
ARH3 [116–118].

ПОЛИ(ADP-РИБОЗИЛ)ИРОВАНИЕ 
ГИСТОНОВ И КАНОНИЧЕСКИЕ 

ГИСТОНОВЫЕ МЕТКИ
Функциональная значимость PARилирования

гистонов ‒ контроль состояния хроматина. По-
казано, что предпочтительными субстратами
PARP1/2:HPF1 служат гистоны H2B и H3, а
именно их аминокислотные остатки H2BS6,
H3S28 и H3S10 [39]; причем последний – более
эффективный акцептор ADP-рибозы по сравне-
нию с H3S28 [40]. Заметим, что указанные сайты
PARилирования гистонов служат и сайтами фос-
форилирования [41, 119]. Остаток H2BS6 фосфо-
рилируется в начале митоза и полностью дефосфо-
рилируется после его завершения. Фосфорилиро-
вание H2BS6 особенно выражено в центромерных
и прицентромерных областях, а его блокирование
приводит к нарушению анафазы и неполному ци-
токинезу [120]. Фосфорилирование H3S10 ини-
циируется в перицентромерном гетерохроматине
в клетках поздней интерфазы G2. После инициа-
ции фосфорилирование H3, по-видимому, рас-
пространяется по всему хроматину. В целом, су-
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ществует точная пространственная и временнáя
корреляция между фосфорилированием H3 и на-
чальными стадиями конденсации хроматина [121].
PARилирование H2BS6 и H3S10 может оказывать
регуляторное действие и вызывать остановку кле-
точного цикла в случае повреждения ДНК. Эту
гипотезу подтверждают результаты исследования
N. Hananya и др. [122], в котором показано, что
PARилирование H2BS6 ингибирует конденсацию
хроматина и организацию структур более высо-
кого порядка до завершения репарации.

Фосфорилирование H3S28 вместе с H3S10 во-
влечено в регуляцию транскрипции [123]. По всей
видимости, в контексте регуляции транскрипции
важную роль играет сочетание фосфорилирова-
ния H3S10 с ацетилированием остатков H3K9 или
H3K14 [124–126]. В частности, быстрое и времен-
ное фосфорилирование гистона H3 по остаткам
Ser10 и Ser28 под действием киназ MSK1 и MSK2
(митоген- и стрессзависимые киназы) наблюда-
ется при транскрипционной активации генов
раннего ответа [125]. Показано, что MSK1/2-опо-
средованное фосфорилирование H3S28 на стресс-
зависимых промоторах способствует диссоциа-
ции корепрессорных комплексов HDAC и тем са-
мым усилению локального ацетилирования
гистонов и последующей активации транскрип-
ции стресс-индуцированных генов [123]. На дан-
ный момент показано, что PARилирование ги-
стона H3 по серинам препятствует его ацетили-
рованию и, наоборот, ацетилировние H3K9
достаточно для блокирования PARилирования

H3S10 [127]. Иными словами, фосфорилирова-
ние и ацетилирование супрессируют HPF1-зави-
симое PARилирование гистонов. Это объясняет
вклад гистоновых деацетилаз в регуляцию репа-
рации ДНК [128, 129]. В ответ на повреждение
ДНК наблюдали быстрое деацетилирование H3K9
и H3K14 [130, 131]. В то же время ацетилирование
ограничивало распространение PARилирвания
гистонов, препятствуя чрезмерному расширению
сигнала о повреждении, а восстановление ацети-
лирования происходило после завершения про-
цесса репарации ДНК. Установлено, что в клет-
ках, нокаутных по ARH3, уровень ацетилирова-
ния H3K9 в ответ на повреждение ДНК снижен
более продолжительное время, чем в клетках ди-
кого типа. По всей видимости, стабильное ADP-
рибозилирование гистонов препятствует восста-
новлению уровня их ацетилирования [112]. Это
может приводить к взаимному исключению аце-
тилирования H3K9 и H3K14 и PARилирования
гистонов (рис. 4).

Таким образом, баланс между PARилированием
и фосфорилированием остатков серина регулиру-
ется киназами, деацетилазами и ферментами,
удаляющими PAR. В то время как фосфорилиро-
вание и ацетилирование считаются маркерами
транскрипции и продвижения клетки по клеточ-
ному циклу, PARилирование, по всей видимости,
регулирует остановку этих процессов для того,
чтобы предоставить клетке время для восстанов-
ления структуры ДНК в случае ее повреждения.

Рис. 4. Изменение паттерна посттрансляционной модификации гистонов при продвижении по клеточному циклу и
повреждении ДНК.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

ADP-рибозилирование представляет собой
посттрансляционную модификацию, которая ре-
ализуется как в мономерной (MAR), так и в поли-
мерной (PAR) формах. Несмотря на то, что иссле-
дования PAR длятся уже 60 лет, новые детали ме-
ханизма этой посттрансляционной модификации
продолжают выяснять. Вслед за открытием фер-
ментов, ответственных за синтез и деградацию
PAR, обнаружили множество белков, взаимодей-
ствующих с этим полимером. С каждым годом
расширяется спектр клеточных процессов, в ко-
торых показано участие PARилирования; при
этом репарация ДНК, конечно, остается главным
направлением.

Исследования PARP проводят как на модель-
ных ДНК, так и в системе нуклеосом. В послед-
нем случае можно обнаружить взаимодействие
PARP с гистонами и его влияние на структуру
нуклеосомы [26, 132‒134]. Открытие PARилиро-
вания остатков серина и вместе с ним кофактора
этого процесса ‒ HPF1 ‒ ознаменовало новый
виток в исследованиях этой реакции; поэтому
вряд ли дальнейшие исследования функциониро-
вания ферментов PARP в составе хроматина сто-
ит проводить в отсутствие этого важного кофак-
тора. На сегодняшний день уже известны некото-
рые закономерности взаимодействия HPF1 с
PARP1/2, хотя есть и противоречащие друг другу
данные, которые необходимо уточнить для пони-
мания механизма действия HPF1. Примечатель-
но, что делеция гена HPF1 не отменяет PARили-
рования остатков серина [40]. Это дает основание
предположить существование других, еще неиз-
вестных кофакторов PARP1/2, меняющих специ-
фичность PARилирования по аналогии с HPF1.
Влияние HPF1 на активность PARP1/2, показан-
ное in vivo и in vitro, важно понимать в контексте
исследования ингибиторов PARP1/2, некоторые
из которых уже используют как антираковые пре-
параты в клинике. Недавно обнаружено вовлече-
ние HPF1 в клеточный ответ при обработке таки-
ми ингибиторами [100]. Таким образом, последу-
ющий поиск ингибиторов PARP1/2 необходимо
проводить с учетом влияния взаимодействий
PARP1/2 c HPF1.

Авторы выражают благодарность Речкуновой
Надежде Ивановне за обсуждения при написании
обзора.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (грант № 22-14-00112) и в рам-
ках Проекта государственного задания ИХБФМ
СО РАН № 121031300041-4 (глава “Некоторые ас-
пекты клеточной роли PARP1 и PARP2”).

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Kraus W.L. (2015) PARPs and ADP-ribosylation:

50 years… and counting. Mol. Cell. 58, 902–910.
2. Gibson B.A., Kraus W.L. (2012) New insights into the

molecular and cellular functions of poly(ADP-ribose)
and PARPs. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 13, 411–424.

3. Wei H., Yu X. (2016) Functions of PARylation in DNA
damage repair pathways. Genomics Proteomics Bioin-
formatics. 14, 131–139.

4. Cohen M.S., Chang P. (2018) Insights into the bio-
genesis, function, and regulation of ADP-ribosylation.
Nat. Chem. Biol. 14, 236–243.

5. Kraus W.L. (2020) PARPs and ADP-ribosylation:
60 years on. Genes Dev. 34, 251–253.

6. O’Sullivan J., Tedim Ferreira M., Gagné J.P., Shar-
ma A.K., Hendzel M.J., Masson J.Y., Poirier G.G.
(2019) Emerging roles of eraser enzymes in the dy-
namic control of protein ADP-ribosylation. Nat. Com-
mun. 10(1), 1182.

7. Perina, D., Mikoč A., Ahel J., Ćetković H., Žaja R.,
Ahel I. (2014) Distribution of protein poly(ADP-ribo-
syl)ation systems across all domains of life. DNA Re-
pair (Amst.). 23, 4–16.

8. Žaja R., Mikoč A., Barkauskaite E., Ahel I. (2012)
Molecular insights into poly(ADP-ribose) recognition
and processing. Biomolecules. 3, 1–17.

9. Hanzlikova H., Kalasova I., Demin A.A., Pennicott L.E.,
Cihlarova Z., Caldecott K.W. (2018) The importance
of poly(ADP-ribose) polymerase as a sensor of unli-
gated Okazaki fragments during DNA replication.
Mol. Cell. 71, 319‒331.

10. Hanzlikova H., Gittens W., Krejcikova K., Zeng Z.,
Caldecott K.W. (2017) Overlapping roles for PARP1
and PARP2 in the recruitment of endogenous XRCC1
and PNKP into oxidized chromatin. Nucleic Acids Res.
45, 2546–2557.

11. Buch-Larsen S.C., Rebak A.K.L.F.S., Hendriks I.A.,
Nielsen M.L. (2021) Temporal and site-specific ADP-
ribosylation dynamics upon different genotoxic stress-
es. Cells. 10(11), 2927.

12. Hoch N.C., Polo L.M. (2019) ADP-ribosylation: from
molecular mechanisms to human disease. Genet. Mol.
Biol. 43, e20190075.

13. Ray Chaudhuri A., Nussenzweig A. (2017) The multi-
faceted roles of PARP1 in DNA repair and chromatin
remodelling. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 18, 610–621.

14. Soldani C., Scovassi A.I. (2002) Poly(ADP-ribose)
polymerase-1 cleavage during apoptosis: an update.
Apoptosis. 7, 321–328.

15. D’Amours D., Sallmann F.R., Dixit V.M., Poirier G.G.
(2001) Gain-of-function of poly(ADP-ribose) poly-
merase-1 upon cleavage by apoptotic proteases: impli-
cations for apoptosis. J. Cell Sci. 114(Pt. 20), 3771–
3778.

16. D’Amours D., Desnoyers S., D’Silva I., Poirier G.G.
(1999) Poly(ADP-ribosyl)ation reactions in the regu-



264

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

КУРГИНА, ЛАВРИК

lation of nuclear functions. Biochem. J. 342(Pt. 2),
249–268.

17. Lavrik O.I. (2020) PARPs’ impact on base excision
DNA repair. DNA Repair (Amst.). 93, 102911.

18. Vasil’eva I., Moor N., Anarbaev R., Kutuzov M.,
Lavrik O. (2021) Functional roles of PARP2 in assem-
bling protein‒protein complexes involved in base ex-
cision DNA repair. Int. J. Mol. Sci. 22, 4679.

19. Ходырева С.Н., Лаврик О.И. (2016) Поли(ADP-
рибоза)полимераза 1 – ключевой регулятор репа-
рации ДНК. Молекуляр. биология. 50, 655–673.

20. Sukhanova M.V., Hamon L., Kutuzov M.M., Joshi V.,
Abrakhi S., Dobra I., Curmi P.A., Pastre D., Lavrik O.I.
(2019) A single-molecule atomic force microscopy
study of PARP1 and PARP2 recognition of base exci-
sion repair DNA intermediates. J. Mol. Biol. 431,
2655–2673.

21. Moor N.A., Vasil’eva I.A., Kuznetsov N.A., Lavrik O.I.
(2020) Human apurinic/apyrimidinic endonuclease 1
is modified in vitro by poly(ADP-ribose) polymerase 1
under control of the structure of damaged DNA. Bio-
chimie. 168, 144–155.

22. Суханова М.В. Лаврик О.И., Ходырева С.Н.
(2004) Поли(ADP-рибозо)полимераза-1 ‒ регу-
лятор белково-нуклеиновых взаимодействий в
процессах, возникающих при генотоксическом
воздействии. Молекуляр. биология. 38, 834‒847.

23. Sukhanova M.V., Khodyreva S.N., Lebedeva N.A.,
Prasad R., Wilson S.H., Lavrik O.I. (2005) Human
base excision repair enzymes apurinic/apyrimidinic
endonuclease1 (APE1), DNA polymerase β and po-
ly(ADP-ribose) polymerase 1: interplay between
strand-displacement DNA synthesis and proofreading
exonuclease activity. Nucleic Acids Res. 33, 1222–
1229.

24. Sukhanova M., Khodyreva S., Lavrik O. (2010) Po-
ly(ADP-ribose) polymerase 1 regulates activity of
DNA polymerase β in long patch base excision repair.
Mutat. Res. 685, 80–89.

25. Моор Н.А., Лаврик О.И. (2018) Белок-белковые
взаимодействия системы эксцизионной репара-
ции оснований ДНК. Биохимия. 83, 564‒576.

26. Kutuzov M.M., Belousova E.A., Kurgina T.A.,
Ukraintsev A.A., Vasil’eva I.A., Khodyreva S.N.,
Lavrik O.I. (2021) The contribution of PARP1,
PARP2 and poly(ADP-ribosyl)ation to base excision
repair in the nucleosomal context. Sci. Rep. 11, 4849.

27. Caron M.C., Sharma A.K., O’Sullivan J., Myler L.R.,
Ferreira M.T., Rodrigue A., Coulombe Y., Ethier C.,
Gagné J.P., Langelier M.F., Pascal J.M., Finkel-
stein I.J., Hendzel M.J., Poirier G.G., Masson J.Y.
(2019) Poly(ADP-ribose) polymerase-1 antagonizes
DNA resection at double-strand breaks. Nat. Com-
mun. 10, 2954.

28. Krasikova Y., Rechkunova N., Lavrik O. (2021) Nu-
cleotide excision repair: from molecular defects to
neurological abnormalities. Int. J. Mol. Sci. 22, 6220.

29. Maltseva E.A., Rechkunova N.I., Sukhanova M.V.,
Lavrik O.I. (2015) Poly(ADP-ribose) polymerase 1
modulates interaction of the nucleotide excision repair
factor XPC-RAD23B with DNA via poly(ADP-ribo-
syl)ation. J. Biol. Chem. 290, 21811–21820.

30. Flippot R., Patrikidou A., Aldea M., Colomba E.,
Lavaud P., Albigès L., Naoun N., Blanchard P., Ter-
lizzi M., Garcia C., Bernard-Tessier A., Fuerea A.,
Di Palma M., Escudier B., Loriot Y., Baciarello G.,
Fizazi K. (2022) PARP inhibition, a new therapeutic
avenue in patients with prostate cancer. Drugs. 82(7),
719‒733.

31. Spiegel J.O., van Houten B., Durrant J.D. (2021)
PARP1: structural insights and pharmacological tar-
gets for inhibition. DNA Repair (Amst.). 103, 103125.

32. Dizdar O., Arslan C., Altundag K. (2015) Advances in
PARP inhibitors for the treatment of breast cancer.
Exp. Opin. Pharmacother. 16, 2751–2758.

33. Curtin N.J., Szabo C. (2020) Poly(ADP-ribose) poly-
merase inhibition: past, present and future. Nat. Rev.
Drug Discov. 19, 711–736.

34. Schreiber V., Illuzzi G., Héberlé E., Dantzer F. (2015)
From poly(ADP-ribose) discovery to PARP inhibitors
in cancer therapy. Bull. Cancer. 102, 863–873.

35. Sim H.W., Galanis E., Khasraw M. (2022) PARP in-
hibitors in glioma: a review of therapeutic opportuni-
ties. Cancers (Basel). 14. 1003.

36. Sonnenblick A., de Azambuja E., Azim H.A., Piccart M.
(2015) An update on PARP inhibitors‒moving to the
adjuvant setting. Nat. Rev. Clin. Oncol. 12, 27–41.

37. Gibbs-Seymour I., Fontana P., Rack J.G.M., Ahel I.
(2016) HPF1/C4orf27 is a PARP-1-interacting pro-
tein that regulates PARP-1 ADP-ribosylation activity.
Mol. Cell. 62, 432–442.

38. Suskiewicz M.J., Zobel F., Ogden T.E.H., Fontana P.,
Ariza A., Yang J.C., Zhu K., Bracken L., Hawthorne W.J.,
Ahel D., Neuhaus D., Ahel I. (2020) HPF1 completes
the PARP active site for DNA damage-induced ADP-
ribosylation. Nature. 579, 598.

39. Bonfiglio J.J., Fontana P., Zhang Q., Colby T.,
Gibbs-Seymour I., Atanassov I., Bartlett E., Zaja R.,
Ahel I., Matic I. (2017) Serine ADP-ribosylation de-
pends on HPF1. Mol. Cell. 65, 932‒940.

40. Palazzo L., Leidecker O., Prokhorova E., Dauben H.,
Matic I., Ahel I. (2018) Serine is the major residue for
ADP-ribosylation upon DNA damage. Elife. 7, e34334.

41. Leidecker O., Bonfiglio J.J., Colby T., Zhang Q., Ata-
nassov I., Zaja R., Palazzo L., Stockum A., Ahel I.,
Matic I. (2016) Serine is a new target residue for en-
dogenous ADP-ribosylation on histones. Nat. Chem.
Biol. 12, 998–1000.

42. Sun F.H., Zhao P., Zhang N., Kong L.L., Wong C.C.L.,
Yun C.H. (2021) HPF1 remodels the active site of
PARP1 to enable the serine ADP-ribosylation of his-
tones. Nat. Commun. 12, 1028.

43. Chambon P., Weill J.D., Mandel P. (1963) Nicotin-
amide mononucleotide activation of new DNA-de-
pendent polyadenylic acid synthesizing nuclear en-
zyme. Biochem. Biophys. Res. Commun. 11, 39–43.

44. Chambon P., Weill J.D., Doly J., Strosser M.T., Man-
del P. (1966) On the formation of a novel adenylic
compound by enzymatic extracts of liver nuclei. Bio-
chem. Biophys. Res. Commun. 25, 638–643.

45. Fujimura S., Hasegawa S., Shimizu Y., Sugimura T.
(1967) Polymerization of the adenosine 5'-diphos-
phate-ribose moiety of nicotinamide-adenine dinu-



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

ПОЛИ(АDP-РИБОЗА)ПОЛИМЕРАЗЫ 1 И 2 265

cleotide by nuclear enzyme. I. Enzymatic reactions.
Biochim. Biophys. Acta. 145, 247–259.

46. Sugimura T., Miwa M. (1994) Poly(ADP-ribose): his-
torical perspective. Mol. Cell. Biochem. 138, 5–12.

47. Langelier M.F., Eisemann T., Riccio A.A., Pascal J.M.
(2018) PARP family enzymes: regulation and catalysis
of the poly(ADP-ribose) posttranslational modifica-
tion. Curr. Opin. Struct. Biol. 53, 187–198.

48. Amé J.C., Spenlehauer C., de Murcia G. (2004) The
PARP superfamily. BioEssays. 26, 882–893.

49. Otto H., Reche P.A., Bazan F., Dittmar K., Haag F.,
Koch-Nolte F. (2005) In silico characterization of the
family of PARP-like poly(ADP-ribosyl)transferases
(pARTs). BMC Genomics. 6, 139.

50. Ferro A.M., Minaga T., Piper W.N., Kun E. (1978)
Analysis of larger than tetrameric poly(adenosine di-
phosphoribose) by a radioimmunoassay in nuclei se-
parated in organic solvents. Biochim. Biophys. Acta.
519, 291–305.

51. Hassa P.O., Haenni S.S., Elser M., Hottiger M.O.
(2006) Nuclear ADP-ribosylation reactions in mam-
malian cells: where are we today and where are we go-
ing? Microbiol. Mol. Biol. Rev. 70, 789–829.

52. Alemasova E.E., Lavrik O.I. (2019) Poly(ADP-ribo-
syl)ation by PARP1: reaction mechanism and regula-
tory proteins. Nucleic Acids Res. 47, 3811–3827.

53. Koh D.W., Dawson V.L., Dawson T.M. (2005) The
road to survival goes through PARG. Cell Cycle. 4,
397–399.

54. Han S., Tainer J.A. (2001) The ARTT motif and a uni-
fied structural understanding of substrate recognition
in ADP-ribosylating bacterial toxins and eukaryotic
ADP-ribosyltransferases. Int. J. Med. Microbiol. 291,
523–529.

55. Schreiber V., Dantzer F., Amé J.C., de Murcia G.
(2006) Poly(ADP-ribose): novel functions for an old
molecule. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 7, 517–528.

56. Pascal J.M., Ellenberger T. (2015) The rise and fall of
poly(ADP-ribose): an enzymatic perspective. DNA
Repair (Amst.). 32, 10–16.

57. Amé J.C., Rolli V., Schreiber V., Niedergang C.,
Apiou F., Decker P., Muller S., Höger T., Ménissier-
de Murcia J., de Murcia G. (1999) PARP-2, a novel
mammalian DNA damage-dependent poly(ADP-ri-
bose) polymerase. J. Biol. Chem. 274, 17860–17868.

58. Eisemann T., Pascal J.M. (2020) Poly(ADP-ribose)
polymerase enzymes and the maintenance of genome
integrity. Cell. Mol. Life Sci. 77, 19–33.

59. Ghosh R., Roy S., Kamyab J., Dantzer F., Franco S.
(2016) Common and unique genetic interactions of
the poly(ADP-ribose) polymerases PARP1 and
PARP2 with DNA double-strand break repair path-
ways. DNA Repair (Amst.). 45, 56–62.

60. Ruf A., de Murcia J.M., de Murcia G.M., Schulz G.E.
(1996) Structure of the catalytic fragment of poly(AD-
ribose) polymerase from chicken. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA. 93, 7481–7485.

61. Langelier M.F., Planck J.L., Roy S., Pascal J.M.
(2012) Structural basis for DNA damage-dependent
poly(ADP-ribosyl)ation by human PARP-1. Science.
336, 728–732.

62. Langelier M.F., Ruhl D.D., Planck J.L., Kraus W.L.,
Pascal J.M. (2010) The Zn3 domain of human po-
ly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) functions in
both DNA-dependent poly(ADP-ribose) synthesis
activity and chromatin compaction. J. Biol. Chem.
285, 18877–18887.

63. Langelier M.F., Planck J.L., Roy S., Pascal J.M.
(2011) Crystal structures of poly(ADP-ribose) poly-
merase-1 (PARP-1) zinc fingers bound to DNA:
structural and functional insights into DNA-depen-
dent PARP-1 activity. J. Biol. Chem. 286, 10690–
10701.

64. Prokhorova E., Zobel F., Smith R., Zentout S.,
Gibbs-Seymour I., Schützenhofer K., Peters A., Gro-
slambert J., Zorzini V., Agnew T., Brognard J., Nielsen
M.L., Ahel D., Huet S., Suskiewicz M.J., Ahel I.
(2021) Serine-linked PARP1 auto-modification con-
trols PARP inhibitor response. Nat. Commun. 12,
4055.

65. Rudolph J., Muthurajan U.M., Palacio M., Ma-
hadevan J., Roberts G., Erbse A.H., Dyer P.N.,
Luger K. (2021) The BRCT domain of PARP1 binds
intact DNA and mediates intrastrand transfer. Mol.
Cell. 81, 4994‒5006.

66. Tao Z., Gao P., Liu H.W. (2009) Identification of the
ADP-ribosylation sites in the PARP-1 automodifica-
tion domain: analysis and implications. J. Am. Chem.
Soc. 131, 14258–14260.

67. Obaji E., Haikarainen T., Lehtiö L. (2018) Structural
basis for DNA break recognition by ARTD2/PARP2.
Nucleic Acids Res. 46, 12154–12165.

68. Obaji E., Haikarainen T., Lehtiö L. (2016) Characte-
rization of the DNA dependent activation of human
ARTD2/PARP2. Sci. Rep. 6, 34487.

69. Rudolph J., Mahadevan J., Dyer P., Luger K. (2018)
Poly(ADP-ribose) polymerase 1 searches DNA via a
“monkey bar” mechanism. Elife. 7, e37818.

70. Riccio A.A., Cingolani G., Pascal J.M. (2016) PARP-2
domain requirements for DNA damage-dependent ac-
tivation and localization to sites of DNA damage.
Nucleic Acids Res. 44, 1691–1702.

71. Sukhanova M.V., Abrakhi S., Joshi V., Pastre D., Ku-
tuzov M.M., Anarbaev R.O., Curmi P.A., Hamon L.,
Lavrik O.I. (2015) Single molecule detection of
PARP1 and PARP2 interaction with DNA strand
breaks and their poly(ADP-ribosyl)ation using high-
resolution AFM imaging. Nucleic Acids Res. 44, e60.

72. Kutuzov M.M., Khodyreva S.N., Amé J.C., Ilina E.S.,
Sukhanova M.V., Schreiber V., Lavrik O.I. (2013) In-
teraction of PARP-2 with DNA structures mimicking
DNA repair intermediates and consequences on acti-
vity of base excision repair proteins. Biochimie. 95,
1208–1215.

73. D’Silva I., Pelletier J.D., Lagueux J., D’Amours D.,
Chaudhry M.A., Weinfeld M., Lees-Miller S.P.,
Poirier G.G. (1999) Relative affinities of poly(ADP-
ribose) polymerase and DNA-dependent protein ki-
nase for DNA strand interruptions. Biochim. Biophys.
Acta. 1430, 119–126.

74. Langelier M.F., Riccio A.A., Pascal J.M. (2014)
PARP-2 and PARP-3 are selectively activated by
5' phosphorylated DNA breaks through an allosteric



266

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

КУРГИНА, ЛАВРИК

regulatory mechanism shared with PARP-1. Nucleic
Acids Res. 42, 7762–7775.

75. Cistulli C., Lavrik O.I., Prasad R., Hou E., Wilson S.H.
(2004) AP endonuclease and poly(ADP-ribose) poly-
merase-1 interact with the same base excision repair
intermediate. DNA Repair (Amst.). 3, 581–591.

76. Khodyreva S.N., Prasad R., Ilina E.S., Sukhanova M.V.,
Kutuzov M.M., Liu Y., Hou E.W., Wilson S.H., Lav-
rik O.I. (2010) Apurinic/apyrimidinic (AP) site recog-
nition by the 5'-dRP/AP lyase in poly(ADP-ribose)
polymerase-1 (PARP-1). Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
107, 22090–22095.

77. Lavrik O.I., Prasad R., Sobol R.W., Horton J.K., Ac-
kerman E.J., Wilson S.H. (2001) Photoaffinity label-
ing of mouse fibroblast enzymes by a base excision re-
pair intermediate. Evidence for the role of poly(ADP-
ribose) polymerase-1 in DNA repair. J. Biol. Chem.
276, 25541–25548.

78. Ménissier de Murcia J., Ricoul M., Tartier L., Nieder-
gang C., Huber A., Dantzer F., Schreiber V., Amé J.C.,
Dierich A., LeMeur M., Sabatier L., Chambon P.,
de Murcia G. (2003) Functional interaction between
PARP-1 and PARP-2 in chromosome stability and
embryonic development in mouse. EMBO J. 22,
2255–2263.

79. Nicolás L., Martínez C., Baró C., Rodríguez M.,
Baroja-Mazo A., Sole F., Flores J.M., Ampurdanés C.,
Dantzer F., Martin-Caballero J., Aparicio P., Yelam-
os J. (2010) Loss of poly(ADP-ribose) polymerase-2
leads to rapid development of spontaneous T-cell lym-
phomas in p53-deficient mice. Oncogene. 29, 2877–
2883.

80. Farreś J., Martín-Caballero J., Martínez C., Lozano J. J.,
Llacuna L., Ampurdanés C., Ruiz-Herguido C., Dan-
tzer F., Schreiber V., Villunger A., Bigas A., Yélamos J.
(2013) Parp-2 is required to maintain hematopoiesis
following sublethal γ-irradiation in mice. Blood. 122,
44–54.

81. Farrés J., Llacuna L., Martin-Caballero J., Martínez C.,
Lozano J.J., Ampurdanés C., López-Contreras A.J.,
Florensa L., Navarro J., Ottina E., Dantzer F., Schrei-
ber V., Villunger A., Fernández-Capetillo O., Yéla-
mos J. (2015) PARP-2 sustains erythropoiesis in mice
by limiting replicative stress in erythroid progenitors.
Cell Death Differ. 22, 1144–1157.

82. Alemasova E.E., Naumenko K.N., Kurgina T.A.,
Anarbaev R.O., Lavrik O.I. (2018) The multifunction-
al protein YB-1 potentiates PARP1 activity and de-
creases the efficiency of PARP1 inhibitors. Oncotarget.
9, 23349-23365.

83. Naumenko K.N., Sukhanova M.V., Hamon L., Kurgi-
na T.A., Alemasova E.E., Kutuzov M.M., Pastré, D.,
Lavrik O.I. (2020) Regulation of poly(ADP-ribose)
polymerase 1 activity by Y-box-binding protein 1. Bio-
molecules. 10, 1325.

84. Sun X., Fu K., Hodgson A., Wier E.M., Wen M.G.,
Kamenyeva O., Xia X., Koo L.Y., Wan F. (2016)
Sam68 is required for DNA damage responses via re-
gulating poly(ADP-ribosyl)ation. PLoS Biol. 14,
e1002543.

85. Sukhanova M.V., Singatulina A.S., Pastré D., Lavrik O.I.
(2020) Fused in sarcoma (FUS) in DNA repair: tango
with poly(ADP-ribose) polymerase 1 and compart-

mentalisation of damaged DNA. Int. J. Mol. Sci. 21,
7020.

86. Obaji E., Maksimainen M.M., Galera-Prat A., Lehtiö L.
(2021) Activation of PARP2/ARTD2 by DNA damage
induces conformational changes relieving enzyme au-
toinhibition. Nat. Communs. 12, 3479.

87. Dawicki-McKenna J.M., Langelier M.F., DeNizio J.E.,
Riccio A.A., Cao C.D., Karch K.R., McCauley M.,
Steffen J.D., Black B.E., Pascal J.M. (2015) PARP-1
activation requires local unfolding of an autoinhibitory
domain. Mol. Cell. 60, 755–768.

88. Langelier M.F., Pascal J M. (2013) PARP-1 mecha-
nism for coupling DNA damage detection to po-
ly(ADP-ribose) synthesis. Curr. Opin. Struct. Biol. 23,
134–143.

89. Ogden T.E.H., Yang J.C., Schimpl M., Easton L.E.,
Underwood E., Rawlins P.B., McCauley M.M.,
Langelier M.F., Pascal J.M., Embrey K.J., Neuhaus D.
(2021) Dynamics of the HD regulatory subdomain of
PARP-1; substrate access and allostery in PARP acti-
vation and inhibition. Nucleic Acids Res. 49, 2266–
2288.

90. Bauer P.I., Buki K.G., Hakam A., Kun E. (1990)
Macromolecular association of ADP-ribosyltransfe-
rase and its correlation with enzymic activity. Biochem.
J. 270, 17–26.

91. Eustermann S., Videler H., Yang J.C., Cole P.T.,
Gruszka D., Veprintse D., Neuhaus D. (2011) The
DNA-binding domain of human PARP-1 interacts
with DNA single-strand breaks as a monomer through
its second zinc finger. J. Mol. Biol. 407, 149–170.

92. Buki K.G., Bauer P.I., Hakam A., Kun E. (1995)
Identification of domains of poly(ADP-ribose) poly-
merase for protein binding and self-association. J. Biol.
Chem. 270, 3370–3377.

93. Vasil’eva I.A., Anarbaev R.O., Moor N.A., Lavrik O.I.
(2019) Dynamic light scattering study of base excision
DNA repair proteins and their complexes. Biochim.
Biophys. Acta. 1867, 297–305.

94. Panzeter P.L., Althaus F.R. (1994) DNA strand break-
mediated partitioning of poly(ADP-ribose) poly-
merase function. Biochemistry. 33, 9600–9605.

95. Pion E., Ullmann G.M., Amé J.C., Gérard D.,
de Murcia G., Bombarda E. (2005) DNA-induced di-
merization of poly(ADP-ribose) polymerase-1 trig-
gers its activation. Biochemistry. 44, 14670–14681.

96. Li P., Zhen Y., Yu Y. (2019) Site-specific analysis of
the Asp- and Glu-ADP-ribosylated proteome by
quantitative mass spectrometry. Methods Enzymol.
626, 301–321.

97. Zhang Y., Wang J., Ding M., Yu Y. (2013) Site-specific
characterization of the Asp- and Glu-ADP-ribosylated
proteome. Nat. Methods. 10, 981–984.

98. Martello R., Leutert M., Jungmichel S., Bilan V.,
Larsen S.C., Young C., Hottiger M.O., Nielsen M.L.
(2016) Proteome-wide identification of the endoge-
nous ADP-ribosylome of mammalian cells and tissue.
Nat. Commun. 7, 12917.

99. Gaullier G., Roberts G., Muthurajan U.M., Bower-
man S., Rudolph J., Mahadevan J., Jha A., Rae P.S.,
Luger K. (2020) Bridging of nucleosome-proximal



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

ПОЛИ(АDP-РИБОЗА)ПОЛИМЕРАЗЫ 1 И 2 267

DNA double-strand breaks by PARP2 enhances its in-
teraction with HPF1. PLoS One. 15, e0240932.

100. Rudolph J., Roberts G., Luger K. (2021) Histone
PARylation factor 1 contributes to the inhibition of
PARP1 by cancer drugs. Nat. Commun. 12, 736.

101. Bilokapic S., Suskiewicz M.J., Ahel I., Halic M.
(2020) Bridging of DNA breaks activates PARP2-HPF1
to modify chromatin. Nature. 585, 609–613.

102. Rudolph J., Roberts G., Muthurajan U.M., Luger K.
(2021) HPF1 and nucleosomes mediate a dramatic
switch in activity of PARP1 from polymerase to hydro-
lase. Elife. 10, e65773.

103. Marsischky G.T., Wilson B.A., Collier R.J. (1995)
Role of glutamic acid 988 of human poly-ADP-ribose
polymerase in polymer formation: evidence for active
site similarities to the ADP-ribosylating toxins. J. Biol.
Chem. 270, 3247–3254.

104. Dodson G., Wlodawer A. (1998) Catalytic triads and
their relatives. Trends Biochem. Sci. 23, 347–352.

105. Kurgina T.A., Moor N.A., Kutuzov M.M., Nau-
menko K.N., Ukraintsev A.A., Lavrik O.I. (2021)
Dual function of HPF1 in the modulation of PARP1
and PARP2 activities. Commun. Biol. 4, 1259.

106. Langelier M.F., Billur R., Sverzhinsky A., Black B.E.,
Pascal J.M. (2021) HPF1 dynamically controls the
PARP1/2 balance between initiating and elongating
ADP-ribose modifications. Nat. Commun. 12, 6675.

107. Desmarais Y., Ménard L., Lagueux J., Poirier G.G.
(1991) Enzymological properties of poly(ADP-ri-
bose)polymerase: characterization of automodifica-
tion sites and NADase activity. Biochim. Biophys. Acta.
1078, 179–186.

108. Mortusewicz O., Amé J.C., Schreiber V., Leonhardt H.
(2007) Feedback-regulated poly(ADP-ribosyl)ation
by PARP-1 is required for rapid response to DNA
damage in living cells. Nucleic Acids Res. 35, 7665–
7675.

109. Lin X., Jiang W., Rudolph J., Lee B.J., Luger K., Zha S.
(2022) PARP inhibitors trap PARP2 and alter the
mode of recruitment of PARP2 at DNA damage sites.
Nucleic Acids Res. 50, 3958–3973.

110. Crawford K., Bonfiglio J.J., Mikoč A., Matic I., Ahel I.
(2018) Specificity of reversible ADP-ribosylation and
regulation of cellular processes. Crit. Rev. Biochem.
Mol. Biol. 53, 64–82.

111. Uchida K., Suzuki H., Maruta H., Abe H., Aoki K.,
Miwa M., Tanuma S.-I. (1993) Preferential degrada-
tion of protein-bound (ADP-ribose), by nuclear po-
ly(ADP-ribose) glycohydrolase from human placenta.
J. Biol. Chem. 268, 3194–3200.

112. Hendriks I.A., Buch-Larsen S.C., Prokhorova E.,
Elsborg J.D., Rebak A.K.L.F.S., Zhu K., Ahel D., Lu-
kas C., Ahel I., Nielsen M.L. (2021) The regulatory
landscape of the human HPF1- and ARH3-depen-
dent ADP-ribosylome. Nat. Commun. 12, 5893.

113. Sharifi R., Morra R., Appel C.D., Tallis M., Chioza B.,
Jankevicius G., Simpson M.A., Matic I., Ozkan E.,
Golia B., Schellenberg M.J., Weston R., Williams J.G.,
Rossi M.N., Galehdari H., Krahn J., Wan A., Trem-
bath R.C., Crosby A.H., Ahel D., Hay R., Ladurner A.G.,
Timinszky G., Williams R.S., Ahel I. (2013) Deficien-
cy of terminal ADP-ribose protein glycohydrolase

TARG1/C6orf130 in neurodegenerative disease.
EMBO J. 32, 1225–1237.

114. Mashimo M., Kato J., Moss J. (2014) Structure and
function of the ARH family of ADP-ribosyl-acceptor
hydrolases. DNA Repair. 23, 88–94.

115. Oka S., Kato J., Moss J. (2006) Identification and
characterization of a mammalian 39-kDa poly(ADP-
ribose) glycohydrolase. J. Biol. Chem. 281, 705–713.

116. Fontana P., Bonfiglio J.J., Palazzo L., Bartlett E.,
Matic I., Ahel I. (2017) Serine ADP-ribosylation re-
versal by the hydrolase ARH3. Elife. 6, e28533.

117. Abplanalp J., Leutert M., Frugier E., Nowak K.,
Feurer R., Kato J., Kistemaker H.V.A., Filippov D.V.,
Moss J., Caflisch A., Hottiger M.O. (2017) Proteomic
analyses identify ARH3 as a serine mono-ADP-ribo-
sylhydrolase. Nat. Commun. 8, 2055.

118. Slade D., Dunstan M.S., Barkauskaite E., Weston R.,
Lafite P., Dixon N., Ahel M., Leys D., Ahel I. (2011)
The structure and catalytic mechanism of a po-
ly(ADP-ribose) glycohydrolase. Nature. 477, 616–
622.

119. Huang H., Lin S., Garcia B.A., Zhao Y. (2015) Quan-
titative proteomic analysis of histone modifications.
Chem. Rev. 115, 2376.

120. Seibert M., Krüger M., Watson N.A., Sen O., Daum J.R.,
Slotman J.A., Braun T., Houtsmuller A.B., Gorbsky G.J.,
Jacob R., Kracht M., Higgins J.M.G., Schmitz M.L.
(2019) CDK1-mediated phosphorylation at H2B se-
rine 6 is required for mitotic chromosome segrega-
tion. J. Cell Biol. 218, 1164.

121. Hendzel M.J., Wei Y., Mancini M.A., van Hooser A.,
Ranalli T., Brinkley B.R., Bazett-Jones D.P., Allis C.D.
(1997) Mitosis-specific phosphorylation of histone
H3 initiates primarily within pericentromeric hete-
rochromatin during G2 and spreads in an ordered
fashion coincident with mitotic chromosome conden-
sation. Chromosoma. 106, 348–360.

122. Hananya N., Daley S.K., Bagert J.D., Muir T.W.
(2021) Synthesis of ADP-ribosylated histones reveals
site-specific impacts on chromatin structure and
function. J. Am. Chem. Soc. 143, 10847–10852.

123. Sawicka A., Hartl D., Goiser M., Pusch O., Stocsits R.R.,
Tamir I.M., Mechtler K., Seiser C. (2014) H3S28
phosphorylation is a hallmark of the transcriptional
response to cellular stress. Genome Res. 24, 1808.

124. Cheung P., Tanner K.G., Cheung W.L., Sassone-
Corsi P., Denu J.M., Allis C.D. (2000) Synergistic
coupling of histone H3 phosphorylation and acetyla-
tion in response to epidermal growth factor stimula-
tion. Mol. Cell. 5, 905–915.

125. Clayton A.L., Mahadevan L.C. (2003) MAP kinase-
mediated phosphoacetylation of histone H3 and in-
ducible gene regulation. FEBS Lett. 546, 51–58.

126. Simboeck E., Sawicka A., Zupkovitz G., Senese S.,
Winter S., Dequiedt F., Ogris E., di Croce L., Chiocca S.,
Seiser C. (2010) A phosphorylation switch regulates
the transcriptional activation of cell cycle regulator p21
by histone deacetylase inhibitors. J. Biol. Chem. 285,
41062–41073.

127. Liszczak G., Diehl K.L., Dann G.P., Muir T.W.
(2018) Acetylation blocks DNA damage-induced



268

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

КУРГИНА, ЛАВРИК

chromatin ADP-ribosylation. Nat. Chem. Biol. 14,
837–840.

128. Miller K.M., Tjeertes J.V., Coates J., Legube G., Polo S.E.,
Britton S., Jackson S.P. (2010) Human HDAC1 and
HDAC2 function in the DNA-damage response to
promote DNA nonhomologous end-joining. Nat.
Struct. Mol Biol. 17, 1144–1151.

129. Mao Z., Hine C., Tian X., van Meter M., Au M.,
Vaidya A., Seluanov A., Gorbunova V. (2011) SIRT6
promotes DNA repair under stress by activating
PARP1. Science. 332, 1443–1446.

130. Michishita E., McCord R.A., Berber E., Kioi M., Pa-
dilla-Nashm H., Damian M., Cheung P., Kusumoto R.,
Kawahara T.L.A., Barrett J.C., Chang H.Y., Bohr V.A.,
Ried T., Gozani O., Chua K.F. (2008) SIRT6 is a his-
tone H3 lysine 9 deacetylase that modulates telomeric
chromatin. Nature. 452, 492.

131. Tjeertes J.V., Miller K.M., Jackson S.P. (2009) Screen
for DNA-damage-responsive histone modifications

identifies H3K9Ac and H3K56Ac in human cells.
EMBO J. 28, 1878–1889.

132. Maluchenko N.V., Sultanov D.S., Kotova E.Y., Kir-
pichnikov M.P., Studitsky V.M., Feofanov A.V. (2019)
Histone tails promote PARP1-dependent structural
rearrangements in nucleosomes. Dokl. Biochem. Bio-
phys. 489, 377–379.

133. Maluchenko N.V., Nilov D.K., Pushkarev S.V., Koto-
va E.Y., Gerasimova N.S., Kirpichnikov M.P., Lange-
lier M.-F., Pascal J.M., Akhtar M.S., Feofanov A.V.,
Studitsky V.M. (2021) Mechanisms of nucleosome re-
organization by PARP1. Int. J. Mol. Sci. 22, 12127.

134. Kotova E.Y., Hsieh F.-K., Chang H.-W., Maluchen-
ko N.V., Langelier M.-F., Pascal J.M., Luse D.S.,
Feofanov A.V., Studitsky V.M. (2022) Human PARP1
facilitates transcription through a nucleosome and his-
tone displacement by Pol II in vitro. Int. J. Mol. Sci. 23,
7107.

Poly(ADP-ribose)polymerases 1 and 2: Classical Functions and Interaction 
with HPF1 ‒ New Histone Poly(ADP-ribosyl)ation Factor

T. A. Kurgina1 and O. I. Lavrik1, 2, *
1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences 

(ICBFM SB RAS), Novosibirsk, 630090 Russia
2Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia

*e-mail: lavrik@niboch.nsc.ru

Poly(ADP-ribose) (PAR) is a negatively charged polymer, linear and branched, consisting of ADP-ribose
monomers. This polymer is synthesized by poly(ADP-ribose)polymerase (PARP) enzymes which are acti-
vated on DNA damage and use nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) as a substrate. The most studied
members of the PARP family, PARP1 and PARP2, are the most important nuclear proteins involved in many
cellular processes, including the regulation of DNA repair. PARP1 and PARP2 catalyze both the synthesis
and transfer of poly(ADP-ribose) to amino acid residues of target proteins, including autoPARylation. In
view of the key role in the regulation of the DNA repair process, PARP1 and PARP2 are promising targets for
chemotherapy. Recently, a novel histone PARylation factor (HPF1) has been discovered to modulate
PARP1/2 activity by forming a transient joint active site with PARP1/2. In the presence of HPF1, histone
modification occurs at serine residues. The general mechanism of interaction between HPF1 and PARP1/2
is only beginning to be elucidated. In this review, we consider the discovery and classical mechanism of this
important process in higher eukaryotes, as well as the role of a new histone PARylation factor in this HPF1
process.

Keywords: poly(ADP-ribosyl)ation, PARylation, PARP1, PARP2, poly(ADP-ribose), HPF1, histones
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Не так давно открытая система CRISPR/Cas9, основанная на действии комплементарно адресуе-
мых нуклеаз и изначально предназначенная для защиты бактерий от чужеродных генетических эле-
ментов, стала удобным инструментом в руках ученых для манипуляции геномами живых клеток.
Технология геномного редактирования CRISPR/Cas9 вышла за пределы лаборатории и уже находит
применение в биотехнологии и сельском хозяйстве. Однако использование этого метода для редак-
тирования клеток человека в медицинских целях ограничено внеадресной активностью системы
CRISPR/Cas9, которая может привести к появлению онкогенных мутаций. В связи с этим ведутся
активные исследования с целью разработки вариантов системы CRISPR/Cas9 с повышенной точ-
ностью. В обзоре освещены механизмы точного и ошибочного действия рибонуклеопротеина Cas9,
природные и искусственно созданные варианты РНК-адресуемых нуклеаз, способы модуляции
специфичности за счет модификации направляющей РНК и другие подходы к увеличению точно-
сти системы CRISPR/Cas9 в геномном редактировании.

Ключевые слова: геномное редактирование, CRISPR/Cas9, белок Cas9, субстратная специфичность,
белковая инженерия, мутации, неадресные эффекты редактирования
DOI: 10.31857/S0026898423020155, EDN: EFDQPQ

В связи с огромным интересом к редактирова-
нию генома с помощью технологии CRISPR/Cas9
(англ. Clustered Regularly Interspaced Short Palin-
dromic Repeats/CRISPR-ASsociated protein 9;
сгруппированные короткие палиндромные по-
вторы, разделенные регулярными промежутка-
ми/CRISPR-ассоциированный белок-9) большое
внимание в настоящее время уделяется различ-

ным аспектам специфичности этой системы, ко-
торая дает возможность точного редактирования
генома ‒ внесения специфичных замен путем го-
мологичной рекомбинации с низким фоном не-
гомологичного соединения концов. Технологию
CRISPR/Cas9 активно используют для создания
клеточных линий, моделирующих заболевания, и
рассматривают потенциал ее применения для те-
рапевтического вмешательства в геном человека.
Однако для этого необходимо снизить неадрес-
ное действие системы, в идеале ‒ до такого значе-
ния, которое не превышало бы нормальный уро-
вень мутаций ДНК в клетках человека (~10−10 му-
таций на пару нуклеотидов на одно клеточное
деление) [1‒3].

Белок Cas9 (в дальнейшем, если нет дополни-
тельных уточнений, рассматривается Cas9 из
Streptococcus pyogenes, SpCas9) состоит из несколь-
ких доменов и обладает РНК-зависимой ДНК-
эндонуклеазной активностью, локализованной в
двух из них: HNH-домене (домен, содержащий
высококонсервативные остатки His–Asn–His),
который расщепляет цепь ДНК, комплементар-
ную направляющей РНК (адресуемая цепь), и

Сокращения: CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats/CRISPR-ASsociated protein 9) –
сгруппированные короткие палиндромные повторы, раз-
деленные регулярными промежутками/CRISPR-ассоции-
рованный белок-9; crРНК – CRISPR-РНК; e-sgРНК (ан-
гл. enhanced) – улучшенные sgРНК; gРНК – направляю-
щая РНК; HDR (Homology-Directed Recombination) –
гомологичная рекомбинация; HNH-домен – домен, со-
держащий высококонсервативные остатки His–Asn–His;
iCas9 – индуцируемый белок Cas9; NHEJ (Non-Homolo-
gous End Joining) – воссоединение негомологичных кон-
цов; PAM (Protospacer-Adjacent Motif) – мотив, соседний с
протоспейсером; REC2, REC3 (RECognition domain) –
узнающие домены 2 и 3; RNP (RiboNucleoProtein) – рибо-
нуклеопротеиновый комплекс; sgРНК – единая направля-
ющая РНК; tracrРНК – трансактивирующая CRISPR-РНК;
TAL (Transcription Activator-Like) – подобные активаторам
транскрипции.

УДК 577.151.4

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ:
ОТ РЕПАРАЦИИ ДНК ДО МЕТАБОЛОМИКИ
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RuvC-подобном домене, гидролизующем цепь
ДНК, совпадающую с последовательностью на-
правляющей РНК (неадресуемая цепь) [4, 5]. Для
расщепления ДНК необходимо наличие в ней
протоспейсера ‒ участка двухцепочечной ДНК
(дцДНК), одна из цепей которой образует ком-
плементарные связи с направляющей РНК, и
примыкающего непосредственно к протоспейсе-
ру мотива 5′-NGG-3′ (PAM, англ. Protospacer-Ad-
jacent Motif) (рис. 1а).

В природе действие Cas9 адресуется короткой
направляющей CRISPR-РНК (crРНК), а для ка-
талитической активности необходима трансакти-
вирующая CRISPR-РНК (tracrРНК). Для приме-
нения в геномном редактировании зачастую эти
две РНК интегрируют в единую направляющую
РНК (далее использованы аббревиатуры:
sgРНК для единой направляющей РНК и gРНК
для направляющей РНК вне зависимости от ее
природы). sgРНК содержит вариабельный уча-
сток узнавания целевой последовательности
(20 нуклеотидов для SpCas9) и минимально необ-
ходимый фрагмент tracrРНК. Рибонуклеопроте-
иновый комплекс (RNP, англ. RiboNucleoProtein)
Cas9 расщепляет обе цепи ДНК между третьим и
четвертым нуклеотидами с 5'-стороны от PAM
[4, 5]. Образовавшийся двухцепочечный разрыв
далее подвергается репарации клеточными систе-
мами гомологичной рекомбинации (HDR, англ.

Homology-Directed Recombination) или воссоеди-
нения негомологичных концов (NHEJ, англ.
Non-Homologous End Joining) [6, 7]. В первом
случае при наличии подходящего донора генети-
ческой информации редактирование приводит к
точной замене исходной последовательности на
донорную, а во втором обычно происходят не-
большие делеции или инсерции на месте разрыва
(рис. 2).

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
ОШИБОЧНОГО ДЕЙСТВИЯ БЕЛКА Cas9
Несмотря на кажущуюся простоту и специ-

фичность комплементарной адресации нуклеазы
Cas9 при помощи направляющих РНК, в первых
попытках редактирования клеток человека систе-
ма CRISPR/Cas9 оказалась недостаточно специ-
фичной, так как вносила в геном множественные
неадресные изменения [8‒11]. В работах по опре-
делению основных детерминант комплементар-
ной специфичности комплекса Cas9–РНК пока-
зано, что 6–8 пар оснований ДНК-мишени, бли-
жайших к PAM, как правило, должны точно
соответствовать последовательности gРНК, од-
нако в условиях избытка фермента это требова-
ние становится менее жестким [12, 13]. Исчерпы-
вающий анализ последствий наличия однонук-
леотидных несоответствий (мисматчей) между

Рис. 1. Схема организации фермент-субстратных комплексов РНК-адресуемых нуклеаз Cas9 (а) и Cas12a (б).
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Рис. 2. Пути репарации двухцепочечного разрыва в клетках с образованием точной замены (гомологичная рекомби-
нация) или инсерции/делеции (воссоединение негомологичных концов). Донор генетического материала для гомо-
логичной рекомбинации обозначен серым цветом.
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несколькими sgРНК и ДНК-мишенью в клеточ-
ных линиях HEK293 и K562 подтвердил, что нук-
леаза Cas9 менее чувствительна к мисматчам в
дальней от PAM области по сравнению с располо-
женными вблизи PAM [9, 10]. Чувствительность к
единичным заменам максимальна в пределах 8–
14 нуклеотидов, ближайших к РАМ. Эта область,
определяющая специфичность узнавания, полу-
чила название “затравочной последовательно-
сти” (seed sequence). Впоследствии методами од-
номолекулярной микроскопии удалось устано-
вить, что при узнавании ДНК-мишени в
затравочной последовательности быстро образу-
ется гетеродуплекс, и, если он стабилен, компле-
ментарные связи РНК–ДНК распространяются
далее по всему узнаваемому участку [14]. Однако
оказалось, что мисматчи разных типов влияют на
специфичность системы в разной степени. При
детальном анализе 11 дополнительных локусов
генома обнаружили многочисленные исключе-
ния из принципа полной комплементарности за-
травочной последовательности: толерантность к
мисматчам варьировала в зависимости от кон-
кретной пары оснований, при этом мисматчи
rC:dC сильнее всего снижали нуклеазную актив-
ность Cas9 [10].

Последствия множественных мисматчей меж-
ду gРНК и ДНК-мишенью также исследовали как
в отношении числа мисматчей в последователь-
ности, так и их взаимного расположения [9]. Вы-
яснилось, что ключевым фактором для потери ак-
тивности Cas9 служит число мисматчей, но также
важно их непосредственное соседство и близость
к РАМ. Два, а тем более три мисматча, особенно в
прилежащей к PAM области, значительно снижа-
ют активность Cas9 независимо от их взаимного
расположения, но при удалении от PAM наиболь-
шее влияние оказывают соседние друг с другом
мисматчи. Однако в редких случаях фермент Cas9
способен продуктивно узнавать последователь-
ности, содержащие до 7 мисматчей [15].

На основании недавно определенных структур
Cas9 в комплексе с ДНК и РНК, отражающих раз-
ные стадии узнавания субстрата, стало возмож-

ным установить структурные особенности дина-
мического процесса узнавания при точном и не-
точном соответствии gРНК и ДНК-мишени [16, 17]
(рис. 3). Связываясь с дцДНК, комплекс Cas9–
sgРНК изгибает ее примерно на 50°, что приводит
к выворачиванию из дуплекса трех оснований,
непосредственно прилегающих к PAM. Образова-
ния гетеродуплекса в этом участке оказывается до-
статочным для дальнейшего раскрытия дцДНК.
При наличии 3-нуклеотидного мисматча в цен-
тральной части ДНК-мишени гетеродуплекс обра-
зуется полностью, но такого изгиба не происходит,
что не позволяет HNH-домену занять положение,
необходимое для катализа. Однако ДНК, содержа-
щая 3-нуклеотидный мисматч в удаленных от PAM
участках, способна изгибаться и тем самым инду-
цировать каталитически компетентную конфор-
мацию Cas9. Это обусловлено наличием в гетеро-
дуплексе позиций, не образующих связей с белком
в промежуточных конформациях, предшествую-
щих образованию каталитически компетентного
фермент-субстратного комплекса.

Кроме мисматчей потенциальным источни-
ком неадресного узнавания служит возможность
комплементарных взаимодействий с образовани-
ем небольших петель. При исчерпывающем ана-
лизе влияния инсерций и делеций в sgРНК на
нуклеазную активность Cas9 оказалось, что си-
стема толерантна к ДНК-выпетливаниям разме-
ром в 1 нуклеотид и к РНК-выпетливаниям до
4 нуклеотидов длиной, причем степень толерант-
ности зависит от положения лишних нуклеоти-
дов относительно РАМ [18].

Анализ влияния нуклеотидных замен в РАМ
выявил, что при замене последовательности
NGG на NAG или NGA сохраняется до 20% нук-
леазной активности Cas9 [10, 19], а для PAM NGT
активность составляет около 10% [20]. Способ-
ность Cas9 расщеплять мишени вблизи некано-
нических PAM впоследствии была подтверждена
данными по полногеномному секвенированию
после трансфекции клеток человека библиотека-
ми sgРНК [21]. Как известно, метилирование
ДНК не влияет на активность Cas9, поэтому спо-

Рис. 3. Схема многоэтапного узнавания субстрата рибонуклеопротеином Cas9. ДНК обозначена черными линиями,
РНК ‒ серой. (1) ‒ узнавание PAM и образование первичного комплекса; (2) ‒ конформационное изменение фер-
мента и изгибание ДНК вблизи от PAM, облегчающее раскрытие дуплекса; (3) ‒ образование гетеродуплекса в затра-
вочной области, при наличии в затравочной области мисматча этот шаг не реализуется; (4) ‒ образование полного ге-
теродуплекса с ДНК-мишенью; (5) ‒ изгибание гетеродуплекса с образованием дополнительных связей с белком,
приводящих активные центры доменов HNH и RuvC (обозначены треугольниками) в контакт с расщепляемыми фос-
фодиэфирными связями, при наличии мисматча в дальней от PAM области этот шаг не реализуется.

1 2 3 4 5
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собность фермента узнавать неканонические
PAM ведет к тому, что потенциально адресуемые
участки в среднем встречаются 1 раз на 4 п.н. ге-
нома человека [10].

Наблюдаемый уровень неадресных изменений
генома вполне приемлем для исследований поте-
ри функции генов на эукариотических клеточных
линиях [22‒25]. В этих случаях клетки обычно
трансфицируют конструкциями на основе вирус-
ных векторов, экспрессирующих Cas9 и sgРНК на
низком уровне ‒ вплоть до 1 конструкции на
клетку. В одном из широкомасштабных анализов
Cas9-опосредованных нокаутов генов в клетках
млекопитающих [22] уровень расщепления в ло-
кусе-мишени составил 97%, а в 13 потенциальных
неадресных участках, отличающихся от мишени
не более чем на 3 п.н., ‒ менее 2.5%. Единствен-
ный сайт с высоким уровнем неадресного рас-
щепления был полностью комплементарен
sgРНК по 8 п.н., прилегающим к РАМ. Подобные
сайты встречаются с частотой ~2 на геном челове-
ка и почти всегда находятся в некодирующей
ДНК [22].

ПОДБОР САЙТОВ-МИШЕНЕЙ in silico
ДЛЯ ПОВЫШЕНИЯ ТОЧНОСТИ 

РЕДАКТИРОВАНИЯ
Одним из первых шагов для повышения точ-

ности геномного редактирования стало создание
компьютерных алгоритмов для выбора последо-
вательности gРНК, поскольку вероятность неад-
ресных изменений можно с некоторой точностью
предсказать, исходя из экспериментально уста-
новленного влияния мисматчей на активность
системы CRISPR/Cas9. В целом, gРНК должны
направлять белок Cas9 к такой мишени, последо-
вательность которой имеет минимальное сход-
ство с другими участками генома, а похожие на
нее участки либо не находятся рядом с PAM, либо
отличаются от адресной последовательности в
ближней к PAM части. Применение алгоритмов
первого поколения сразу же позволило повысить
специфичность редактирования на 50% [10]. Бо-
лее современные алгоритмы учитывают энергию
образования гетеродуплексов ДНК/РНК [26].
К настоящему времени создано несколько десят-
ков программ для предсказания наиболее выгод-
ных последовательностей-мишеней [27, 28].

Новое поколение подходов к селекции мише-
ней стало возможно после разработки эффектив-
ных и быстрых методов детекции неадресных му-
таций во всем геноме. В первых исследованиях
применялось глубокое полногеномное секвени-
рование, позволяющее в том числе отличать ин-
дивидуальные вариации генома от неадресных
мутаций. Специально адаптированный для выяв-
ления сайтов неадресного редактирования метод
Digenome-Seq основан на полногеномном секве-

нировании исходной и отредактированной ДНК
после ее расщепления Cas9 с нужной gРНК [29].
Однако разработаны и многочисленные менее за-
тратные методы, комбинирующие захват, фикса-
цию, амплификацию и секвенирование именно
измененных участков генома: BLESS [30], NTGTS
[31], GUIDE-Seq [15], SITE-Seq [32], CircleSeq [33],
CHANGE-seq [34] и другие. Большие наборы
данных, получаемые из таких экспериментов,
позволили использовать методы машинного обуче-
ния для предсказания неадресных модификаций и
оптимизации подбора сайтов-мишеней [34‒36].
Накопленные экспериментальные данные для раз-
личных видов живых организмов: человека, мы-
ши, Danio rerio, Drosophila melanogaster, Arabidopsis
thaliana и многих других ‒ позволяют учитывать
видоспецифичные паттерны неадресных измене-
ний для дальнейшего повышения точности ге-
номного редактирования [37‒41].

Аналогичным образом в алгоритмах второго
поколения были использованы данные по имму-
нопреципитации каталитически неактивного
Cas9 (D10A H840A; dCas9) c последующим высо-
копараллельным секвенированием связанных
фрагментов геномной ДНК [11, 42‒44]. Хотя спе-
цифичность связывания dCas9 не вполне точно
отражает специфичность расщепления активным
ферментом, такие алгоритмы успешно использу-
ют в дизайне последовательностей gРНК для ре-
гуляции транскрипции, эпигенетической моди-
фикации, редактирования оснований и прайм-
редактирования, где направляющий модуль
представляет собой каталитически неактивную
форму Cas9 [45‒49]. В новых вариантах алгорит-
мов машинного обучения для редактирования ос-
нований используют непосредственно данные по
адресным и неадресным мутациям из полноге-
номного секвенирования [50].

ВАРИАНТЫ Cas9 
С ПОВЫШЕННОЙ ТОЧНОСТЬЮ

В свете описанных проблем со специфично-
стью внесения двухцепочечных разрывов нукле-
азой Cas9 практически сразу начались попытки
модификации фермента для повышения точно-
сти системы. Первая использованная стратегия
связана с применением Cas9-никаз и по сути ана-
логична популярной схеме применения химер-
ных белков, сочетающих домены узнавания на
основе цинковых пальцев или TAL-эффекторов
(англ. Transcription Activator-Like; подобные акти-
ваторам транскрипции) и димеризующийся эн-
донуклеазный домен рестриктазы FokI [51]. Заме-
ны D10A в домене RuvC или Н840А в домене
HNH превращают Cas9 в никазы, которые вносят
в ДНК только одноцепочечные разрывы. При ис-
пользовании Cas9-никаз с двумя правильно по-
добранными gРНК можно получать два близко
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расположенных одноцепочечных разрыва, кото-
рые вместе дадут двухцепочечный; при этом спе-
цифичность его образования будет значительно
повышена из-за необходимости одновременного
узнавания двух последовательностей. Увеличе-
ние специфичности в случае применения парных
комплексов Cas9 D10A‒gРНК составляет около
2 порядков для клеточной линии HEK-293FT [52],
а в ряде исследований находится ниже уровня де-
текции [13, 53, 54]. На практике этот подход был
использован, в частности, для получения особей
крупного рогатого скота с точечной заменой в ге-
не NRAMP1, придающей врожденный иммунитет
к туберкулезу [55]. Известны также попытки ис-
пользовать химерную конструкцию dCas9–FokI
[56‒58]. В клетках HEK293 специфичность тако-
го белка была в 140 раз выше, чем Cas9, и в 1.3–8.8
превосходила пару Cas9-никаз.

Установление пространственной структуры
эндонуклеазы Cas9 и ее комплексов с ДНК и
РНК, в том числе разных конформеров, образуе-
мых в ходе узнавания мишени [16, 17, 59‒68], поз-
волило применить для повышения специфично-
сти фермента методы рационального дизайна
(табл. 1). При сканирующем аланиновом мутаге-
незе ДНК-связывающего канала Cas9 было полу-
чено 11 вариантов с улучшенной специфично-
стью, которая, по всей видимости, объясняется
уменьшением вклада ДНК-белковых контактов в
стабилизацию комплекса Cas9–gРНК–ДНК и
соответствующим увеличением вклада компле-
ментарных взаимодействий ДНК–РНК [69].
Скрининг комбинаторной библиотеки этих за-
мен позволил идентифицировать варианты с со-
хранившейся активностью и повышенной специ-
фичностью: eSpCas(1.0) (K810A K1003A R1060A) и

Таблица 1. Генно-инженерные варианты Cas9 из Streptococcus pyogenes с повышенной специфичностью

Название Принцип создания Замены по сравнению
с SpCas9 дикого типа Ссылка

eSpCas(1.0) Рациональный дизайн: дестабилизация электроста-
тических контактов ДНК с белком

K810A K1003A R1060A [69]

eSpCas(1.1) Рациональный дизайн: дестабилизация электроста-
тических контактов ДНК с белком

K848A K1003A R1060A [69]

SpCas9-HF1 Рациональный дизайн: дестабилизация водородных 
связей ДНК с белком

N497A R661A Q695A Q926A [70]

HypaCas9 Рациональный дизайн: облегчение конформацион-
ной коррекции в ходе узнавания субстрата

N692A M694A Q695A H698A [71]

SuperFi-Cas9 Рациональный дизайн: дестабилизация комплекса 
белка с гетеродуплексом, содержащим мисматчи

Y1010D Y1013D Y1016D 
V1018D R1019D Q1027D 
K1031D

[16]

evoCas9 Направленная эволюция: селекция на адресную 
инактивацию токсичного гена и отсутствие неадрес-
ной инактивации геномного локуса в дрожжах

M495V Y515N K526E R661Q [72]

Sniper-Cas9 Направленная эволюция: селекция на адресную 
инактивацию токсичного гена и отсутствие неадрес-
ной инактивации геномного локуса в Escherichia coli

F539S M763I K890N [73]

HiFi Cas9 Направленная эволюция: селекция на адресную 
инактивацию токсичного гена и отсутствие неадрес-
ной инактивации геномного локуса в E. coli

R691A [74]

xCas9-3.6 Рациональный дизайн: расширение спектра узнавае-
мых PAM, увеличение специфичности как побочный 
эффект

E108G S217A A262T S409I 
E480K E543D M694I E1219V

[20]

xCas9-3.7 Рациональный дизайн: расширение спектра узнавае-
мых PAM, увеличение специфичности как побочный 
эффект

A262T R324L S409I E480K 
E543D M694I E1219V

[20]
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eSpCas(1.1) (K848A K1003A R1060A). Они не вно-
сили нецелевых изменений в 22 из 24 предсказан-
ных наиболее вероятных неадресных сайтов и бы-
ли чувствительны к единственному мисматчу в
gРНК за пределами затравочной последователь-
ности [69].

Аналогичный подход был использован для по-
вышения специфичности Cas9 за счет дестабили-
зации водородных связей между белком и ДНК.
В структуре комплекса есть 4 водородных связи
между фосфатами ДНК-мишени и остатками
Asn497, Arg661, Gln695 и Gln926. Скрининг биб-
лиотеки, содержащей варианты с заменой четы-
рех этих остатков на Ala во всех возможных ком-
бинациях, привел к обнаружению высокоспеци-
фичных вариантов: R661A Q695A Q926A и N497A
R661A Q695A Q926A (SpCas9-HF1) [70]. Частоты
нецелевых мутаций, индуцированных SpCas9-
HF1, в 34 из 36 предсказанных неадресных сай-
тов были статистически неотличимы от фоново-
го уровня.

Первоначально предполагали, что замена
остатков, находящихся на ДНК-белковом интер-
фейсе, приводит в целом к снижению аффинно-
сти связывания Cas9 с ДНК. Однако более деталь-
ные исследования с использованием динамическо-
го ферстеровского резонансного переноса энергии
не подтвердили эту гипотезу [71]. Оказалось, что
повышение специфичности связано с механиз-
мом “конформационной коррекции” (conforma-
tional proofreading) в ходе последовательных из-
менений пространственной ориентации доменов
REC3 (англ. RECognition domain 3; узнающий до-
мен-3), REC2 и HNH при связывании фермента с
субстратом (рис. 3). Домен REC3 действует как
аллостерический эффектор, который узнает гете-
родуплекс РНК/ДНК, чтобы обеспечить актива-
цию нуклеазного домена HNH, а домен REC2
препятствует доступу каталитических остатков к
гидролизуемым фосфодиэфирным связям при
наличии мисматчей [16, 71]. На основе этих экс-
периментов был сконструирован вариант
HypaCas9 (N692A M694A Q695A H698A) с мута-
циями в домене REC3, более специфичный по
сравнению даже с eSpCas(1.1) и SpCas9-HF1 при
схожей эффективности [71]. Другой вариант, Su-
perFi-Cas9 (Y1010D Y1013D Y1016D V1018D
R1019D Q1027D K1031D), в котором все амино-
кислотные остатки, стабилизирующие комплекс
с мисматчем, заменены на Asp, показал 500-крат-
ное повышение специфичности in vitro [16], но
действие его в клетках пока не исследовано.

Помимо рационального дизайна, неоднократ-
но делались попытки получения улучшенных ва-
риантов белка Cas9 методами направленной эво-
люции (табл. 1). Для этого создано несколько си-
стем селекции in vivo с одновременным отбором
на адресную инактивацию токсичного гена и от-

сутствие неадресной инактивации геномного ло-
куса. Одна из первых таких успешных систем на
основе клеток дрожжей позволяет одновременно
оценивать как адресную, так и неадресную актив-
ность Cas9 [72]. Скрининг библиотеки вариантов
Cas9 со случайными мутациями в домене REC3
выявил варианты, повышающие точность редак-
тирования при сохранении его эффективности.
По своей точности наилучший из них фермент ‒
evoCas9 (M495V Y515N K526E R661Q) ‒ превы-
шает как белок дикого типа, так и рационально
сконструированные варианты Cas9 (в среднем
4-кратное улучшение по сравнению с eSpCas и
SpCas9-HF1), сохраняя при этом адресную ак-
тивность, близкую к белку дикого типа [72].
В другой системе, основанной на селекции в
клетках Escherichia coli, был получен вариант
Sniper-Cas9 (F539S M763I K890N), который пока-
зал высокую специфичность без уменьшения це-
левой активности в клетках человека [73]. По
сравнению с eSpCas9(1.1), SpCas9-HF1, evoCas9 и
HypaCas9 фермент Sniper-Cas9 проявлял самую
высокую специфичность в 10 из 12 сайтов клеток
HEK-293T и HeLa. Похожий метод селекции в
E. coli позволил получить вариант HiFi Cas9
(R691A), который по сравнению с другими улуч-
шенными вариантами показывал наивысшую ак-
тивность в первичных гемопоэтических клетках
человека при использовании в виде предсфор-
мированных RNP [74]. Повышенная точность
SpCas9-HF1, HypaCas9 и HiFi Cas9 в клетках мо-
жет быть обусловлена тем, что у этих эндонуклеаз
резко снижена способность образовывать двухце-
почечный разрыв, отчего они частично действуют
как никазы [75].

В отличие от протоспейсера, узнавание PAM
основано не на принципе комплементарности, а
исключительно на взаимодействии обоих основа-
ний G в последовательности NGG ДНК с амино-
кислотными остатками белка [59]. Попытки мо-
дифицировать узнавание PAM белком Cas9 в ос-
новном были направлены на расширение набора
PAM-последовательностей, а не на повышение
точности узнавания PAM. Любопытно, что неко-
торые полученные методом направленной эво-
люции варианты со множественными аминокис-
лотными заменами (xCas9), узнающие PAM NG,
NNG, GAA, GAT и CAA (xCas9-3.6 E108G S217A
A262T S409I E480K E543D M694I E1219V и xCas9-3.7
A262T R324L S409I E480K E543D M694I E1219V),
дополнительно проявляли и в 10–100 раз более
высокую специфичность к мишени в клеточных
линиях HEK-293T и U2OS [20].

ТОЧНОСТЬ НУКЛЕАЗ Cas 
ИЗ ДРУГИХ ВИДОВ БАКТЕРИЙ

Помимо SpCas9, достаточно детально иссле-
дованы некоторые РНК-адресуемые CRISPR-ас-
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социированные эндонуклеазы из других микро-
организмов, принадлежащих к различным ти-
пам системы CRISPR. В числе этих ферментов
удалось обнаружить нуклеазы с высокой специ-
фичностью и с расширенным спектром РАМ.
В пределах системы CRISPR типа II интерес для
практического геномного редактирования пред-
ставляют ферменты из Staphylococcus aureus
(SaCas9), Francisella novicida (FnCas9) и Neisseria
meningitidis (NmCas9). SaCas9 привлекает не-
большим размером (примерно на 25% короче,
чем SpCas9) и повышенным в сравнении с SpCas9
числом оборотов в каталитической реакции
[76, 77]. Специфичность действия SaCas9 в клет-
ках человека зависит от длины gРНК: она не-
сколько ниже, чем у SpCas9, с оптимальной для
активности gРНК (21–23 н.), но при укорочении
gРНК до 20 н. значительно повышается из-за сни-
жения толерантности к мисматчам [76, 78‒80].
Методами рационального дизайна были получены
варианты SaCas9 с повышенной точностью, ана-
логичные SpCas9-HF1 [81]. Активность FnCas9 со-
ставляет ~70% активности SpCas9, а специфич-
ность в несколько раз выше [82, 83]. Однако по
неясным до конца причинам фермент FnCas9
весьма чувствителен к структуре хроматина и не-
активен по многим локусам в геноме человека [82].
Несколько меньшая активность и заметно более
высокая точность по сравнению с SpCas9 харак-
терна и для NmCas9 [84, 85].

Большой интерес вызывают также белки
Cas12a (Cpf1) ‒ представители CRISPR-систем
типа V (рис. 1б). В отличие от Cas9, они содержат
только RuvC-подобный домен и для проявления
эндонуклеазной активности требуют только до-
статочно короткой crРНК (~42 н.), причем длина
протоспейсера составляет 23‒24 н. [86]. PAM на-
ходится с 5'-стороны от протоспейсера и имеет
последовательность (Т)2–3N, а гидролиз дцДНК
происходит по фосфодиэфирным связям между
нуклеотидами 23–24 адресуемой цепи (считая от
PAM) и 18–19 неадресуемой цепи, образуя лип-
кие концы. Многие ферменты Cas12a неактивны
при синтезе в клетках млекопитающих, хотя
представители этого класса из Acidaminococcus sp.
(AsCas12a) и Lachnospiraceae (LbCas12a) проявля-
ют нуклеазную активность [86]. В клеточных ли-
ниях U2OS и HEK293 эффективность AsCas12a и
LbCas12a была сравнима с таковой для Cas9, при
этом 17 из 20 crРНК в сочетании с AsCas12a и 12 из
20 в случае LbCas12a не индуцировали неадрес-
ных мутаций [87, 88]. Специфичность к РАМ у
AsCas12a выше, чем у LbCas12a. Систематиче-
ский анализ мисматчей gРНК выявил, что систе-
ма частично толерантна к единичным несоответ-
ствиям последовательности ДНК-мишени, но
уже два мисматча практически полностью подав-
ляют ее активность [87].

ВЛИЯНИЕ СТРУКТУРЫ НАПРАВЛЯЮЩЕЙ 
РНК НА ТОЧНОСТЬ РЕДАКТИРОВАНИЯ

Дизайн РНК-компонента системы CRISPR/
Cas9 также вносит заметный вклад в точность ге-
номного редактирования. Так, специфичность
редактирования значительно увеличивается при
присоединении двух G на 5′-конец sgРНК (GG-
X20): в клетках миелоидного лейкоза K562 sgРНК
стандартного дизайна проявляла неадресную ак-
тивность по всем 7 тестируемым сайтам, а sgРНК
GG-X20 ‒ только по одному [13]. Сходное дей-
ствие оказывает добавление структурированных
участков, например G-квадруплексов, на 3′-ко-
нец sgРНК [89]. Укорочение sgРНК на 1–3 нук-
леотида повышает специфичность, увеличивая
чувствительность к мисматчам, и при этом незна-
чительно снижает активность Cas9 [12, 90]. Для
эффективного функционирования комплекса
Cas9–sgРНК в клетках человека длина адресую-
щей части РНК должна составлять минимум 17 н.:
при этой длине ни активность системы, измерен-
ная в процентах измененных клеток, ни соотно-
шение HDR : NHEJ не отличаются от таковых для
полноразмерной sgРНК (20 н.) [90]. В целом, уко-
роченные sgРНК могут увеличивать специфич-
ность системы более чем на три порядка в клетках
человека [15, 90, 91] и дрожжей [92]. Интересно,
что в системе in vitro из нескольких олигонуклео-
тидных библиотек sgРНК и ДНК-мишеней уко-
роченные sgРНК (17–18 н.) и полноразмерная
sgРНК (20 н.) обладают сходными профилями
специфичности к мишеням [92]. Таким образом,
структура хроматина, вероятно, также играет
роль в точности редактирования. При использо-
вании комбинации tracrРНК и синтетической
crРНК вместо sgРНК наблюдаемый уровень не-
адресных изменений в клеточных линиях K562 и
HeLa был низким [13].

Введение химических модификаций в РНК
(рис. 4) также может влиять на активность и спе-
цифичности системы CRISPR/Cas9. Первые ра-
боты в этом направлении имели своей целью по-
высить устойчивость gРНК к внутриклеточным
нуклеазам. Например, редактирование линии
клеток K562 с использованием sgРНК, в которой
три 5'-концевых и три 3'-концевых позиции нес-
ли нуклеотиды, содержащие 2'-O-метил-3'-тио-
фосфат или 2'-O-метил-3'-тиофосфоноацетат,
происходило значительно эффективнее, чем с
немодифицированной sgРНК, хотя неадресная
активность CRISPR-системы была немного вы-
ше [93]. Специфичность при этом возрастала в
несколько раз, если Cas9 вводили в клетки не в
виде экспрессионной плазмиды, а как рекомби-
нантный фермент в комплексе с sgРНК. Анало-
гичную стратегию использовали для системы
crРНК/tracrРНК, в которой комбинированная
модификация crРНК по ряду критических пози-



276

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

КУЛИШОВА и др.

ций остатками 2'-фтор-, 2'-O-метил- и закрытых
(2'–4'-мостиковых) нуклеотидов позволила в не-
сколько раз увеличить и активность, и специфич-
ность редактирования в клетках HEK-293T [94].
Внедрение мостиковых нуклеиновых кислот в
структуру gРНК снижает неадресную активность
за счет ускорения динамических переходов между
открытой и закрытой конформациями гетеродуп-
лексов с мисматчами [95].

Много внимания было уделено редактирова-
нию при помощи гибридных направляющих нук-
леиновых кислот, в которых сочетались остатки
рибо- и дезоксирибонуклеотидов, что также поз-
воляло повысить специфичность узнавания ми-
шеней за счет меньшей энергии взаимодействия в
парах dNMP:dNMP по сравнению с rNMP:dNMP
[96‒98]. Одновременное использование несколь-
ких типов модификаций в разных позициях, как
правило, позволяет повысить эффективность ре-
дактирования за счет синергичных эффектов [98].
Разработка системы скрининга активных хими-
чески модифицированных crРНК и tracrРНК в
совокупности с рациональным дизайном сайтов
модификации с сохранением контактирующих с
белком 2′-OH-групп в структуре комплекса Cas9–
РНК–ДНК привела к созданию высокомодифи-
цированных “улучшенных” (enhanced) sgРНК
(e-sgРНК), в которых более половины всех рибо-

нуклеотидов заменены на 2'-фтор, 2'-O-метил-
или тиофосфатные производные [99, 100]. Такие
e-sgРНК были успешно применены для редакти-
рования гена Pcsk9 у мышей [99].

ВЛИЯНИЕ СИСТЕМ ДОСТАВКИ НА 
ТОЧНОСТЬ РЕДАКТИРОВАНИЯ

Для нокаута генов в эукариотическом геноме
методом CRISPR/Cas9 в клетку необходимо до-
ставить два компонента системы: Cas9 и sgРНК
(либо Cas9, crРНК и tracrРНК). Для точной заме-
ны путем HDR дополнительно необходим донор
для рекомбинации. Доставка компонентов воз-
можна в виде кодирующей ДНК, РНК (мРНК
Cas9 и sgРНК) либо рекомбинантного белка и
РНК, синтезированной химическим или фермен-
тативным способом.

В первых работах по редактированию генома
клеток человека упор был сделан на кодирующие
ДНК-конструкции, поскольку гомогенность син-
тетической РНК была недостаточной. Стандарт-
ные методы трансфекции до сих пор работают
вполне удовлетворительно для решения многих
исследовательских задач, однако для потенциаль-
ных терапевтических приложений и скрининга
РНК-библиотек разработаны специализирован-
ные векторы на основе лентивирусов, аденовиру-

Рис. 4. Некоторые модификации, вносимые в структуру gРНК. а ‒ 2'-O-метилрибонуклеотиды; б ‒ 2'-O-метилрибо-
нуклеотиды с 3'-тиофосфатной связью; в ‒ 2'-O-метилрибонуклеотиды с 3'-тиофосфонацетатной связью; г ‒ 2'-фтор-
нуклеотиды; д ‒ 2'-4'-мостиковые нуклеотиды; е ‒ 2'-дезоксирибонуклеотиды.
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сов и аденоассоциированных вирусов [101, 102].
Вне зависимости от способа трансфекции достав-
ка внутрь клетки плазмид, кодирующих Cas9 и
РНК, зачастую ведет к полной или частичной ин-
теграции плазмидной ДНК в геном хозяина по
целевому или нецелевым сайтам [103, 104]. Кроме
того, продукция элементов системы с плазмид-
ной матрицы поддерживается в течение несколь-
ких суток, что повышает вероятность внесения в
геном неадресных изменений [103]. Вследствие
этого внутриклеточная доставка векторов, коди-
рующих элементы системы CRISPR/Cas9, на се-
годня считается неприемлемой для терапевтиче-
ского использования, а организмы, созданные с
ее помощью, законодательством большинства
стран рассматриваются как генетически модифи-
цированные.

Усовершенствование методов синтеза РНК
позволило непосредственно доставлять в клетку
мРНК Cas9 и нужную sgРНК [103, 105]. Точность
редактирования при таком способе доставки как
минимум не уступает точности при доставке ко-
дирующих конструкций [106, 107]. Замечено, что
при этом совместная доставка мРНК Cas9 и не-
модифицированной sgРНК дает невысокую ча-
стоту событий редактирования, но химические
модификации sgРНК позволяют в несколько раз
увеличить как эффективность, так и специфич-
ность [93].

Доставка в клетку готового RNP, сформиро-
ванного из рекомбинантного белка Cas9 и нуж-
ной sgРНК, стала очень популярна из-за хороших
показателей эффективности и специфичности
редактирования. Так, электропорация или липо-
фекция комплекса RNP в клетки человека позво-
ляет повысить специфичность редактирования
примерно на порядок по сравнению с трансфек-
цией экспрессирующими плазмидами [103, 105,
108]. Высокая специфичность, по всей вероятно-
сти, связана с тем, что время существования RNP
в клетке составляет часы, в то время как экспрес-
сия плазмидных генов может продолжаться не-
сколько суток. Из менее стандартных подходов
можно упомянуть метод доставки RNP в виде
конъюгата с интернализуемыми пептидами раз-
нообразной структуры, способными проникать в
клетку по разным зависимым и независимым от
эндоцитоза механизмам [109]. При конъюгации
таких пептидов с Cas9 через тиоэфирную связь
обработка клеток RNP позволяла достичь эффек-
тивности редактирования 3‒16% для разных кле-
точных линий, а специфичность по сравнению с
плазмидным контролем повышалась в 2.2–4.1 ра-
за [110]. Наконец, весьма многообещающей ока-
залась доставка с помощью золотых наночастиц,
конъюгированных с ДНК и покрытых катионным
полимером поли-{N-[N-(2-аминоэтил)-2-амино-
этил]аспартамидом}, способствующим интерна-
лизации [111]. Эффективность HDR на панели

трансформированных и первичных клеток чело-
века и мыши составила 3–6%, а in vivo на мыши-
ной модели миодистрофии Дюшенна при внут-
римышечном введении удалось достичь эффек-
тивности редактирования ~5.4% для гена в
мышечных клетках при неадресных событиях ре-
дактирования по 21 вероятному сайту в диапазоне
0.005–0.2% [111].

УСЛОВИЯ ВНУТРИКЛЕТОЧНОЙ 
ЭКСПРЕССИИ КОМПОНЕНТОВ

СИСТЕМЫ CRISPR/Cas9
Длительное присутствие компонентов системы

CRISPR/Cas9 внутри клеток и их высокая кон-
центрация способствуют неадресному редакти-
рованию. Одной из первых идей для достижения
оптимального соотношения между эффективно-
стью и специфичностью системы стало примене-
ние индуцируемых промоторов для экспрессии
Cas9 (iCas9) [112‒114]. Для строгой проверки спе-
цифичности одной из таких систем на панели че-
ловеческих клеток (293T, HeLa и SK-BR-3) было
исследовано редактирование системой iCas9 с
sgРНК (полностью комплементарных или с
мисматчем), нацеленными на гены KDM5C, EMX1
и VEGFA. По сравнению с нерегулируемой про-
дукцией индуцированная экспрессия Cas9 при-
водила к задержке редактирования не полностью
комплементарных мишеней на несколько десят-
ков часов, в то время как кинетика редактирова-
ния точных мишеней была сходна для обоих спо-
собов экспрессии, а процент неадресных измене-
ний для всех локусов снижался на порядок и
более [114]. В лабораторных исследованиях ока-
зался полезным подход со стабильной интеграци-
ей гена белка Cas9 в хромосому под контролем ин-
дуцируемого промотора, что далее позволяет про-
водить модификации с доставкой лишь sgРНК и,
при необходимости, донора для рекомбинации
[112, 115]. При реализации такой схемы в плюри-
потентных стволовых клетках человека уровень
модификации по неадресным сайтам был ниже
порога детекции [112].

Внутриклеточную активность Cas9 можно
контролировать и на посттрансляционном уров-
не, например, ограничивая время существования
активного фермента. Так, в системе split-Cas9
С- и N-концевой домены нуклеазы синтезируются
раздельно в виде химерных полипептидов с белком
FKBP и FRB-доменом белка mTOR, которые могут
димеризоваться в присутствии рапамицина [116].
Однако самопроизвольная димеризация Cas9 не
позволяет полностью свести на нет активность
такого комплекса, хотя удалось снизить неадрес-
ную модификацию до уровня 4–20% от Cas9 [116].
Использование в аналогичной системе N- и
C-концевого фрагментов Cas9, соединенных с
фотодимеризуемыми Magnet-доменами, полу-
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ченными из фоторецептора VVD Neurospora, поз-
волило снизить фоновый уровень событий редак-
тирования до недетектируемого [117]. В качестве
еще одного метода посттрансляционного контро-
ля в последовательность Cas9 включали 4-гид-
рокситамоксифензависимый интеин ‒ домен,
способный в определенных условиях катализиро-
вать собственное удаление из белка [118]. При ре-
дактировании локусов EMX, VEGFA и CLTA в
культуре клеток HEK293 в присутствии индукто-
ра эффективность была сравнима с таковой для
Сas9, а специфичность увеличена в 25 раз [118].

Ограничить активность Cas9 можно за счет
экспрессии вместе с двумя sgРНК: нацеленной на
заданный локус и направленной против самого
Cas9. Таким способом удалось значительно со-
кратить период активной экспрессии Cas9 и по-
высить специфичность редактирования в 4.0–
7.5 раз [119, 120]. Наконец, при введении замен пу-
тем HDR можно включить в состав донора генети-
ческого материала фенотипически нейтральную
замену, которая в случае удачной рекомбинации
ликвидирует PAM или изменяет затравочную по-
следовательность, гибридизующуюся с gРНК. Та-
кой подход позволил увеличить точность редак-
тирования локусов APP и PSEN1 в индуцирован-
ных плюрипотентных стволовых клетках и в
линии HEK293 в 2–10 раз [121, 122].

Наконец, в связи с сопряжением механизмов
репарации двухцепочечных разрывов с фазами
клеточного цикла рассматривают возможность
его синхронизации с редактированием. В каче-
стве основной системы доставки в этом случае
предпочтителен RNP, так как его действие начи-
нается сразу после введения в клетки. При транс-
фекции RNP синхронизация клеток HEK-293T,
первичных фибробластов человека и эмбрио-
нальных стволовых клеток человека нокодазолом
на границе фаз G2/M повышала частоту событий
HDR примерно в 3 раза, а уровень неадресных со-
бытий, определенных полногеномным секвени-
рованием, не превышал фонового [123]. При ре-
дактировании гетерозиготных мутаций в зиготе
человека введение RNP и ДНК-донора рекомби-
нации в S-фазе позволяло добиться преимуще-
ственного использования экзогенной ДНК, а не
хромосомной копии как матрицы для рекомби-
нации [124].

Таким образом, в настоящее время активно
исследуют несколько разных путей повышения
точности геномного редактирования, основанно-
го на комплементарной адресации, то есть в боль-
шинстве случаев ‒ на системе CRISPR/Cas9.
Позволит ли какой-то из этих путей или какая-
либо их комбинация достичь точности, приемле-
мой для терапевтического применения геномно-
го редактирования, ‒ вопрос, который зависит не
только от манипуляций с системами редактиро-

вания, но и от точности методов определения не-
целевых событий. Современные методы высоко-
производительного секвенирования позволяют
детектировать небольшие изменения в геноме
лучше, чем крупные перестройки, и дискуссии о
вероятности крупных перестроек как нецелевых
событий редактирования не утихают до сих пор
[125‒127]. Ситуация, возможно, изменится с мас-
совым внедрением нанопорного секвенирова-
ния, которое дает гораздо более длинные участки
прочтения. В любом случае приемлемая безопас-
ность технологии при применении in vivo может
быть достигнута только при уровне неадресных
изменений (причем для любой gРНК), сравни-
мом с фоновым уровнем соматического мутаге-
неза. Общепринятое значение точности реплика-
ции в нераковых клетках человека в культуре со-
ставляет ~10−10 мутаций на пару нуклеотидов на
одно клеточное деление [1], что достаточно хоро-
шо совпадает с недавно полученными оценками в
экспериментах по секвенированию единичных
клеток клональных линий из разных тканей
[128‒130]. Такая точность остается пока недости-
жимой даже для “сверхточных” вариантов Cas9.
Для терапевтических манипуляций ex vivo (на-
пример, при редактировании с последующей
аутотрансплантацией) точность действия систе-
мы редактирования может быть несколько ниже,
но это компенсируется необходимостью полно-
геномного секвенирования для поиска клонов,
содержащих только адресные мутации, и чем ни-
же точность системы, тем больше нужно попыток
секвенирования. В целом, повышение точности
останется в ближайшие годы одним из главных
направлений исследований в области геномного
редактирования.
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Mechanism of the CRISPR/Cas9 System Specificity
in Genome Editing
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The recently discovered CRISPR/Cas9 system based on the action of complementary targeted nucleases and
originally intended to protect bacteria from foreign genetic elements has become a convenient tool for manip-
ulating the genomes of living cells. The CRISPR/Cas9 genomic editing technology has moved beyond the
laboratory and is already finding application in biotechnology and agriculture. However, the use of this method
for editing human cells for medical purposes is limited by CRISPR/Cas9 system off-target activity, which can
lead to oncogenic mutations. Therefore, many studies aim to develop variants of the CRISPR/Cas9 system
with improved accuracy. The review highlights the mechanisms of precise and erroneous action of the
RNA-guided nuclease Cas9, natural and artificially created variants of RNA-targeted nucleases, possibilities
to modulate their specificity through guide RNA modifications, and other approaches to increase the accu-
racy of the CRISPR/Cas9 system in genome editing.

Keywords: genome editing, CRISPR/Cas9, Cas9 protein, enzyme specificity, protein engineering, muta-
tions, non-target effects
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Система эксцизионной репарации оснований (BER) направлена на исправление самой многочис-
ленной группы повреждений ДНК, а именно поврежденных оснований. Основные этапы BER
включают распознавание и удаление аберрантного основания, разрезание сахарофосфатного осто-
ва ДНК, процессинг бреши (включая встраивание dNMP) и лигирование ДНК. Точное функцио-
нирование BER зависит от регуляции каждой стадии процесса регуляторными/вспомогательными
белками, наиболее значимый из которых – поли(ADP-рибоза)полимераза 1 (PARP1). PARP1 играет
важную роль в репарации ДНК, сохранении целостности генома, а также в регуляции стабильности
и распада мРНК, поэтому PARP1 может влиять на BER как на уровне белков, участвующих в про-
цессе, так и на уровне экспрессии кодирующих их мРНК. Систематические данные о влиянии ко-
личества PARP1 на активность ключевых белков BER и уровни кодирующих их мРНК в клетках че-
ловека пока отсутствуют. В нашей работе с использованием цельноклеточных экстрактов и препа-
ратов РНК, полученных из родительской клеточной линии HEK293T и происходящей из нее линии
HEK293T/P1-KD со сниженной экспрессией PARP1 (shPARP1-экспрессирующие клетки, нокдаун
PARP1), оценены уровни мРНК, кодирующих белки BER: PARP1, PARP2, урацил-ДНК-гликозилазу
(UNG2), AP-эндонуклеазу 1 (APE1), ДНК-полимеразу β (POLβ), ДНК-лигазу III (LIG3) и XRCC1.
Параллельно оценена каталитическая активность этих ферментов. Не обнаружено значимого вли-
яния количества PARP1 на уровни мРНК UNG2, APE1, POLβ, LIG3 и XRCC1. В то же время, пока-
зано снижение количества мРНК PARP2 в клетках HEK293T/P1-KD в 2 раза. Активности указан-
ных ферментов в цельноклеточных экстрактах клеток HEK293T и HEK293T/P1-KD также не отли-
чались статистически значимо. В условиях синтеза поли(ADP-рибозы) эффективность протекания
реакций, катализируемых UNG2, AРE1, POLβ и LIG3, также не изменялась статистически значи-
мо. Кроме того, сниженное количество PARP1 в экстракте клеток HEK293T/P1-KD не приводило
к принципиальным изменениям в характере PARилирования ДНК по сравнению с экстрактом кле-
ток родительской линии HEK293T.

Ключевые слова: ферменты эксцизионной репарации оснований, поли(ADP-рибозо)полимераза 1,
мРНК, синтез поли(ADP-рибозы), поли(ADP-рибозил)ирование ДНК
DOI: 10.31857/S0026898423020106, EDN: EFCKOU

ВВЕДЕНИЕ

Система эксцизионной репарации оснований
(BER) направлена на исправление самой много-
численной группы повреждений ДНК – повре-

жденных азотистых оснований, но по этому пути
могут репарироваться и одноцепочечные разры-
вы или спонтанно возникшие апуриновые/апи-
римидиновые (АР) сайты [1–5]. BER проходит
следующие основные этапы: распознавание и

1 Эти авторы внесли равный вклад в выполнение работы.
Сокращения: АР-сайты – апуриновые/апиримидиновые сайты, АРЕ1 – апуриновая/апиримидиновая эндонуклеаза 1, BER –
эксцизионная репарация оснований, dRP – дезоксирибозофосфатный остаток, LIG3 – ДНК-лигаза III, PARP1, PARP2,
PARP3 – поли(ADP-рибозо)полимеразы 1, 2 или 3, PAR – поли(ADP-рибоза), PARилирование – поли(ADP-рибозил)иро-
вание, POLβ – ДНК-полимераза β, UNG – урацил-ДНК-гликозилаза, UDG – урацил-ДНК-гликозилаза E. coli, XRCC1 –
белок, входящий в группу комплементации 1, обуславливающую чувствительность клеток к рентгеновскому излучению.

УДК 577.29

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ:
ОТ РЕПАРАЦИИ ДНК ДО МЕТАБОЛОМИКИ
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удаление аберрантного основания, разрезание са-
харофосфатного остова, процессинг бреши
(включая встраивание dNMP) и лигирование
ДНК. BER может протекать по одному из двух пу-
тей: “короткозаплаточному” (SP-BER), при ко-
тором заменяется только 1 нуклеотид, или “длин-
нозаплаточному” (LP-BER), отвечающему за за-
мену 2–13 нуклеотидов [4, 5].

Короткозаплаточный (как и длиннозаплаточ-
ный) путь начинается с распознавания повре-
жденного азотистого основания подходящей
ДНК-гликозилазой. Эти ферменты гидролизуют
N-гликозидную связь между дезоксирибозой и
неправильным основанием. ДНК-гликозилазы,
распознающие урацил и алкилированные осно-
вания, являются монофункциональными фер-
ментами, т.е. они ограничиваются удалением ос-
нования, не затрагивая сахарофосфатный остов.
Затем апуриновая/апиримидиновая эндонукле-
аза 1 (APE1) расщепляет сахарофосфатный остов
с 5'-стороны от АР-сайта с образованием 3′-OH и
5'-dRP. Окисленные основания удаляются пре-
имущественно бифункциональными ДНК-гли-
козилазами, которые обладают дополнительной
лиазной активностью. Они могут не только вы-
щеплять основания, но также расщеплять сахаро-
фосфатный остов по механизму β- или β,δ-элими-
нирования. В первом случае получается разрыв,
фланкированный 5'-фосфатом и 3'-ненасыщен-
ным альдегидом, во втором – однонуклеотидная
брешь с 5'-фосфатом и 3'-фосфатом. Эти забло-
кированные 3'-концы нуждаются в процессинге
до синтеза ДНК. В случае β-элиминирования
роль APE1 сводится к удалению 3'-ненасыщенно-
го альдегида, а 3'-фосфат, образующийся в ре-
зультате β,δ-элиминирования, преимуществен-
но удаляется полинуклеотидкиназой. В случае
SP-BER ДНК-полимераза β (POLβ) встраивает
один dNMP и удаляет 5'-dRP-остаток. Затем раз-
рыв лигируется ДНК-лигазой III (LIG3) в ком-
плексе со своим кофакторным белком XRCC1
(белок, входящий в группу комплементации 1,
обуславливающую чувствительность клеток к
рентгеновскому излучению) [1–3]. LP-BER вклю-
чается, когда POLβ не может удалить 5'-dRP-груп-
пу. POLβ встраивает первый нуклеотид, затем
диссоциирует с ДНК, далее POLδ или POLε осу-
ществляют синтез с вытеснением участка цепи с
получением структуры типa “f lap” (ДНК-дуп-
лекс, в котором одна из цепей имеет свисающий
одноцепочечный участок). Затем флэп-эндо-
нуклеаза 1 (FEN1) удаляет этот одноцепочечный
участок и ДНК-лигаза I (LIG1) лигируeт разрыв
[1–5].

Точное функционирование BER зависит от
регуляции каждой стадии процесса регуляторны-
ми/вспомогательными белками, наиболее важ-
ным из которых является поли(ADP-рибоза)по-
лимераза 1 (PARP1) [6–8]. PARP1 принадлежит к

семейству белков, три члена которого, PARP1,
PARP2 и PARP3, связываясь с повреждением
ДНК катализируют реакцию АDP-рибозилирова-
ния, используя NAD+ в качестве субстрата [6–10].
PARP способны добавлять одиночные остатки
ADP-рибозы к мишеням или синтезировать на
них полимер ADP-рибозы. PARP используют в
качестве мишеней сами себя (автоPARилирова-
ние) или ряд белков или ДНК (PARилирование)
[6–10]. Показано, что PARP1 и PARP2 играют
важную роль в процессах репарации ДНК и со-
хранении целостности генома [6–10].

Взаимодействие PARP1 с ключевыми белками
и промежуточными продуктами ДНК на разных
стадиях BER интенсивно анализировали, исполь-
зуя различные методы [9–13]. В частности, выяв-
лено специфическое взаимодействие PARP1 и
PARP2 с ранним интермедиатом BER до образо-
вания разрыва, т.е. с AP-сайтом [13, 14]. Изучено
влияние PARилирования на активность POLβ и
других ферментов BER в SP- и LP-путях [12, 15, 16].

В последние годы обнаружено, что PARP1 явля-
ется фактором регуляции стабильности и распада
мРНК [17], поэтому PARP1 может влиять на BER
как на уровне белков, участвующих в процессе, так
и на уровне экспрессии кодирующих их мРНК.

Следует отметить, что способность PARP1
функционировать одновременно и как каталити-
ческий, и как акцепторный белок, привела к на-
коплению противоречивых данных о его функци-
ях. Роль PARP1 в регуляции BER изучали на раз-
личных экспериментальных моделях, включая
очищенные белки, клеточные экстракты, клетки
и организмы. Однако систематические исследо-
вания влияния различных количеств PARP1 на
активность ключевых белков BER и уровни коди-
рующих их мРНК в клетках человека пока не про-
ведены.

В нашем исследовании с использованием
цельноклеточных экстрактов и препаратов РНК,
полученных из родительской клеточной линии
HEK293T и происходящей из нее линии HEK-
293T/P1-KD со сниженной экспрессией PARP1
(shPARP1-экспрессирующие клетки, нокдаун
PARP1), оценены уровни мРНК, кодирующих белки
BER: PARP1, PARP2, урацил-ДНК-гликозилазу
(UNG2), AP-эндонуклеазу 1 (APE1), ДНК-поли-
меразу β (POLβ), ДНК-лигазу III (LIG3) и
XRCC1. В этих экспериментах параллельно опре-
деляли каталитическую активность этих фермен-
тов. Не обнаружено значимого влияния количе-
ства PARP1 на уровни мРНК урацил-ДНК-гли-
козилазы, AP-эндонуклеазы 1, ДНК-полимеразы
β, ДНК-лигазы III и XRCC1. В то же время оказа-
лось, что количество мРНК PARP2 в клетках
HEK293T/P1-KD снижено в 2 раза. Активности
указанных ферментов в цельноклеточных экс-
трактах клеток HEK293T и HEK293T/P1-KD не
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различались статистически значимо. Не выявле-
но значимых изменений в эффективности проте-
кания реакций, катализируемых UNG2, AР-эн-
донуклеазой 1, POLβ и LIG3 в условиях синтеза
поли(ADP-рибозы), а также принципиальных от-
личий в протекании недавно обнаруженного про-
цесса поли(ADP-рибозил)ирования ДНК [18–23]
в экстракте клеток HEK293T/P1-KD со снижен-
ным количеством PARP1 и в экстракте клеток ро-
дительской линии HEK293T.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы. Олигонуклеотиды, в том числе
ПЦР-праймеры, синтезированы в Лаборатории био-
медицинской химии ИХБФМ СО РАН. [γ-32P]АТР и
[α-32P]dАTP (>3000 Ки/ммоль) (Лаборатория
биотехнологии, ИХБФМ СО РАН); урацил-
ДНК-гликозилаза E. coli (UDG), Т4-полинуклео-
тидкиназа (“Биосан”, Россия), вторичные анти-
тела, конъюгированные с пероксидазой хрена
(Лаборатория биотехнологии, ИХБФМ СО РАН).
БиоМастер ОТ-ПЦР SYBR Blue (×2) (“Биолаб-
микс”, Россия).

Плазмиды, несущие кДНК АР-эндонуклеазы 1
человека и ДНК-полимеразы β мыши, любезно
предоставлены S.H. Wilson (NIEHS, NIH, США).
Рекомбинантные белки POLβ и APE1 очищены
согласно [24, 25]. Векторы, кодирующие PARP1 и
PARP2, любезно предоставлены V. Schreiber (ESBS,
Ilkirch, Франция). Препараты PARP1 и PARP2 вы-
делены как описано в [26]. Плазмида, несущая
кДНК PARP3, любезно предоставлена G. Zarkov-
ich (Gustave Roussy, Université Paris-Saclay, Фран-
ция). PARP3 очищен согласно [21].

Клеточные линии HEK293T и HEK293T/P1-KD
(со сниженным содержанием PARP1) любезно

предоставлены коллегами из лаборатории нук-
леопротеинов, руководимой О.А. Донцовой (МГУ,
Москва). Цельноклеточные экстракты из этих
клеток получены согласно [27]. РНК выделяли на-
бором Invitrogen (“Thermo Fisher Scientific”, США)
в соответствии с протоколом производителя [28].
Чистоту препарата проверяли по соотношению
значений поглощения на длинах волн 260 и 230 нм
(A260/230) (в чистом препарате соотношение ва-
рьирует в диапазоне 1.8−2.2). Перед использова-
нием в реакции обратной транскрипции с после-
дующей количественной ПЦР (ОТ-кПЦР) препа-
рат РНК обрабатывали ДНКазой. Концентрацию
белков определяли по методу Брэдфорда [29] с
использованием бычьего сывороточного альбу-
мина (BSA) в качестве стандарта.

Введение [32P] на 5'-конец олигонуклеотида и
получение ДНК-субстратов. ДНК-1, ДНК-2 или
ДНК-3 метили [32P] по 5'-концу (табл. 1) с исполь-
зованием Т4-полинуклеотидкиназы и [γ-32P]АТР,
затем меченые олигонуклеотиды выделяли со-
гласно [30].

С полученными 32Р-мечеными олигонуклео-
тидами создавали ДНК-дуплексы, структура и
обозначение которых приведены в табл. 1. Олиго-
нуклеотиды смешивали в эквимолярном соотно-
шении и проводили гибридизацию, нагревая в те-
чение 5 мин при 95°С с последующим медленным
охлаждением до комнатной температуры.

Количественная обработка результатов радио-
автографии. Для визуализации радиоактивных
продуктов гель экспонировали с радиочувстви-
тельным экраном. Радиоактивные продукты в ге-
ле визуализировали с помощью прибора The Ty-
phoon FLA 9000 Scaner (“GE Healthcare”, США).
Интенсивность пятен оценивали с использова-

Таблица 1. Последовательности использованных ДНК

ДНК Нуклеотидная последовательность Схематическое 
изображение

ДНК-1 5'-pGGGAGGCCCTGGCGTTUCCCGGCTTAGTCGCC-3'

ДНК-2 5'-pGGCGACTAAGCCGGG-3'

ДНК-3 5'-pCGGTATCCAGGTCTG-3'

ДНК-4 5'-pGGGAGGCCCTGGCGTTUCCCGGCTTAGTCGCC-3'
3'-CCCTCCGGGACCGCAAGGGGCCGAATCAGCGG-5'

ДНК-5 5'-pGGCGACTAAGCCGGG pUCCCGGCTTAGTCGCC-3'
3'-CCGCTGATTCGGCCCGTTGCGGTCCCGGGCGG-5'

ДНК-6 5'-pGGCGACTAAGCCGGG pCAACGCCAGGGCCTCCC-3'
3'-CCGCTGATTCGGCCCGTTGCGGTCCCGGAGGG-5'

ДНК-7 5'-pCGGTATCCAGGTCTG pGACAACGATGAAGCC-3'
3'-GCCATAGGTCCAGACTCTGTTGCTACTTCGG-5'

32p U 3'

32p
OH

32p

32p
5'

U 3'

32p pU
OH

3'
5'

32p pC
OH

3'
5'

32p
5'

p 3'
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нием программного обеспечения Quantity One
(“Bio-Rad”, США).

Количественная полимеразная цепная реакция
в реальном времени с обратной транскрипцией
(ОТ-кПЦР). Относительный уровень экспрессии
генов в клетках HEK293T и HEK293T/P1-KD
определяли с помощью ОТ-кПЦР с использова-
нием БиоМастер ОТ-ПЦР SYBR Blue (×2). Реак-
ционная смесь объемом 20 мкл содержала 10 нг
суммарной РНК, 0.5 мкМ праймеры, смесь обрат-
ной транскриптазы (75 ед. акт./мкл) и ДНК-по-
лимеразы (4 ед. акт./мкл) в буфере для ОТ-кПЦР
(из расчета 2 мкл смеси ферментов на 25 мкл ОТ-
ПЦР SYBR Blue (×2)). Реакцию проводили в ам-
плификаторе LigthCycler96 (“Roche”, Швейца-
рия) по заданной программе: обратная тран-
скрипция при 45°C в течение 1800 с, предынкуба-
ция при 95°C – 300 с, 40 циклов: денатурация при
95°C – 10 с, гибридизация праймеров при 60°C –
10 с и элонгация при 72°C – 10 с. Сигнал детекти-
ровали при 84°C в течение 5 с. В эксперименте
проводили по 3 повтора для каждой точки, в каче-
стве калибраторов использовали гены домашнего
хозяйства GAPDH, B2M, TUBβ. Последовательно-
сти использованных праймеров представлены в
табл. 2. Все праймеры подобраны с использова-
нием программы Primer-BLAST (NCBI, США),

для каждой пары определена эффективность ам-
плификации.

Эффективность амплификации каждой пары
праймеров, нормированное значение уровня экс-
прессии относительно калибратора (ΔΔCt) и
стандартную ошибку рассчитывали с использова-
нием программного обеспечения LigthCycler96
(“Roche”). Данные представлены в виде средних
значений, для каждого рассчитано стандартное
отклонение. Относительный уровень экспрессии
генов в двух клеточных линиях HEK293T и HEK-
293T/P1-KD сравнивали, рассчитывая p-значе-
ние и используя критерий Манна–Уитни, стати-
стически значимым считали p ≤ 0.05 ((*) p ≤ 0.05).
Расчеты производили с использованием про-
граммы PRISM (GraphPad Software, США).

Сравнение количества PARP1 в клеточных экс-
трактах с помощью вестерн-блот-анализа. Вестерн-
блот-анализ проводили согласно методике, опи-
санной в [31]. Кратко, 2.5 мкг суммарного белка
клеточного экстракта или 0.05 мкг индивидуаль-
ного белка PARP1 разделяли с помощью электро-
фореза по методу Лэммли [32]. Перенос белков на
нитроцеллюлозную мембрану проводили с ис-
пользованием набора Trans-Blot Turbo в услови-
ях, указанных производителем. Нитроцеллюлоз-
ную мембрану инкубировали в растворе первич-

Таблица 2. Прямые (F) и обратные (R) праймеры

Ген Нуклеотидная последовательность

GAPDH F: 5'-AGATCATCAGCAATGCCTCCT-3'
R: 5'-TGGTCATGAGTCCTTCCACG-3'

B2M F: 5'-CGCTCCGTGGCCTTAGCTGT-3'
R: 5'-AAAGACAAGTCTGAATGCTC-3′

TUBβ F: 5'- TGGTGGATCTAGAACCTGGGA-3'
R: 5'- CTGCCCCAGACTGACCAAAT-3'

PARP1 F: 5'-TGCCTATTACTGCACTGGGG-3'
R: 5'-TCTCGGAATTCCTTTGGGGTT-3'

PARP2 F: 5'-TCCTAAGGCCGAAGGATTGC-3'
R: 5'-CCCATTCAGGGTGACGAAGT-3'

UNG2 F: 5'-AAGCAAGGTGTTCTCCTTCTCA-3'
R: 5'-GCCAGGACACAACTGCATC-3'

APE1 F: 5'- GATCTCGCGAGTAGGGCAAC-3'
R: 5'- TTCGGCATTCCCGTTACGAA-3'

POLβ F: 5'-GAACACTCTGGGGTTCTCGG-3'
R: 5'-TGCGAGTTCTGTGAGCATGT-3'

LIG3 F: 5'-GAACACTCTGGGGTTCTCGG-3'
R: 5'-TGCGAGTTCTGTGAGCATGT-3'

XRCC1 F: 5'-TACAGCAAGGACTCCCCCTT-3'
R: 5'-CACTGTCACCTTCTGGGACG-3'
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ных антител (антитела кролика к PARP1 в
разведении 1: 1000), в растворе конъюгата перок-
сидазы хрена с вторичными антителами к антите-
лам кролика, затем с коммерческим субстратом
для проявления вестерн-блота Super Signal West
Pico PLUS (“Thermo Scientific”). Хемилюминес-
ценцию регистрировали на приборе Amersham
Imager 600 (“GE Healthcare”, США).

Получение ДНК-структур, содержащих АР-сайт
или расщепленный АР-сайт с остатком 5'-dRP. Ука-
занные ДНК получали из урацил-содержащих
ДНК под действием фермента UDG непосред-
ственно перед проведением эксперимента, инку-
бируя ДНК в течение 30 мин при 37°С в соотно-
шении 1 мкМ U-ДНК: 0.1 ед.акт./мкл UDG. Ре-
акцию проводили в ТЕ-буфере (10 мМ Трис-HCl,
рН 7.8, 1 мМ EDТА).

Определение уровня поли(ADP-рибозил)ирова-
ния в клеточных экстрактах. Реакционные смеси
объемом 10 мкл содержали 0.6 A260/мл активиро-
ванной ДНК, 20 мкМ радиоактивно меченный
[32P]NAD+ ([32P]NAD+ : NAD+ = 1 : 9), 0.5 мг/мл
экстракта или 30 нМ PARP1, 5 мМ MgCl2 и буфер-
ные компоненты (50 мМ Трис-HCl pH 8.0, 40 мМ
NaCl, 0.1 мг/мл BSA, 1 мМ ДТТ). Смесь инкуби-
ровали при 37°С в течение 1 мин. Отбирали 4 мкл
пробы и наносили на бумажные мишени, пропи-
танные трихлоруксусной кислотой (ТХУ), оста-
навливая реакцию. Мишени промывали 3 раза
5%-ным раствором ТХУ и 2 раза этиловым спир-
том, затем высушивали и проводили радиоавто-
графический анализ.

Определение урацил-ДНК-гликозилазной ак-
тивности в клеточных экстрактах. Реакционные
смеси объемом 10 мкл содержали 0.1 мкМ мечен-
ную 32P U-ДНК (ДНК-1 или ДНК-4, табл. 1),
0.05 мг/мл экстракта или 0.1 ед.акт./мкл UDG,
10 мМ EDТА, 400 мкМ NAD+ (где указано), бу-
ферные компоненты (50 мМ Трис-HCl pH 8.0,
40 мМ NaCl, 5% глицерин, 0.1% Nonidet P-40,
1 мМ DТТ). Реакцию проводили при температуре
37°С. Аликвоты объемом 2 мкл отбирали через 2,
5, 10 мин в равный объем 100 мМ NaOH и инкуби-
ровали в течение 10 мин при 60°С. Продукты реак-
ции анализировали с помощью гель-электрофоре-
за в 20% полиакриламидном геле (ПААГ) в при-
сутствии 7 М мочевины и 10% формамида [33].

Анализ процессинга АР-сайтов белками клеточных
экстрактов. Реакционные смеси объемом 10 мкл со-
держали 0.1 мкМ 32P-меченый АР-ДНК-дуплекс
(ДНК-4, предварительно обработанная UDG,
табл. 1), 0.01 мг/мл экстракта или 1 нМ APE1, 5 мМ
MgCl2, 400 мкМ NAD+ (где указано) и буферные
компоненты: 50 мМ Трис-HCl pH 8.0, 50 мМ NaCl,
1 мМ DTT, 5% глицерин, 0.1% Nonidet P-40,
0.1 мг/мл BSA. Реакцию проводили при темпера-
туре 37°С. Аликвоты объемом 2 мкл отбирали че-
рез 2, 4, 8 мин в равный объем смеси метоксиами-

на (100 мМ) и EDТА (50 мМ) и инкубировали в
течение 30 мин при 0°С. Продукты реакции ана-
лизировали с помощью электрофореза в 20%-ном
ПААГ в присутствии 7 М мочевины и 10% форма-
мида с последующей радиоавтографией [33]. Опре-
деление эффективности расщепления АР-сайтов
по лиазному механизму проводили аналогичным
образом, за исключением того, что в реакцион-
ные смеси вместо ионов магния добавляли 20 мМ
EDТА, а времена инкубации составляли 10, 15 и
30 мин.

Определение ДНК-полимеразной активности в
клеточных экстрактах. Реакционные смеси содер-
жали 0.1 мкМ 32P-меченый ДНК-дуплекс (ДНК-5,
предварительно обработанная UDG, табл. 1),
0.05 мг/мл экстракта или 50 нМ POLβ, 5 мМ MgCl2,
смесь dATP, dCTP, dGTP и dTTP по 0.1 мкМ каж-
дого, 400 мкМ NAD+ (где указано) и буферные
компоненты: 50 мМ Трис-HCl, pH 8.0, 50 мМ NaCl,
1 мМ DTT, 5% глицерин, 0.1% Nonidet P-40,
0.1 мг/мл BSA. Пробы инкубировали при 37○С и
через 5, 10 и 15 мин отбирали аликвоты по 2 мкл в
1 мкл 25 мМ EDТА для остановки реакции. Ана-
лиз продуктов реакции проводили с помощью
электрофореза в 20%-ном ПААГ в присутствии
7 М мочевины и 10% формамида с последующей
радиоавтографией [33].

Определение ДНК-лигазной активности в кле-
точных экстрактах. Реакционные смеси содержа-
ли 0.1 мкМ 32P-меченый ДНК-дуплекс (ДНК-6,
табл. 1), 0.05 мг/мл экстракта или 0.1 ед.акт./мкл
ДНК-лигазы T4, 5 мМ MgCl2, 1 мМ АТР, 400 мкМ
NAD+ (где указано) и буферные компоненты (50 мМ
Трис-HCl, pH 8.0, 50 мМ NaCl), 1 мМ DTT, 5%
глицерин, 0.1% Nonidet P-40, 0.1 мг/мл BSA. Про-
бы инкубировали при 37○С и через 5, 15, 30 мин
отбирали аликвоты по 2 мкл в 1 мкл 25 мМ EDТА
для остановки реакции. Продукты реакции разде-
ляли с помощью электрофореза в 20%-ном ПААГ
в присутствии 7 М мочевины и 10% формамида с
последующей радиоавтографией [33].

PARилирование ДНК. Стандартные реакцион-
ные смеси (10 мкл) содержали 50 мМ Трис-HCl
(рН 8.0), 50 мМ NaCl, 1 мМ DТТ, 0.1 мг/мл BSA,
2 мМ спермин, 0.15 мМ NAD+, 10 мМ EDТА, 20 нМ
[5'-32P]-меченый ДНК-субстрат (ДНК-7, табл. 1)
и 200 нМ PARP3; реакционные смеси инкубиро-
вали при 37°C в течение 15 мин. Затем добавляли
белки клеточного экстракта (до 1.25 мг/мл) и/или
PARP1 (200 нМ), PARP2 (200 нМ) и дополнитель-
но инкубировали при 37°C в течение 15 мин. Ре-
акцию останавливали, добавляя равный объем
формамида. Продукты реакции разделяли с по-
мощью электрофореза в 20% ПААГ в присутствии
7 М мочевины и 10% формамида с последующей
радиоавтографией [33].
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Синтез [32P]NAD+. Синтез радиоактивного
NAD+ осуществляли из [α-32P]АТР, как описано в
[19]. Реакционные смеси, содержащие 1 мМ АТР,
10 МБк [α-32P]АТР, 20 мМ MgCl2, 2 мМ β-нико-
тинамидмононуклеотид и 5 мг/мл никотинамид-
нуклеотидаденилилтрансферазы в 25 мМ Трис-
HCl (рН 7.5), инкубировали при 37°С в течение
60 мин и останавливали нагреванием до 90°С в
течение 3 мин. После удаления денатурированно-
го белка центрифугированием раствор использо-
вали в качестве источника NAD+ без очистки.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

PARP1 – высококопийный белок, выполняю-
щий плейотропные функции в клетках. Роль
PARP1 в различных способах репарации ДНК ра-
нее изучали на различных экспериментальных
моделях, которые имеют свои преимущества и
недостатки. Одним из удобных и продуктивных
способов анализа активности ферментов репара-
ции ДНК (в том числе и системы BER) на опреде-
ленном этапе является реконструкция этой си-
стемы in vitro с использованием цельноклеточных
экстрактов и интермедиатов ДНК с характерны-
ми для данной стадии репарации повреждениями
ДНК. Использование клеток с уменьшенным ко-
личеством PARP1 открывает новые возможности
для изучения влияния этого белка на эффектив-
ность системы BER как на уровне самих белков
и/или их активности, так и на уровне кодирую-
щих их мРНК. В нашей работе использована кле-
точная линия НЕК293T/P1-KD, в которой уро-

вень PARP1 снижен введением в клетки кон-
струкции (лентивирусный вектор LeGO Cer),
подавляющей экспрессию по механизму РНК-
интерференции.

Сначала были охарактеризованы уровни PARP1
в клетках НЕК293T и НЕК293T/P1-KD. С помо-
щью ОТ-кПЦР показано, что в клеточной линии
HEK293T/P1-KD уровень мРНК PARP1 практи-
чески в 2 раза ниже, чем в родительской линии
HEK293T (рис. 1а).

Данные вестерн-блот-анализа (рис. 1б) согла-
суются с результатами ОТ-кПЦР и свидетель-
ствуют о значительном, но неполном снижении
количества PARP1. Следует отметить, что уме-
ренное снижение количества PARP1 в клетках
HEK293T/P1-KD отмечено исследователями,
предоставившими нам клеточную линию [34].

С целью дальнейшей характеризации клеточ-
ных линий оценили эффективность синтеза по-
ли(ADP-рибозы) (PAR), катализируемого эндо-
генными PARP цельноклеточных экстрактов. Для
этого использовали меченный [32P]NAD+ и активи-
рованную ДНК в качестве кофактора (рис. 1в). Ис-
ходя из кинетики синтеза PAR эндогенными
PARP экстрактов, в качестве интервала времени
на линейной части кинетической кривой была
выбрана 1 мин. Количество PAR, синтезирован-
ное в экстрактах, для адекватного сравнения нор-
мировали на количество полимера, синтезиро-
ванного с помощью 30 нМ рекомбинантного
PARP1. Уровни синтеза PAR хорошо коррелиру-
ют с уровнями мРНК, кодирующей PARP1, и ко-
личеством PARP1, оцененным с помощью ве-

Рис. 1. Результаты ОТ-кПЦР (а), вестерн-блот-анализа уровня PARP1 в клеточных линиях HEK293T и
HEK293T/P1-KD (б) и синтеза поли(ADP-рибозы) в цельноклеточных экстрактах (в). Относительные уровни
мРНК определены в трех независимых экспериментах и представлены в виде средних значений со стандартным от-
клонением. Количество поли(ADP-рибозы), синтезированной за 1 мин при 37°C, представлено в виде гистограм-
мы. В каждом эксперименте количество PAR, синтезируемой эндогенными PARP экстрактов, нормировали на ко-
личество полимера, синтезированное с помощью 30 нМ рекомбинантного PARP1. Данные представлены как сред-
нее значение ± стандартное отклонение, вычисленные из трех независимых экспериментов.
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стерн-блотинга. Сравнение уровней PAR, синте-
зированной в экстрактах за счет активности
именно PARP1, правомерно, поскольку, согласно
опубликованным данным, этот фермент обеспе-
чивает синтез более 90% поли(ADP-рибозы) в
клетке [6–10]. Таким образом, снижение уровней
PAR в исследуемых клеточных экстрактах соот-
ветствует степени подавления экспрессии PARP1.

Сравнение относительного уровня мРНК PARP2, 
UNG, APE1, POLβ, LIG3 и XRCC1 в клетках 

HEK293T и HEK293T/P1-KD

С использованием суммарной РНК, получен-
ной из клеток HEK293T и HEK293T/P1-KD, оце-
нено влияние изменения количества PARP1 в
клетках на уровни мРНК, кодирующих белки
SP-BER. На рис. 2 представлены данные ОТ-кПЦР
с относительными уровнями мРНК генов, коди-
рующих некоторые ключевые белки, участвую-
щие в SP-BER: PARP2, UNG, APE1, POLβ, LIG3
и XRCC1. В клетках с нокдауном PARP1 уровень
мРНК PARP2 снижен приблизительно в 2 раза в
сравнении с клетками родительской линии. Кро-
ме того, снижение экспрессии генов UNG2, APE1,
POLβ и LIG3 в этих клетках менее выражено, а в
случае XRCC1 регистрируется умеренное повы-
шение.

Оценка эффективности стадий BER в экстрактах 
из клеток HEK293T и HEK293T/P1-KD

Влияние PARP1 на активность белков SP-BER
на всех этапах процесса: удаление урацила из цепи,
процессинг АР-сайта, синтез ДНК и лигирование
разрыва, оценили с помощью функциональных
тестов с использованием 32P-меченых ДНК-струк-
тур, моделирующих интермедиаты соответствую-
щих стадий BER, и цельноклеточных экстрактов.
Кроме того, чтобы оценить возможное влияние
синтеза PAR на этапы процесса BER, тесты вы-
полняли в присутствии NAD+.

Удаление урацила из ДНК. В общем случае BER
начинается с удаления поврежденного азотистого
основания ДНК-гликозилазами. Таким повре-
жденным азотистым основанием, репарируемым
системой BER, может быть урацил. Урацил ино-
гда включается вместо тимина во время синтеза
ДНК или может получаться путем спонтанного и
ферментативного дезаминирования цитозина.
Считается, что в одной клетке спонтанное дез-
аминирование цитозинов происходит 70–200 раз
в день [35].

Клетки высших эукариот содержат три типа
урацил-ДНК-гликозилаз [36] – SMUG (одноце-
почечная селективная урацил-ДНК-гликозила-
за), UNG1 (митохондриальная UNG) и UNG2
(ядерная UNG). Урацил-N-гликозилазы UNG2 и

Рис. 2. Сравнение уровней мРНК, кодирующих PARP2, UNG2, APE1, POLβ, LIG3 и XRCC1 в клетках HEK293T и
HEK293T/P1-KD. Уровни мРНК получены из трех независимых экспериментов. Величину P рассчитывали с исполь-
зованием критерия Манна–Уитни, статистически значимым считали p ≤ 0.05; *p ≤ 0.05).
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SMUG1 инициируют BER в большинстве кон-
текстов ДНК [36].

Удаление урацила отслеживали, применяя об-
работку ДНК щелочью, которая расщепляет саха-
рофосфатный остов в месте АР-сайта, образовав-
шегося в результате удаления урацила. Сравнили
эффективность удаления урацила как из двухце-
почечной, так и из одноцепочечной ДНК (ДНК-1
и ДНК-4, табл. 1).

Не обнаружено значимых отличий в эффектив-
ности выщепления урацила из одноцепочечных и
двухцепочечных субстратов в экстрактах обоих ти-
пов (рис. 3). Присутствие NAD+ также не оказыва-
ло значимого влияния на удаление урацила.

Следует отметить, что при определении влия-
ния синтеза PAR на активность эндогенных фер-
ментов исследуемых экстрактов в качестве ко-
фактора PARP1, необходимого для активации
этого фермента, выступал ДНК-субстрат, имити-
рующий интермедиат определенной стадии BER.
Предварительно с использованием рекомбинант-
ной PARP1 сравнили кофакторные характери-
стики активированной ДНК, традиционно ис-
пользуемой в тестах определения активности
PARP1, и ДНК-субстратов BER в концентрации
0.1 мкМ. Такая концентрация ДНК-субстратов
BER использована нами для определения в экс-
трактах активности ферментов этого пути репа-
рации. Скорость синтеза PAR в присутствии
ДНК-субстратов BER приблизительно в 2 раза
ниже, чем в стандартной смеси с активированной
ДНК (0.6 A260/мл). В результате выщепления ура-
цила из цепи образуется AP-сайт, который далее
подвергается процессингу.

Процессинг АР-сайтов. Разрезание сахарофос-
фатного остова по положению АР-сайта может

происходить за счет гидролиза либо расщепления
по механизму β- или β,δ-элиминирования. Основ-
ной вклад в процессинг АР-сайтов в клетках мле-
копитающих вносит именно гидролиз, приводя-
щий к формированию разрыва с 3'-гидроксильной
и 5'-дезоксирибозофосфатной группами [37].
APE1 ответственна за гидролиз 95% AP-сайтов в
клетках млекопитающих [38].

Данные о взаимном влиянии PARP1 и APE1 в
процессе BER противоречивы. Следует отметить,
что наблюдали как стимулирующие, так и инги-
бирующие эффекты при кооперации этих фер-
ментов [12, 13, 39–41]. На рис. 4 представлены
данные по эффективности расщепления АР-сай-
тов. Степень гидролиза АР-сайтов в экстракте
клеток НЕК293Т/P1-KD несколько ниже, чем в
экстракте клеток родительской линии. Таким об-
разом, в использованных условиях PARP1 оказы-
вает слабое стимулирующее влияние. Присут-
ствие NAD+ как субстрата PARилирования прак-
тически не влияет на процесс.

Для оценки вклада независимого от Mg2+ рас-
щепления АР-сайтов реакцию проводили в при-
сутствии EDТА, чтобы подавить связывание
ионов металла с APE1. Такое расщепление
AP-сайта может происходить по лиазному меха-
низму за счет действия бифункциональных ДНК-
гликозилаз и других ферментов, обладающих
AP-лиазной активностью [1, 2, 6, 13, 14]. В частно-
сти, такую активность, согласно полученным на-
ми данным, проявляют PARP1 и PARP2 [6, 13, 14].
Также возможно ферментативное расщепление
АР-сайтов по гидролитическому механизму, не
требующему ионов магния для катализа. К числу
таких ферментов относится тирозил-ДНК-фос-
фодиэстераза 1 [42]. В целом, вклад магний-не-

Рис. 3. Эффективность удаления урацила из ДНК. Реакционные смеси (10 мкл) содержали 0.1 мкМ 32P-меченую ура-
цилсодержащую ДНК, цельноклеточный экстракт в конечной концентрации 0.05 мг/мл или UDG и буферные ком-
поненты.
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зависимого процессинга АР-сайтов невелик и в
использованных условиях составляет 4–6%. Эти
варианты расщепления АР-сайтов могут обеспе-
чивать независимые от APE1 пути процессинга
АР-сайтов, однако они значительно менее эффек-
тивны и, по-видимому, могут иметь значение для
обеспечения выживания клеток при утрате APE1.

Синтез ДНК. Следующий шаг BER – синтез
цепи ДНК в месте разрыва, образовавшегося по-
сле процессинга АР-сайта. Основной вклад в за-
страивание бреши в субстрате SP-BER вносит
ДНК-полимераза β [43].

В работах нашей лаборатории c использовани-
ем рекомбинантных белков и некоторых клеточ-
ных экстрактов было показано, что PARP1 может
снижать ДНК-полимеразную активность POLβ,
особенно в синтезе ДНК с вытеснением цепи [40,
41, 44]. Автомодификация же PARP1 снижает ин-
гибирующее действие этого белка. Данные по
синтезу ДНК представлены на рис. 5. В экстракте
клеток НЕК293Т/P1-KD со сниженным содержа-
нием PARP1 эффективность удлинения прайме-
ров несколько выше, чем в экстракте исходной
клеточной линии. Это относится как к встраива-
нию одного нуклеотида, в случае SP-BER, так и к
включению в праймеры нескольких нуклеотид-
ных звеньев, что происходит в LP-BER. Удлине-
ние праймеров на большее количество нуклео-
тидных звеньев не учитывается в использованной
здесь количественной оценке. В условиях синтеза
PAR (присутствие NAD+) эффективность синтеза
ДНК несколько выше для обоих экстрактов. По-
лученные результаты полностью объясняются

конкуренцией за связывание с субстратом между
POLβ и PARP1, а, возможно, и PARP2. PARP1 и
PARP2 обладают высоким сродством к ДНК, со-
держащим брешь [44–46]. Автомодифицирован-
ная форма PARP1 проявляет более низкое срод-
ство к ДНК по сравнению с исходной формой из-
за электростатического отталкивания ДНК и
PAR, что выражается в уменьшении комплексо-
образования фермента с ДНК и приводит к менее
эффективному удлинению праймера.

Лигирование ДНК. Последний этап SP-BER –
восстановление целостности сахарофосфатного
остова – осуществляется ATP-зависимой ДНК-
лигазой III альфа (LIG3). LIG3 образует стабиль-
ный комплекс с архитектурным белком XRCC1 и
этот комплекс участвует в BER [46]. XRCC1 не об-
ладает каталитической активностью, но форми-
руя двойные и тройные комплексы с нескольки-
ми ферментами (белками) BER, обеспечивает их
согласованное взаимодействие, которое в значи-
тельной степени обусловлено способностью
XRCC1 связываться с самими белками BER, а так-
же PARилироваться и связываться с PAR [46, 47].

ДНК-лигазную активность в экстрактах ис-
следуемых клеточных линий оценивали с исполь-
зованием ДНК-субстрата с разрывом в одной из
цепей (ДНК-6, табл. 1). На рис. 6 представлены
данные эффективности лигирования разрыва в
экстрактах за 5, 15, 30 мин. Из-за низкой эффек-
тивности этого процесса времена инкубации бы-
ли увеличены по сравнению с другими реакциями
BER, что приводит к появлению в образцах ча-
стично гидролизованных олигонуклеотидов. Не

Рис. 4. Эффективность гидролиза АР-сайтов. Реакционные смеси (10 мкл) содержали 0.1 мкМ 32P-меченую АР-ДНК,
цельноклеточный экстракт в конечной концентрации 0.01 мг/мл или 1 нМ АРЕ1, 5 мМ MgCl2, 400 мкМ NAD+ (если ука-
зано) и буферные компоненты. Данные представлены как среднее значение ± стандартное отклонение трех независи-
мых экспериментов.
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удалось обнаружить ни достоверной разницы в
эффективности лигирования между исходным и
модифицированным по содержанию белка
PARP1 экстрактами, ни влияния синтеза PAR на
этот процесс.

Поли(ADP-рибозил)ирование ДНК. Еще один
недавно обнаруженный процесс, в котором
участвуют PARP, – поли(ADP-рибозил)ирование

ДНК [18–23]. Нами и другими исследователями
продемонстрировано поли(ADP-рибозил)ирова-
ние концов ДНК за счет активности PARP1 и
PARP2 и моно(АDP-рибозил)ирование – PARP3
[18–23]. Более того, 5′-концевые моно(АDP-ри-
бозил)ированные ДНК являются значительно
более эффективными субстратами для удлинения
цепи PAR с помощью PARP1 и PARP2 по сравне-

Рис. 5. Эффективность синтеза ДНК. Реакционные смеси (10 мкл) содержали 0.05 мг/мл белков экстракта или 50 нМ
POLβ, 5 мМ MgCl2, смесь dATP, dCTP, dGTP и dTTP по 0.1 мМ каждого, 0.1 мкМ 32P-меченую ДНК, 400 мкМ NAD+

(где указано) и буферные компоненты. Данные представлены как среднее значение ± стандартное отклонение, вы-
численные в трех независимых экспериментах.
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Рис. 6. Эффективность лигирования ДНК. Реакционные смеси (10 мкл) содержали 0.1 мкМ 32P-меченый ДНК-дуп-
лекс, 0.05 мг/мл белков экстракта или 0.1 ед.акт./мкл ДНК-лигазы T4, 5 мМ MgCl2, 1 мМ АТР, 400 мкМ NAD+ (где
указано) и буферные компоненты. Данные представлены как среднее значение ± стандартное отклонение, вычислен-
ные из трех независимых экспериментов.
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нию с немодифицированными ДНК. Кроме того,
обнаружено поли(ADP-рибозил)ирование ДНК
эндогенными PARP нескольких экстрактов кле-
ток млекопитающих, которые отличаются коли-
чеством PARP1. Показана зависимость паттернов
PARилирования ДНК от количеств этого белка
[18, 19, 21–23]. Такая модификация ДНК может
рассматриваться как механизм защиты двухцепо-
чечных концов от “подрезания” клеточными
нуклеазами. С учетом специфических требований
PARP к структуре ДНК в реакции ее (ADP-рибо-
зил)ирования защитный эффект может реализо-
вываться, когда двухцепочечные концы и разры-
вы/бреши расположены в пределах 1–2 витков
спирали ДНК, чтобы обеспечить временной про-
межуток, необходимый для репарации одноцепо-
чечного разрыва [20, 21, 23]. Учитывая различия в
содержании PARP1 и, вероятно, PARP2 в исследу-
емых экстрактах, можно ожидать и существование
различий в паттернах модификации ДНК. Данные
поли(ADP-рибозил)ирования ДНК в экстрактах с
использованием ДНК-7, которая содержит одно-
нуклеотидную брешь, приведены на рис. 7. Эта
ДНК представляет собой модельный субстрат
BER, мы использовали ее и ранее [21, 23]. По-
ли(ADP-рибозил)ирование ДНК эндогенными

PARP происходит в обоих экстрактах (рис. 7, 11
и 12), однако с низким выходом, что затрудняет
проведение анализа. Ранее такую же картину ре-
гистрировали для схожих по структуре ДНК-дуп-
лексов и экстрактов клеток млекопитающих и по-
казали, что выход продуктов поли(ADP-рибо-
зил)ирования ДНК значительно увеличивается в
случае ДНК, предварительно модифицирован-
ных одним остатком ADP-рибозы [19]. Такую мо-
дификацию удобнее всего вводить с использова-
нием PARP3 (рис. 7, 1) [18]. Последующая инку-
бация с белками экстрактов, а также белками
экстрактов, дополненными рекомбинантным
PARP3 и/или рекомбинантными PARP1 и PARP2
(рис. 7, 4–8) приводит к формированию по-
ли(ADP-рибозил)ированной ДНК, которая со-
держит продукты пошагового удлинения прайме-
ра остатками ADP-рибозы и высокомолекуляр-
ные продукты, не разрешающиеся в процессе
электрофореза (обозначены скобками слева).

Экстракт НЕК293Т/P1-KD характеризуется
менее эффективным PARилированием праймера –
выход продуктов 71 против 84% в экстракте
НЕК293Т (рис. 7, 6 и 7). Каждая из рекомбинант-
ных PARP1 и PARP2 имеет свой паттерн PARили-
рования олигонуклеотида; продукты пошагового

Рис. 7. Поли(ADP-рибозил)ирование ДНК. Стандартные реакционные смеси (10 мкл) содержали 50 мМ Трис-HCl,
рН 8.0, 50 мМ NaCl, 1 мМ DТТ, 0.1 мг/мл BSA, 2 мМ спермин, 0.15 мМ NAD+, 10 мМ EDТА, 20 нМ [5'-32P]-меченый
ДНК-субстрат (ДНК-7, табл. 1) и белки клеточного экстракта (1.25 мг/мл); реакционные смеси инкубировали при
37°C в течение 15 мин (11 и 12). В ряде случаев в реакционные смеси добавляли 200 нМ PARP3 и инкубировали при
37°C в течение 15 мин, затем добавляли белки клеточного экстракта (до 1.25 мг/мл) и/или PARP1 (200 нМ), PARP2
(200 нМ) и дополнительно инкубировали при 37°C в течение 15 мин.

HEK29
3T

-K
D

HEK29
3T

-K
D

HEK29
3T

-K
D

HEK29
3T

-K
D

HEK29
3T

HEK29
3T

HEK29
3T

HEK29
3T

Экстракты

Праймер+
(ADP-Rib)n

Праймер+

Праймер+

Праймер

(ADP-Rib)n

(ADP-Rib)

– – ––

PARP3

PARP2
PARP1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

+ +
+ +

+
+ +

+



296

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

ИЛЬИНА и др.

удлинения праймера остатками ADP-рибозы при
незначительном количестве высокомолекуляр-
ных продуктов характерны для PARP1, в то время
как PARP2 образует высокомолекулярные про-
дукты, не разрешающиеся в процессе электрофо-
реза, при практически полном отсутствии прай-
мера с относительно небольшим количеством
присоединенных остатков ADP-рибозы (рис. 7, 8
и 9). При совместном присутствии PARP1 и
PARP2 наблюдается распределение продуктов
PARилирования праймера, характерное для
PARP2, что свидетельствует об эффективном
функционировании PARP2 в этом процессе. Если
же добавлять PARP1 и PARP2 в экстракты, то рас-
пределение указанных продуктов изменяется не-
значительно по сравнению с исходными экстрак-
тами (рис. 7, сравнить 2+3 и 4+5 с 6+7). Однако
следует отметить уменьшение количества неиз-
расходованного моно(ADP-рибозил)ированного
праймера при добавлении PARP2 в экстракты (с
16 до 5% и с 29 до и 6% для НЕК293Т и
НЕК293Т/P1-KD соответственно). Добавление
дополнительных количеств PARP1 и PARP2 в
экстракты приводит к сдвигу паттерна формируе-
мых продуктов к виду, характерному для каждой
из PARP. Этот эффект более ярко проявляется в
случае PARP2. Однако нужно отметить, что влия-
ние добавленного PARP2 в экстрактах несоизме-
римо ниже, чем в системе, реконструированной
из очищенных белков, где паттерн продуктов при
совместном присутствии эквимолярных коли-
честв PARP1 и PARP2 практически не отличается
от паттерна PARP2. Это, по-видимому, обуслов-
лено конкуренцией других ДНК-связывающих
белков клетки. В целом, снижение количества
PARP1 в экстрактах не внесло принципиальных
изменений в характер PARилирования ДНК.
Полученные результаты однозначно выявляют
кооперацию трех PARP, активирующихся при
взаимодействии с ДНК, в PARилирование этой
мишени.

Таким образом, не выявлено значимого влия-
ния количества PARP1 в экстрактах на актив-
ность основных ферментов SP-BER и PARилиро-
вание ДНК. Не обнаружено также существенного
влияния PARP1 на уровни мРНК ферментов
BER. По-видимому, в отсутствие сильного стрес-
сового воздействия на клетки PARP1 может
участвовать в точной подстройке активностей
ферментов BER за счет относительно небольших
эффектов. Полученные данные о слабом влиянии
PARP1 на активность системы BER согласуются с
текущими представлениями об избыточной “про-
пускной способности” системы BER и о том, что
лишние количества невостребованных белков
подвергаются процессингу, например, за счет
убиквитинзависимой системы протеолиза [48–50].

Основная часть работы выполнена при под-
держке Российского научного фонда (грант № 19-

14-00204); эксперименты по PARилированию
ДНК – Российского фонда фундаментальных ис-
следований (грант № 20-04-00674 А).

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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Influence of Poly(ADP-ribose)polymerase 1 Level
on the Status of Base Excision Repair in Human Cells

E. S. Ilina1, 2, A. S. Kochetkova1, 2, E. A. Belousova1, 2, M. M. Kutuzov1, 2,
O. I. Lavrik1, 2, and S. N. Khodyreva1, *
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Novosibirsk, 630090 Russia
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The base excision repair (BER) system is aimed at repair of the largest group of DNA lesions, namely of dam-
aged bases. The main steps in BER are: recognition and removal of the aberrant base, cutting the DNA sugar-
phosphate backbone, gap processing (including dNMP insertion), and DNA ligation. The precise function-
ing of BER depends on the regulation of each step of the process by regulatory/accessory proteins, the most
important of which is poly(ADP-ribose)polymerase 1 (PARP1). PARP1 plays an important role in various
processes of DNA repair, maintenance of genome integrity, and regulation of mRNA stability and decay. In
this regard, PARP1 can affect BER both at the level of proteins involved in the process and at the level of ex-
pression of the mRNAs encoding them. There are no systematic data on the effect of various amounts of
PARP1 on the activity of key BER proteins and the levels of mRNAs encoding them in human cells. In our
work, using whole-cell extracts and RNA preparations obtained from the parental HEK293T cell line and its
derivative HEK293T/P1-KD cell line with reduced PARP1 expression (shPARP1-expressing cells, PARP1
knockdown), we assessed the levels of mRNA encoding BER proteins: PARP1, PARP2, uracil DNA glyco-
sylase (UNG2), AP endonuclease 1 (APE1), DNA polymerase β (POLβ), DNA ligase III (LIG3), and
XRCC1. In parallel, the catalytic activity of these enzymes was evaluated. No significant effect of the PARP1
amount of on the mRNA levels of UNG2, APE1, POLβ, LIG3, and XRCC1 was found. At the same time,
in HEK293T/P1-KD cells, the amount of PARP2 mRNA was reduced by 2 times. The activities of these en-
zymes in whole-cell extracts of HEK293T and HEK293T/P1-KD cells also did not differ significantly. Un-
der the conditions of poly(ADP-ribose) synthesis, the efficiency of the reactions catalyzed by UNG2, APE1,
POLβ, and LIG3 also did not change significantly. In addition, it was shown that a reduced amount of
PARP1 in the extract of HEK293T/P1-KD cells does not cause fundamental changes in the nature of DNA
PARylation compared to the extract of the parental HEK293T cell line.

Keywords: Base excision repair enzymes, poly(ADP-ribose)polymerase 1, mRNA, poly(ADP-ribose) syn-
thesis, DNA poly(ADP-ribosyl)ation



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2023, том 57, № 2, с. 299–306

299

ИЗМЕНЕНИЯ УРОВНЯ мРНК ГЕНОВ Tph1, Tph2, АКТИВНОСТИ 
ТРИПТОФАНГИДРОКСИЛАЗЫ И МЕТАБОЛИЗМА СЕРОТОНИНА 

В МОЗГЕ МЫШЕЙ ЧЕРЕЗ 5 СУТОК
ПОСЛЕ ВВЕДЕНИЯ ЛИПОПОЛИСАХАРИДА
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Триптофангидроксилазы 1 и 2 (ТПГ1 и ТПГ2) играют ключевую роль в синтезе гормона и медиатора
серотонина (5-HT) в периферических тканях и 5-HT нейронах соответственно. С целью изучения
роли ТПГ1 в головном мозге мыши определили уровень мРНК гена Tph1 в разных структурах мозга
мышей в норме и при воспалении и сравнили его с уровнем мРНК гена Tph2, с активностью ТПГ и
метаболизмом 5-HT. Опыты проводили на трех группах молодых (4 недели) самцов мышей линии
C57BL/6 (интактных, контрольных, которым вводили в/б физиологический раствор, и опытных, у
которых воспаление моделировали однократным в/б введением липополисахарида (2 мг/кг, ЛПС)).
Через 5 суток после введения физиологического раствора или ЛПС определяли маркеры воспале-
ния, массу селезенки и тимуса. В коре головного мозга, гиппокампе, стриатуме, гипоталамусе и
среднем мозге с помощью ВЭЖХ оценивали уровень 5-HT и его метаболита – 5-гидроксииндолук-
сусной кислоты (5-HIAA), активность ТПГ. Уровень мРНК генов Tph1 и Tph2 определяли методом
количественной ОТ-ПЦР. Через 5 суток после введения ЛПС наблюдали значительное увеличение
массы селезенки и уменьшение массы тимуса. Выявлено значительное увеличение уровня 5-HT и
5-HIAA в среднем мозге и снижение уровня 5-HIAA и активности ТПГ в гипоталамусе мышей, ко-
торым вводили физиологический раствор и ЛПС, по сравнению с интактными мышами. Уровень
мРНК гена Tph2 была максимальной в среднем мозге, где расположены тела 5-HT нейронов, тогда
как в коре, гиппокампе, стриатуме и гипоталамусе уровень мРНК этого гена был в несколько раз
ниже. В среднем мозге мышей всех групп уровень мРНК гена Tph1 был в несколько сотен раз ниже,
чем уровень мРНК гена Tph2. Таким образом, в мозге мышей ТПГ1 экспрессируется на слишком
низком уровне, чтобы существенно влиять на синтез 5-HT в норме и при воспалении.

Ключевые слова: мыши, триптофангидроксилазы 1 и 2, серотонин, липополисахарид, головной мозг
DOI: 10.31857/S0026898423020209, EDN: EEWKAW

ВВЕДЕНИЕ

Серотонин (5-HT) действует как ключевой ме-
диатор в мозге и гормон на периферии. В мозге
позвоночных 5-HT синтезируется в 5-HT нейро-
нах, тела которых расположены в стволовой части
мозга [1], тогда как на периферии он синтезиру-
ется в энтерохромаффинных клетках кишечни-
ка, тучных клетках кожи и эпифизе. Нарушения
5-HT системы мозга связывают с риском различ-
ных психопатологий, тогда как транспортер и ре-
цепторы 5-HT служат мишенями для клинически
эффективных антидепрессантов, анксиолитиков
и антипсихотиков [2–4].

В организме млекопитающих 5-HT синтезиру-
ется из незаменимой аминокислоты – L-трипто-
фана. Ключевыми ферментами синтеза 5-HT яв-
ляются триптофангидроксилазы 1 и 2 (ТПГ1 и
ТПГ2), которые гидроксилируют L-триптофан до
5-гидрокситриптофана (5-HTP) [5, 6]. Основным
геном считается Tph2, который экспрессируется в
5-HT нейронах, тогда как Tph1 экспрессируется
исключительно в периферических клетках, таких
как энтерохромаффинные клетки кишечника,
тучные клетки и пинеалоциты эпифиза [5–9]. Од-
нако транскрипты гена Tph1 найдены в мозге
крысы [10], мыши [11, 12] и человека [13–15],
причем концентрации транскриптов Tph1 и Tph2
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были соизмеримыми. Стресс может усиливать
экспрессию гена Tph1 в мозге мышей [12].

Вопрос об экспрессии гена Tph1 принципи-
ально важен для понимания роли ТПГ2 и ТПГ1 в
функционировании 5-HT системы мозга в норме
и при патологиях, поэтому основная цель нашей
работы состояла в определении соотношения
этих ферментов в мозге в норме и при патологии.
Изучена экспрессия мРНК генов Tph1 и Tph2 в
структурах головного мозга, содержащих тела 5-
HT нейронов (средний мозг), в которых экспрес-
сируется ген Tph2, и окончания этих нейронов (ко-
ра, гиппокамп, стриатум и гипоталамус), в которых
данный ген не экспрессируется, в норме и через 5
сут после активации иммунной системы мышей
бактериальным липополисахаридом (ЛПС). Со-
стояние иммунной системы оценивали по массе
селезенки и тимуса, а 5-HT системы – по уровню
5-HT и его основного метаболита, 5-гидроксиин-
долуксусной кислоты (5-HIAA), а также по ак-
тивности ТПГ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Животные и воздействия. Опыты проводили на
мышах линии C57BL/6 (24 молодых самца в воз-
расте 4 недель с массой тела 16.7 ± 0.4 г). Выбор
молодых животных обусловлен их повышенной
чувствительностью к ЛПС и лабильностью 5-HT
системы мозга.

Для снятия группового эффекта животных
сразу после получения рассаживали поодиночно
в вентилируемые клетки Optimice (“Animal Care
Systems, Inc.”, США) и содержали в течение всего
эксперимента при температуре 24°С, влажности
45–50% и стандартном для вивария световом ре-
жиме (14 ч свет, 10 ч темнота). Стерильный корм
и воду животные получали без ограничения. Все
мыши были разделены на три выровненные по
весу группы: интактную (n = 8, масса 16.4 ± 0.5 г),
контрольную (n = 8, масса 17.1 ± 0.7 г) – мышам
этой группы в/б вводили физиологический рас-
твор; и опытную (n = 8, масса 16.7 ± 0.8 г.) – мы-
шам этой группы в/б вводили 2 мг/кг ЛПС (“Sig-
ma-Aldrich”, Германия), растворенного в физио-
логическом растворе. Через 5 сут после введения
физиологического раствора или ЛПС животных
усыпляли углекислым газом, декапитировали,
выделяли головной мозг, селезенку и тимус. По-
следние взвешивали с точностью до мг на весах
Ohaus AX124 (“Ohaus Corp.”, США). Из головного
мозга выделяли структуры, содержащие оконча-
ния (переднюю кору, гиппокамп, стриатум, гипо-
таламус) и тела (средний мозг) 5-HT нейронов, за-
мораживали в жидком азоте и хранили при –80°С.

Биохимические протоколы. В работе использо-
вали метод, позволяющий определять содержа-
ние 5-HT, активность ТПГ и уровень мРНК целе-

вых генов в одних и тех же образцах ткани. Для
сохранения активности ТПГ кору, стриатум и ги-
поталамус гомогенизировали в 250 мкл, гиппо-
камп в 300 мкл и средний мозг в 400 мкл холодно-
го 50 мМ Трис-HCl, pH 7.6, содержащего 1 мМ
дитиотреитола. Одну аликвоту (50 мкл) суспен-
зии немедленно переносили в пробирку эппен-
дорф (1.5 мл), содержащую 150 мкл 0.6 М HClO4,
для экстракции 5-HT и 5-HIAA. Другую аликвоту
(100 мкл) суспензии немедленно переносили в
пробирку эппендорф (1.5 мл), содержащую
500 мкл Trizol Reagent (“Ambion, Life Technolo-
gies”, США) для экстракции РНК. Остальной го-
могенат центрифугировали в течение 15 мин при
+4°С и 12700 об./мин, чистый супернатант пере-
носили в пробирки, хранили при –80°С и исполь-
зовали для определения активности ТПГ2. Про-
цедура гомогенизации в буфере и аликвотирова-
ния одной пробы занимает меньше 1 мин и не
вызывает деградации ни 5-HT, ни РНК.

Определение уровня 5-HT и 5-HIAA. Смесь сус-
пензии (50 мкл) и 0.6 М HClO4 (150 мкл) центри-
фугировали в течение 20 мин при 12700 об./мин
(+4°С). Полученный супернатант разбавляли в
2 раза водой MilliQ и использовали для определе-
ния уровня 5-HT и 5-HIAA с помощью высоко-
эффективной жидкостной хроматографии на
колонке Luna C18(2) (частицы 5 мкм, L × I.D =
= 75 × 4.6 мм, “Phenomenex”, США) и электрохи-
мического детектора (750 мВ, DECADE II™ Elec-
trochemical Detector; “Antec”, Нидерланды). Оса-
док растворяли в 0.1 М NaOH для определения
концентрации общего белка в пробе по Брэдфор-
ду (“BioRad”, США) согласно протоколу произ-
водителя. Концентрации 5-НТ и 5-HIAA в пробе
определяли по площади пика с помощью про-
граммы LabSolution LG/GC (“Shimadzu Corp.”,
Япония) и нормировали по калибровочной кри-
вой, полученной с использованием стандартов 1,
2 и 3 нг для 5-HT и 5-HIAA [16]. Содержание 5-HT
и 5-HIAA выражали в нг/мг белка.

Определение активности ТПГ2. Аликвоту су-
пернатанта (15 мкл) инкубировали в течение
15 мин при 37°С в присутствии 1 мМ дитиотреи-
тола, 0.4 мМ субстрата, L-триптофана (“Sigma-
Aldrich”), 0.3 мМ кофактора – 6-метилтетрагид-
роптерина (“Sigma-Aldrich”), 0.3 мМ ингибито-
ра декарбоксилазы – 3-гидроксибензилгидрази-
на (“Sigma-Aldrich”) и 5 ед. каталазы (“Sigma-Al-
drich”), в конечном объеме 25 мкл. Реакцию
останавливали, приливая 75 мкл 0.6 М HClO4, цен-
трифугировали в течение 20 мин при 12700 об./мин
(+4°С). Чистый супернатант разбавляли в 2 раза
водой MilliQ и использовали для определения
уровня синтезированного 5-HTP с помощью вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии
на колонке Luna C18(2) (размер частиц 5 мкм,
L × I.D = 75 × 4.6 мм, “Phenomenex”) и электро-
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химического детектора (750 мВ, DECADE II™
Electrochemical Detector; “Antec,” США) согласно
[16]. Концентрации 5-HTP в пробе определяли по
площади пика с помощью программы LabSolu-
tion LG/GC (“Shimadzu Corp.”) и нормировали по
калибровочной кривой, полученной с использо-
ванием стандартов 50, 100 и 200 пмоль 5-HTP [16].
В контрольные пробирки добавляли те же реак-
тивы, но не инкубировали, а немедленно прили-
вали 75 мкл 0.6 М HClO4. Аликвоту супернатанта
(10 мкл) смешивали с 90 мкл 0.1 М NaOH и опре-
деляли белок по Брэдфорду (“BioRad”) согласно
протоколу производителя. Активность ТПГ2 вы-
ражали в пмолях 5-HTP, синтезированных за 1 мин
в пересчете на 1 мг белка (пмоль/мг/мин).

Выделение РНК и ОТ-ПЦР. РНК выделяли из
аликвоты (100 мкл) гомогената с помощью Trizol
Reagent (“Ambion, Life Technologies”, США) со-
гласно протоколу производителя. Следы геном-
ной ДНК удаляли, используя ДНКазу, свобод-
ную от РНКазы (“Promega”, США). Целостность
РНК определяли с помощью электрофореза в
0.8%-ном агарозном геле. кДНК синтезировали с
помощью набора R01-250 (“Биолабмикс”, Рос-
сия) согласно протоколу производителя. Кон-
центрацию мРНК определяли методом количе-
ственной ОТ-ПЦР с помощью наборов R-402
(“Синтол”, Россия) и специфически подобран-
ных праймеров (табл. 1). Использовали следую-
щие условия: денатурация 94°С, 4 мин, (денату-
рация 94°С, 15 с; отжиг и элонгация при температу-
ре отжига (табл. 1), 60 с; измерение флуоресценции
– 80°С, 2 с) 40 циклов (“Синтол”, Россия). Прай-
меры подбирали таким образом, чтобы продукты
(ампликоны) не включали интроны. Это условие
необходимо для использования геномной ДНК
мыши в качестве внешнего стандарта. Уровень
экспрессии оценивали с использованием калиб-
ровочной кривой, построенной по известным
концентрациям геномной ДНК мыши и норми-
ровали на 100 транскриптов гена Polr2a в пробе,
служащей внутренним стандартом [16–18]. Такой
метод позволяет измерить реальное число копий
кДНК целевых генов и гена домашнего хозяйства
и нормировать экспрессию целевых генов на ген
домашнего хозяйства [17].

Статистика. Результаты представляли как
среднее ± ошибка среднего и анализировали с по-
мощью однофакторного метода ANOVA. Сравне-
ние post hoc проводили по Фишеру. Уровень зна-
чимости принят равным 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Изменение массы селезенки и тимуса
через 5 суток после введения мышам 
физиологического раствора или ЛПС

Нами выявлены значительные различия в мас-
се селезенки (F(2,21) = 15.5, p < 0.001) и тимуса
(F(2,21) = 36.9, p < 0.001) у мышей разных групп.
В группе мышей, которым вводили ЛПС
(2 мг/кг), отмечено резкое увеличение массы се-
лезенки и снижение массы тимуса через 5 сут по-
сле инъекции по сравнению с животными, кото-
рым вводили физиологический раствор (селезенка,
p <0.001; тимус, p < 0.001), или интактными мы-
шами (селезенка, p = 0.001; тимус, p <0.001) (рис. 1).
При этом введение физиологического раствора
не влияло на массу селезенки и тимуса, которые
оставались такими же, как у интактных животных
(селезенка, p = 0.18; тимус, p = 0.84) (рис. 1).

Изменения уровней 5-HT и 5-HIAA в структурах 
мозга мышей через 5 суток после введения 

физиологического раствора или ЛПС
Обнаружены значительные межгрупповые

различия в уровне 5-HT в гиппокампе и среднем
мозге, 5-HIAA в гипоталамусе и среднем мозге, в
гиппокампе и гипоталамусе мышей (табл. 2). Од-
нократное введение как физиологического рас-
твора, так и ЛПС (2 мг/кг) приводило к увеличе-
нию уровня 5-HT в гиппокампе и среднем мозге,
уровня 5-HIAA в среднем мозге, но к уменьше-
нию уровня 5-HIAA в гипоталамусе (табл. 2).

Изменения активности ТПГ2 в структурах мозга 
мышей через 5 суток после введения 

физиологического раствора или ЛПС
Как и ожидалось, активность ТПГ2 в коре,

гиппокампе, стриатуме и гипоталамусе мышей

Таблица 1. Характеристика праймеров, использованных для проведения количественной ОТ-ПЦР в реальном
времени

Ген Праймер Температура 
плавления, °С

Длина 
ампликона, п.н.

Эффективность 
амплификации

Tph2 5′-CATTCCTCGCACAATTCCAGTCG-3′
5′-AGTCTACATCCATCCCAACTGCTG-3′

62 239 1.8

Tph1 5' ACAAACTCTACCCGACCCAC-3'
5'- CAGTTGCGGGATGTTGTCTT-3'

63 197 1.7

Polr2a 5′-GTTGTCGGGCAGCAGAATGTAG-3′
5′-TCAATGAGACCTTCTCGTCCTCC-3′

63 188 1.9
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была ниже, чем в среднем мозге. Не выявлено
межгрупповых различий в активности фермента
в коре (F(2,21) = 1.3, p = 0.29), гиппокампе
(F(2,21) = 1.76, p = 0.2), стриатуме (F(2,21) = 1.57,
p = 0.23) и среднем мозге (F(2,21) < 1). Однако
введение физиологического раствора и ЛПС
снижало активность ТПГ2 в гипоталамусе
(F(2,21) = 8.88, p = 0.0016) (рис. 2).

Изменения уровней мРНК генов Tph1 и Tph2 
в структурах мозга мышей через 5 суток 

после введения физиологического раствора или ЛПС

Максимальный уровень транскриптов гена Tph1
обнаружен в гиппокампе, в других структурах
мозга он был в основном ниже (табл. 3). Введение

физиологического раствора и ЛПС значительно
снизило экспрессию гена Tph1 в коре головного
мозга мышей (табл. 3).

Уровень транскриптов гена Tph2 в коре, гип-
покампе, стриатуме и гипоталамусе был в не-
сколько раз ниже, чем в среднем мозге. Ни фи-
зиологический раствор, ни ЛПС не влияли на
экспрессию гена Tph2 в исследованных структу-
рах мозга (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Нами впервые оценены отдаленные послед-

ствия (5 суток) однократного введения ЛПС на
уровень 5-HT, 5-HIAA, активность ТПГ, экс-
прессию генов Tph1 и Tph2 в головном мозге мы-

Рис. 1. Масса селезенки и тимуса у интактных мышей и через 5 дней после однократной в/б инъекции физиологиче-
ского раствора или ЛПС в дозе 2 мг/кг. ***p < 0.001 по сравнению с интактными.
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Таблица 2. Уровни 5-HT и 5-HIAA (нг/мг белка) в структурах мозга 4-недельных самцов мышей C57BL/6, ин-
тактных и через 5 суток после однократного введения физиологического раствора или липополисахарида

*p < 0.05.
**p < 0.01.

***p < 0.001 по сравнению с интактными мышами.
#p < 0.05 по сравнению с мышами, которым ввели физиологический раствор.

Структура мозга Интактные мыши Физиологический 
раствор ЛПС, 2 мг/кг p

5-HT
Кора 2.51 ± 0.22 3.15 ± 0.32 3.08 ± 0.15 F(2,21) = 2.1, p = 0.15
Гиппокамп 2.92 ± 0.16 3.67 ± 0.22** 3.14 ± 0.16# F(2,21) = 4.48, p = 0.02
Стриатум 1.5 ± 0.1 2.45 ± 0.43 2.22 ± 0.13 F(2,21) = 3.44, p = 0.051
Гипоталамус 9.45 ± 1.13 7.66 ± 0.41 6.91 ± 0.33 F(2,21) = 3.3, p = 0.057
Средний мозг 3.88 ± 0.19 5.47 ± 0.3* 5.63 ± 0.38*** F(2,21) = 10.3, p <0.001

5-HIAA
Кора 1.02 ± 0.1 1.02 ± 0.13 1.1 ± 0.21 F(2,21) <1
Гиппокамп 3.28 ± 0.16 3.18 ± 0.16 3.44 ± 0.38 F(2,21) <1
Стриатум 1.38 ± 0.12 1.69 ± 0.21 1.72 ±0.19 F(2,21) = 1.1, p = 0.34
Гипоталамус 3.45 ± 0.0.37 2.33 ± 0.29** 2.52 ± 0.21* F(2,21) = 5.77, p = 0.01
Средний мозг 2.54 ± 0.15 3.23 ± 0.18* 3.7 ± 0.21*** F(2,21) = 10.4, p <0.001
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шей. Мы намеренно выбрали молодых живот-
ных, поскольку они более чувствительны к стрес-
су и инфекциям.

Однократное введение ЛПС (2 мг/кг) приво-
дит к активации иммунной системы, которая со-
храняется по крайней мере в течение 5 суток в виде
увеличения массы селезенки и снижения массы
тимуса по сравнению с интактными животными
и животными, которым вводили физиологиче-
ский раствор.

Нами обнаружено увеличение уровня 5-HIAA
и 5-HT в среднем мозге, а также снижение уровня
5-HIAA в гипоталамусе через 5 суток после введе-

ния ЛПС по сравнению с интактными животны-
ми. Важно отметить, что введение физиологическо-
го раствора вызывало изменения в уровне 5-HT
и 5-HIAA в этих структурах, сходные с вызван-
ными ЛПС. Это свидетельствует о том, что на-
блюдаемые изменения в уровнях 5-HT и 5-HIAA
вызваны, скорее всего, отдаленными последстви-
ями стресса, сопряженного с в/б инъекцией, чем
с активацией иммунной системы. Действительно,
ранее мы показали увеличение уровня 5-HIAA в
мозге мышей при эмоциональном стрессе [19].

Снижение уровня 5-HIAA в гипоталамусе мы-
шей, которым вводили физиологический раствор

Рис. 2. Активность ТПГ (пмоль/мг/мин) в коре, гиппокампе, стриатуме, гипоталамусе и среднем мозге интактных мы-
шей и через 5 дней после однократной в/б инъекции физиологического раствора или ЛПС (2 мг/кг). ***p < 0.001 по
сравнению с интактными.
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Таблица 3. Уровни мРНК* генов Tph1 и Tph2 в структурах мозга 4-недельных самцов мышей C57BL/6 интактных
и через 5 суток после однократного введения физиологического раствора или липополисахарида

*Уровни мРНК рассчитывали как число копий на 100 копий мРНК гена Polr2a.
**p <0.01 по сравнению с интактными мышами.

Структура мозга Интактные мыши Физиологический 
раствор ЛПС, 2 мг/кг р

Tph1
Кора 1.77 ± 0.68 0.18 ± 0.0.02** 0.21 ± 0.03** F(2,21) = 5.32, p = 0.013
Гиппокамп 3.35 ± 1.34 7.02 ± 2.86 7.14 ± 0.3.11 F(2,21) < 1
Стриатум 0.18 ± 0.05 0.14 ± 0.03 0.44 ± 0.21 F(2,21) = 1.6, p = 0.23
Гипоталамус 0.12 ± 0.11 0.06 ± 0.04 1.85 ± 1.77 F(2,21) < 1
Средний мозг 0.26 ± 0.08 0.44 ± 0.11 0.3 ± 0.07 F(2,21) = 1.1, p = 0.32

Tph2
Кора 9.57 ± 2.17 4.5 ± 0.58 6.2 ± 1.6 F(2,21)= 2.63, p = 0.1
Гиппокамп 9.04 ± 2.21 17.6 ± 5.8 11.45± 3.14 F(2,21) = 1.2, p = 0.32
Стриатум 3.88 ± 0.8 4.9 ± 0.0.63 6.29 ± 1.49 F(2,21) = 1.34, p = 0.28
Гипоталамус 0.96 ± 0.3 0.79 ± 0.14 3.9 ± 2.9 F(2,21) < 1
Средний мозг 63.56 ± 9.72 77.94 ± 6.51 76.84 ± 12.19 F(2,21) < 1
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и ЛПС, по-видимому, вызвано снижением актив-
ности ТПГ2 и сопряженным снижением синтеза
медиатора. В то же время, увеличение уровня 5-HT
и 5-HIAA в среднем мозге мышей, которым вво-
дили физиологический раствор и ЛПС, вероятно,
не связано с увеличением синтеза медиатора, по-
скольку мы не выявили изменений активности
ТПГ в данной структуре у этих мышей.

Длительные изменения в 5-HT системе в ответ
на введение физиологического раствора кажутся
странными. Однако до нас никто не оценивал от-
даленных последствий одной инъекции физиоло-
гического раствора на 5-HT систему мозга. Можно
предположить, что молодые мыши очень чувстви-
тельны к стрессу, вызванному всего одной инъек-
цией физиологического раствора, и его послед-
ствия сохраняются длительное время. Однако это
предположение нуждается в дальнейшей проверке.

Главной целью нашего исследования было
сравнение уровней транскриптов генов Tph2 и
Tph1 в различных структурах головного мозга.
В качестве внешнего стандарта мы использовали
заданные концентрации геномной ДНК, что поз-
воляет построить калибровочную кривую зависи-
мости порогового цикла от исходного количества
матрицы и, следовательно, определить абсолют-
ную концентрацию транскриптов в исследуемых
пробах [17, 18]. Измерение абсолютных значений
концентрации транскриптов позволило нам не
только оценить влияние введения физиологиче-
ского раствора и ЛПС на экспрессию генов Tph1
и Tph2 в каждой структуре мозга по отдельности,
но и оценить соотношение транскриптов этих ге-
нов в разных структурах.

Как и следовало ожидать, наибольшей кон-
центрация транскриптов гена Tph2 была в сред-
нем мозге, где локализованы тела серотониновых
нейронов и транскрибируется данный ген. Мы
обнаружили также небольшие, но хорошо детек-
тируемые концентрации транскриптов гена Tph2
и в структурах, не содержащих тела 5-HT нейро-
нов (в коре, гиппокампе, стриатуме и гипотала-
мусе), где теоретически этот ген не должен транс-
крибироваться. Мы не знаем причин присутствия
мРНК гена Tph2 в коре, гиппокампе, стриатуме и
гипоталамусе, однако можно предположить два
гипотетических механизма появления тран-
скриптов гена Tph2 в этих структурах: аксональ-
ный транспорт мРНК данного гена из тел 5-HT
нейронов и наличие небольшого числа клеток,
способных экспрессировать ген Tph2. Этот во-
прос требует дальнейшего исследования.

Важно отметить, что концентрация транскрип-
тов Tph1 во всех исследованных структурах нахо-
дится примерно на одинаковом и довольно низ-
ком, практически следовом, уровне по сравне-
нию с концентрацией транскриптов гена Tph2.
Этот контраст в экспрессии генов Tph1 и Tph2

проявляется в полной мере в среднем мозге, где
концентрация транскриптов гена Tph2 в несколь-
ко сотен раз больше, чем гена Tph1. Этот результат
хорошо согласуется с данными других авторов [8],
которые не нашли мРНК гена Tph1 [7] и белка
ТПГ1 в мозге грызунов. Данные RNA-Seq показа-
ли, что в ядрах шва среднего мозга мыши уровень
экспрессии генов Tph2 и Tph1 составляет 1680 и
0.8 ТРМ (число транскриптов генов Tph2 и Tph1
на миллион транскриптов) соответственно [20].
Более того, наши результаты хорошо согласуются
с данными, согласно которым нокаут гена Tph1
снижает уровень 5-HT в мозге мышей всего на не-
сколько процентов, тогда как нокаут гена Tph2
драматически снижает уровень этого биогенного
амина [9]. Можно предполагать, что в мозге мыши
имеется небольшое число клеток, способных экс-
прессировать ТПГ1. В любом случае, вклад ТПГ1 в
синтез 5-HT в мозге мышей значительно ниже,
чем ТПГ2.

Поскольку уровень мРНК гена Tph1 возрастал
в 1.8 раза через несколько часов после стресса,
было высказано предположение о возможности
повышения относительной роли ТПГ1 в мозге
при патологиях [12]. В нашем исследовании мы
моделировали патологическое состояние, вы-
званное введением ЛПС, и не выявили суще-
ственных изменений в экспрессии гена Tph1 в
структурах мозга. Синтез белка ТПГ1 может про-
исходить только в телах 5-HT нейронов. Поэтому
о вкладе ТПГ1 и ТПГ2 в синтез 5-HT в 5-HT ней-
ронах можно судить по относительной экспрес-
сии генов Tph1 и Tph2 в среднем мозге, где лока-
лизованы тела 5-HT нейронов. Поскольку экс-
прессия гена Tph2 в этой структуре в несколько
сотен раз превышает экспрессию Tph1, вклад
ТПГ2 в синтез серотонина в 5-HT нейронах во
много раз превышает вклад ТПГ1. Даже стресс,
который может увеличить экспрессию гена Tph1 в
1.8 раза [12], не способен изменить доминирова-
ние ТПГ2 в синтезе 5-HT.

Тем не менее, соизмеримые концентрации
мРНК генов Tph1 и Tph2 найдены в мозге грызу-
нов [10–12] и человека [13–15]. Проанализируем
подробно эти результаты. В работах, выполненных
на грызунах [10–12], использовали метод 2–∆∆Ct, ко-
торый не позволяет определить абсолютную кон-
центрацию транскриптов, а оценивает только
степень изменения концентрации при воздей-
ствии по сравнению с животными контрольной
группы, уровень транскриптов у которых прини-
мается за 1 (или 100) [21]. Поэтому измеренная
методом 2–∆∆Ct экспрессия разных генов вне зави-
симости от абсолютной концентрации их тран-
скриптов всегда будет 1 (или 100), что мы и на-
блюдаем в работах [10–12]. Иными словами, оди-
наковость экспрессии генов Tph1 и Tph2 в мозге
грызунов в этих работах является иллюзорной и



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

ИЗМЕНЕНИЯ УРОВНЯ мРНК ГЕНОВ 305

обусловлена особенностью метода. Авторы, изу-
чающие экспрессию генов Tph1 и Tph2 в мозге че-
ловека [13–15], использовали модифицирован-
ный протокол, позволяющий оценить концен-
трацию мРНК целевого гена относительно гена
домашнего хозяйства. В этих работах обнаружен
высокий уровень мРНК гена Tph1 в мозге человека.
Поскольку анализировали посмертные образцы,
то нельзя исключить, что относительно высокая
экспрессия гена Tph1 может быть обусловлена из-
менениями в мозге, вызванными агонией. Нако-
нец, высокий уровень экспрессии гена Tph1 в
мозге может быть видовой особенностью человека.
Недавно мы показали, что одинаковый уровень
экспрессии генов Tph1a, Tph1b и Tph2 в мозге яв-
ляется видовой особенностью рыб Nothobranhius
furzeri [22] и Danio rerio [16].

Таким образом, нами получены три суще-
ственных результата. Во-первых, стресс (инъек-
ция) оставляет продолжительный след (5 cуток)
на уровне метаболизма 5-HT в мозге молодых
мышей. Во-вторых, наибольший уровень мРНК
гена Tph2 наблюдается в среднем мозге, где рас-
положены тела 5-HT нейронов, тогда как в коре,
гиппокампе, стриатуме и гипоталамусе, где рас-
положены их аксоны и окончания, уровень
мРНК данного гена в несколько раз ниже. В-тре-
тьих, в мозге мышей в норме и при воспалении
выявлены лишь следовые количества мРНК
Tph1. Это свидетельствует о том, что ТПГ1, по-
видимому, не играет существенной роли в синте-
зе 5-HT в мозге мышей как в норме, так и при па-
тологиях.

Мышей содержали и разводили в Российском
национальном центре генетических ресурсов ла-
бораторных животных, который поддерживается
бюджетными проектами № FWNR-2022-0023 и
RFMEFI62117X0015.

Выполнение данной работы поддержано Рос-
сийским научным фондом (грант № 21-15-00035).

Содержание и экспериментальные процедуры
проведены в соответствии с правилами Совета Евро-
пейского Парламента (Директива 2010/63/EU от 22
сентября 2010 г) и одобрены Комиссией по биоэтике
ИЦиГ СО РАН.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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Alterations in the Level of mRNA of Tph1, Tph2 Genes, Tryptophan Hydroxylase 
Activity and Serotonin Metabolism in Mouse Brain 5 Days

after Lipopolysaccharide Administration
D. V. Sherbakov1, A. B. Arefieva1, P. D. Komleva1, A. E. Iz’urov1, N. V. Khotskin1,

D. V. Bazovkina1, and A. V. Kulikov1, *, **
1Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia

*e-mail: v_kulikov@bionet.nsc.ru
**e-mail: avkulikov52@gmail.com

Tryptophan hydroxylases 1 and 2 (TPH1 and TPH2) play the key role in the synthesis of a neurotransmitter
and hormone, serotonin (5-HT) in peripheral organs and in the brain, respectively. The main aim of the pres-
ent study was to clarify the distribution of mRNA of Tph1 and Tph2 genes in brain structures in norm and
after inflammation. The experiments were carried out on young (4 weeks old) males of C57BL/6 mice. The
animals were divided into three groups: intact, control, injected ip with saline, and injected ip with 2 mg/kg
of bacterial lipopolysaccharide (LPS). Markers of inflammation, spleen and thymus mass were assayed 5 days
after the saline or LPS administration. In their frontal cortex, hippocampus, striatum, hypothalamus and
midbrain the concentrations of 5-HT, its main metabolite, 5-hydroxyindole acetic acid (5-HIAA), and TPH
activity were assayed in using HPLC, while Tph1 and Tph2 mRNA were quantified by quantitative real-time
RT-PCR. Dramatic increase of spleen mass and decrease of thymus mass 5 days after LPS administration was
shown. Significant increase of 5-HT and 5-HIAA levels in midbrain as well as decrease of 5-HIAA concen-
tration and TPH activity in hypothalamus in mice treated with LPS and saline compared with intact animals
was revealed. The highest concentration of Tph2 gene mRNA was observed in midbrain in 5-HT neuron bod-
ies, while in this gene mRNA level was lower in 5-HT endings (cortex, hippocampus, striatum and hypothal-
amus). Trace amounts of Tph1 mRNA was revealed in all studied brain structures in mice of the three groups.
Thus, Tph1 gene expression in the mouse brain is too low to significantly affect 5-HT synthesis in normal
conditions and during inflammation.

Keywords: mice, tryptophan hydroxylase 1 и 2, serotonin, lipopolysaccharide, brain
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Представлен обзор литературных данных относительно возможности применения интерферонов
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исследования позволяют позиционировать ИНФ-λ в качестве эффективного терапевтического
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ВВЕДЕНИЕ
Интерфероны (ИФН) ‒ естественные проти-

вовирусные цитокины, необходимые для эффек-
тивной защиты в ходе раннего иммунного ответа.
Вырабатываясь в ответ на вирусные инфекции,
ИФН способствуют эндогенному противовирус-
ному состоянию, индуцируя ИФН-стимулируе-
мые гены (ISGs). ISGs снижают вирусную нагруз-
ку, подавляя проникновение вируса в клетку, его
репликацию внутри клетки и/или высвобожде-
ние из клетки [1, 2].

На сегодняшний день известно три типа ИФН:
I (ИФН-α/β), II (ИФН-γ) и III (ИФН-λ). ИФН-λ ‒
преобладающий тип ИФН, продуцируемый в эпи-
телии слизистой оболочки, играет ключевую роль
в защите хозяина при вирусных инфекциях легких
[3‒5]. С момента открытия ИФН-λ в 2003 году
многое стало известно об этой группе цитокинов
и их функциях в организме [6]. Исследование
функций ИФН-λ подтвердили не только значи-
тельное сходство с противовирусной активностью
ИФН I типа, реализующиеся по тем же сигналь-
ным путям, но и отличительные особенности воз-
действия ИФН-λ на организм, связанные с огра-

ниченным распределением его рецепторов. В от-
личие от повсеместной экспрессии рецептора
ИФН I типа, присутствующего практически во
всех ядерных клетках, экспрессия рецептора
ИФН-λ ‒ IFNLR1 ‒ происходит преимуществен-
но в эпителиальных клетках слизистых оболочек,
служащих анатомическими барьерами организ-
ма. Такое избирательное распределение экспрес-
сии ИФН-λ препятствует проникновению через
поверхность слизистой и кожи большинства па-
тогенов из окружающей среды [7]. ИФН-λ, в от-
личие от ИФН I типа, не вызывает системной
воспалительной реакции, а скорее обладает тка-
незащитным и противовоспалительным действи-
ем [8]. Отсутствие провоспалительных эффектов
в тканях легких [9] считают одним из важных пре-
имуществ ИФН-λ перед ИФН I типа.

Таким образом, ИФН-λ обеспечивает первый
рубеж защиты, который затем вместе с ИФН-α
формирует противовирусный ответ организма в
целом. Феномен “сторожевой молекулы” присущ
именно ИФН-λ, поскольку фактическое дей-
ствие ИФН-α реализуется только через 48 ч после
проникновения вируса [10]]. В целом, ИФН III ти-
па контролируют инфекцию на участках слизисто-
го барьера, в то время как ИФН I типа важны для
широкого системного инфекционного контроля.

Сокращения: ИФН ‒ интерферон(ы); ЭЛИ ‒ электронно-
лучевая иммобилизация; ISGs (interferon-stimulated genes) ‒
интерферонстимулируемые гены.

УДК 578.2

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ:
ОТ РЕПАРАЦИИ ДНК ДО МЕТАБОЛОМИКИ
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ВОЗМОЖНЫЕ ПУТИ УКЛОНЕНИЯ
SARS-CoV-2 ОТ ПРОТИВОВИРУСНОГО 

ДЕЙСТВИЯ

Коронавирус-2, вызывающий тяжелый ост-
рый респираторный синдром (SARS-CoV-2), стал
серьезной проблемой для здравоохранения во
всем мире. Для прекращения пандемии вызван-
ного им заболевания, COVID-19, а также его ле-
чения необходимы новые тактические и страте-
гические подходы.

SARS-CoV-2 высокочувствителен к ингибиру-
ющему действию ИФН, в то же время к особен-
ностям этого вируса относится способность обхо-
дить врожденный иммунный ответ. В настоящее
время известно несколько стратегий уклонения
SARS-CoV-2 от иммунной системы организма
[11]. Одна из них ‒ экранирование вирусной
двухцепочечной РНК (дцРНК) SARS-CoV-2 в
двумембранных везикулах, защищающих дцРНК
от узнавания паттернраспознающим рецептором
(PRR, pattern recognition receptor) [12]. Другая
стратегия ‒ ингибирование сигнальных путей,
обеспечивающих продукцию и действие ИФН.
В нескольких исследованиях было показано, что
продукцию ИФН-β ингибирует ряд белков
SARS-CoV-2: NSP1, NSP3, NSP5, NSP12, NSP13,
NSP14, NSP15, ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a,
ORF7b, ORF8, ORF9b, N и M [13‒15]. Показано,
что эти белки снижают опосредованную RIG-I
(retinoic acid-inducible gene I) активность промо-
тора гена ИФН-β (IFNB1), что позволяет предпо-
ложить, что они могут подавлять опосредован-
ную RLR (RIG-I-like receptors) передачу сигналов
[13, 16, 17]. H. Xia и соавт. [17] сравнили ингиби-
рующую активность коронавируса ближнево-
сточного респираторного синдрома (MERS-
CoV), коронавируса-1 тяжелого острого респира-
торного (SARS-CoV-1) и SARS-CoV-2 в отноше-
нии продукции и передачи сигнала ИФН I типа и
выявили, что белки NSP1 и NSP6 SARS-CoV-2
подавляют передачу сигналов ИФН I типа более
эффективно, чем два других коронавируса. Од-
ной из стратегий уклонения может быть блокиро-
вание сигналинга ИФН через подавление фосфо-
рилирования транскрипционного фактора STAT1
[18]. Miorin с соавт. [19] показали, что SARS-CoV-2
эффективно блокирует ядерную транслокацию
STAT1 и STAT2, ингибируя тем самым тран-
скрипцию ISGs. D. Shin с соавт. [20] обнаружили,
что уклонение SARS-CoV-2 от действия ИФН мо-
жет быть обусловлено активностью папаинпо-
добной протеазы (PLpro), которая расщепляет
убиквитинподобный модификатор ИФН-стиму-
лируемого гена-15 (ISG15) – белка с высокой
противовирусной активностью.

Коронавирусная инфекция подавляет выра-
ботку эндогенного ИФН и во многом определяет
тяжесть клинических проявлений заболевания
[21‒23]. Scagnolari и др. [24] выявили, что у паци-

ентов с тяжелым течением COVID-19, которым
требовалась механическая вентиляция легких,
снижена экспрессия мРНК ИФН-λ(1‒3), ИФН I
типа и ISGs. Кроме того, сообщалось, что тяже-
лое течение COVID-19 может быть обусловлено
наличием нейтрализующих аутоантител к ИФН
[25, 26]. В то же время у некоторых пациентов с
тяжелыми формами COVID-19 были повышены
уровни ИФН-α, что может быть объяснено сни-
жением чувствительности вируса к ИФН [27].

Представляет интерес также роль полимор-
физма генов ИФН в ответе на вирусную инфек-
цию и их возможное влияние на тяжесть клини-
ческих проявлений COVID-19. Известно, что не-
которые заболевания могут быть вызваны
генетическими вариациями в компонентах им-
мунной системы, например в опосредованных
ИФН сигнальных путях. В 2009 г. в результате
трех независимых полногеномных ассоциатив-
ных исследований было выявлено, что однонук-
леотидный полиморфизм rs12979860 в промотор-
ной области гена ИФН-λ3 (IL28B) в значительной
степени ассоциирован со спонтанным клиренсом
вируса гепатита C и устойчивым вирусологиче-
ским ответом на терапию хронического гепатита С
[28‒30]. Позднее выявили, что индивидуальные
вариации гена IL28B определяют различия и в
иммунном ответе на острые респираторные ин-
фекции и на инфекцию SARS-CoV-2. Гомозигот-
ные варианты генов, кодирующих ИФН-λ3/4,
могут коррелировать со снижением клиренса ви-
руса у детей, больных острыми респираторными
инфекциями [31]. J. Saponi-Cortes и др.  [32] вы-
явили связь полиморфизма rs12979860 гена
ИФН-λ4 (IFNL4) с симптоматической инфекци-
ей COVID-19. В сравнении с контрольной груп-
пой, у пациентов с COVID-19 был сверхэкспрес-
сирован T-аллель rs12979860, который может
быть фактором риска заражения и тяжелого тече-
ния COVID-19. Также обнаружено, что полимор-
физмы: C/T rs1297860 гена IL28B и TT/ΔG
rs368234815 гена IFNL4 ‒ могут влиять на спо-
собность хозяина модулировать инфекцию
SARS-CoV-2 без явного влияния на исход забо-
левания [33]. P. Rahimi с соавт. [34] продемон-
стрировали, что пациенты с “неблагоприятны-
ми” SNP в гене IL28B и IFNL4 подвержены более
тяжелому течению COVID-19 по сравнению с па-
циентами “благоприятных” генотипов. Взаимо-
связь тяжести течения COVID-19 с определенны-
ми аллельными вариантами генов ИФН имеет
важное клиническое значение и может использо-
ваться для прогнозирования и оптимизации инди-
видуальных схем противовирусной терапии.

ИФН-λ КАК ИНГИБИТОР SARS-CoV-2
При вирусных заболеваниях верхних и ниж-

них дыхательных путей первой линией защиты
служит врожденная иммунная система респира-



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

ВОЗМОЖНОСТИ ИНТЕРФЕРОНА ЛЯМБДА 309

торного эпителия, которая продуцирует ИФН-λ
(ИФН-λ1, -λ2, -λ3 и -λ4), обеспечивающие
быстрый иммунный ответ на респираторные ви-
русы [35].

В исследованиях S. Davidson и др. [9] и J. Fox с
соавт. [36] показано, что первичные респиратор-
ные эпителиальные клетки трахеи мыши и линии
эпителиальных клеток легких мыши реагируют
как на ИФН I, так и III типа индукцией антиви-
русных генов. Несмотря на то, что эти клетки отве-
чают на оба типа цитоконов, они преимуществен-
но индуцируют ИФН III типа в ответ на вирус
гриппа А, респираторно-синцитиальный вирус,
SARS-CoV-2 и другие [37, 38]. Появившиеся в по-
следние десятилетия новые штаммы коронавиру-
сов ассоциированы с тяжелой инфекцией верхних
и нижних дыхательных путей. Учитывая это,
Beucher G. с соавт. [39] реконструировали первич-
ный бронхиальный эпителий, полученный от
взрослых и детских доноров, чтобы проследить ди-
намику распространения SARS-CoV-2. Анализи-
руя течение инфекции с помощью методов визуа-
лизации и ОТ-ПЦР в режиме реального времени,
исследователи отметили ограничение репликации
и распространение вируса в некоторых образцах.
Этот фенотип чаще встречался в эпителии детей,
чем взрослых, и коррелировал с ускоренным вы-
свобождением ИФН III типа, в то время как бло-
кирование экспрессии гена ИФН III типа с ис-
пользованием системы CRISPR/Cas9 приводило к
значительному увеличению инфицированных
SARS-CoV-2 клеток. Эти данные свидетельству-
ют о важной роли ИФН-λ в противовирусной за-
щите дыхательных путей. Что касается ИНФ I ти-
па (α и β), они не были обнаружены ни в суперна-
танте, ни при анализе транскриптома.

В настоящее время существует ряд доказа-
тельств того, что ИФН-λ обладает противовирус-
ной активностью в отношении SARS-CoV-2 in vitro
и in vivo. Эти наблюдения подчеркивают важную
роль ИФН-λ в борьбе с инфекцией SARS-CoV-2 и
его клиническими последствиями. Способность
ИФН-λ активировать более узкий набор генов по
сравнению с ИФН I типа в ограниченной группе
клеток-мишеней, экспрессирующих IFNLR1, и
отсутствие системного воспалительного ответа
позволяют рассматривать этот тип ИФН пер-
спективным терапевтическим противовирусным
агентом. Решающим моментом интерфероноте-
рапии считается время начала лечения. Недавно в
ретроспективном исследовании 446 пациентов с
COVID-19 показано, что применение ИФН-α на
поздней стадии заболевания, когда вирусом ин-
фицировано много тканей и органов, не дает
должного терапевтического эффекта, в то время
как ранняя интерферонотерапия благоприятно
влияет на исход заболевания и выздоровление [40].

В работе U. Felgenhauer и др. [41] продемон-
стрировано противовирусное действие ИФН I
(ИФН-α) и III (ИФН-λ) типов относительно
SARS-CoV-2. Исследователи использовали две
линии эпителиальных клеток млекопитающих и
обнаружили, что оба цитокина дозозависимо ин-
гибировали SARS-CoV-2. На основании получен-
ных результатов они пришли к заключению, что
SARS-CoV-2 чувствителен к экзогенному ИФН
[41]. А. Vanderheiden и др. [42] показали, что обра-
ботка культуры клеток эпителия дыхательных пу-
тей человека ИФН I или III типа за 24 ч до зараже-
ния приводила к снижению уровня вирусной
РНК в три раза, а репликация вируса уменьша-
лась на 90%. Обработка зараженной клеточной
культуры ИФН также снижала вирусную нагрузку:
значимый эффект проявлялся к третьим суткам
эксперимента. В вышеупомянутом исследовании
G. Beucher с соавт.  [39] продемонстрировано, что
обработка эпителия взрослых пациентов экзоген-
ным ИФН III типа ограничивала инфекцию
SARS-CoV-2. В проведенном S. Sohn с соавт. [43]
исследовании ИФН-λ1 значительно ограничивал
продукцию SARS-CoV-2 в культуре первичных
бронхиальных эпителиальных клеток человека.
Предварительная обработка клеток эпителия лег-
ких человека ИФН I типа полностью блокирова-
ла продукцию вируса, а обработка ИФН-λ1 зара-
женных клеток ингибировала репликацию вируса
более чем на порядок. В экспериментах с транс-
генными мышами, экспрессирующими ангиотен-
зинконвертирующий фермент-2 человека (АСЕ2),
авторы показали, что одна доза интраназально
введенного ИФН-λ1 приводила к снижению тя-
жести заболевания и смертности животных при за-
ражении SARS-CoV-2. R. Dijkman с соавт. [44] про-
вели поиск эффективной схемы лечения ближне-
восточного респираторного синдрома (MERS),
вызванного соответствующим коронавирусом,
препаратами ИФН-λ1. Они использовали пер-
вичную культуру клеток дыхательного эпителия
человека (hAECs) и продемонстрировали, что од-
нократная доза ИФН-α и ИФН-λ в равной степе-
ни индуцировала экспрессию ISGs, в то время как
двукратное увеличение дозировки препаратов
ИФН вызывало повышение экспрессии ISGs
лишь на культуре, обработанной ИФН-λ. В экспе-
риментах на мышах также показана эффектив-
ность применения двухдозового режима ИФН-λ,
а комбинация профилактических и отсроченных
терапевтических режимов в полной мере защи-
щала мышей от инфекции MERS-CoV.

L. Miorin и др. [19] оценили чувствительность
SARS-CoV-2 к ИФН. Авторы инкубировали клет-
ки Vero E6 с различными концентрациями ИФН
I, II и III типов, после чего проводили заражение
культуры вирусом. Оказалось, что предынкуба-
ция клеток Vero E6 с ИФН I типа резко снижала
процент инфицированных клеток; наблюдали
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снижение и в случае предынкубации с ИФН II, в
то время как для ИФН III типа регистрировали
лишь незначительный ингибиторный эффект
(рис. 1). Учитывая выраженный противовирусный
эффект ИФН III типа относительно SARS-CoV-2,
ранее продемонстрированный в экспериментах
in vitro и in vivo [45, 46], L. Miorin и соавт. предпо-
ложили, что полученные ими результаты обу-
словлены низкой экспрессией рецепторов ИФН
III типа клетками Vero E6.

Z. Chong с соавт.  [47] в экспериментах на трех
стандартных линиях мышей и линии мышей,
трансгенной по ACE2 человека, показали, что ин-
траназальное введение IFN-λ обеспечивает до- и
постэкспозиционную защиту от заражения не-
сколькими штаммами SARS-CoV-2, не вызывая
обширного воспаления.

РАЗРАБОТКА ПРЕПАРАТОВ НА ОСНОВЕ 
ИФН-λ ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ COVID-19

Вышеприведенные данные свидетельствуют о
высокой перспективности создания лекарствен-
ных средств на основе рекомбинантного ИФН-λ1
человека для лечения COVID-19. Однако, не-
смотря на острую потребность в подобных проти-
вовирусных препаратах, в настоящее время на
фармацевтическом рынке их нет. Уже показано,
что лекарственные средства на основе рекомби-
нантных белков имеют хороший фармакокинети-
ческий профиль и устойчивы к ферментативным
системам крови.

Одна из наиболее распространенных стратегий
повышения стабильности белковых препаратов и
увеличения времени их полувыведения из орга-
низма ‒ химическая модификация целевых белков

Рис. 1. Влияние интерферонов I, II и III типов на инфицированные SARS-CoV-2 клетки Vero E6. а ‒ Процент инфици-
рованных клеток Vero E6, рассчитанный как соотношение клеток, позитивных на вирусный белок нуклеопротеин (NP),
к общему числу клеток (данные представлены как среднее значение ± стандартное отклонение, n = 3). б ‒ Анализ титров
вируса, выраженных как TCID50, в супернатантах клеток Vero E6 (данные представлены как среднее ± SEM, n = 3) [17,
Creative Commons Attribution License 4.0 (CC BY)].
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и пептидов полиэтиленгликолем (ПЭГ) – пегили-
рование [48]. В настоящее время на фармацевтиче-
ском рынке циркулирует много таких препаратов
(Pegasys, PEG-Intron, Neulasta, Esperoct, Plegridy
и др.) и множество подобных соединений находит-
ся на этапе разработки и доклинических иссле-
дований. Компанией “ZymoGenetics” и “Bristol-
Myers Squibb” (США) разработан препарат пеги-
лированного ИФН-λ, предназначенный для па-
рентерального введения, для профилактики ви-
русных гепатитов. Для этого соединения зареги-
стрирован более высокий профиль безопасности
в сравнении с пегилированным ИФН-α [49]. Но
на настоящий момент лекарственного препарата
на основе ПЭГ-ИФН-λ на фармацевтическом
рынке нет.

Химическая иммобилизация терапевтических
белков в ряде случаев может быть успешно замене-
на технологией электронно-лучевой иммобилиза-
ции (ЭЛИ) [50]. Эта технология основана на при-
менении направленного потока ускоренных элек-
тронов с широким диапазоном энергии (1‒5 МэВ)
и доз от 0.5 до 6 Мрад, а также γ-излучения и иммо-
билизации биологически активных молекул на
низкомолекулярных водорастворимых носителях.

Применение такой технологии позволяет получать
препараты белков, обладающие повышенной био-
доступностью, сниженной токсичностью и сохра-
ненной биологической активностью.

Мы тоже использовали технологию ЭЛИ при
разработке пегилированной формы ИФН-λ1 в
целях получения активной фармацевтической
субстанции для ингибирования SARS-CoV-2. Ле-
карственный препарат на основе ПЭГ-ИФН-λ1
создан на базе Института цитологии и генетики
СО РАН (Новосибирск, Россия) и НИИ фарма-
кологии и регенеративной медицины им.
Е.Д. Гольдберга (Томск, Россия) в содружестве c
фармацевтической компании “Сибирский центр
фармакологии и биотехнологии” (Россия). Пеги-
лирование проводили низкомолекулярным ПЭГ
по технологии ЭЛИ [51]. Цитотоксичность полу-
ченного препарата ПЭГ-ИФН-λ1, проведенная на
культуре клеток Vero E6, проявлялась лишь в мак-
симальной из использованных концентраций ‒
108 мкг/мл, в то время как в три раза меньшая
концентрация уже не оказывала достоверного по-
вреждающего действия. При исследовании про-
тивовирусной активности обеих форм ИФН-λ1 в
отношении SARS-CoV-2 в клетках Vero E6 обна-

Таблица 1. Ингибирование репликации SARS-CoV-2 в клетках Vero E6, предынкубированных с ИФН-λ1 или
ПЭГ-ИФН-λ1а

аВ таблице приведены данные из работы [52]. Учет результатов проводили микроскопией (по наличию вирусспецифического
цитопатогенного действия) и с использованием теста метаболической активности клеток (МТТ-тест). Жирным шрифтом
выделены статистические значимые результаты (p < 0.05).
bОтрицательный контроль ‒ клетки Vero E6, не инфицированные SARS-СoV-2.
cПолная сохранность монослоя Vero E6.
dПолная гибель монослоя в результате цитотоксического действия максимальной дозировки ПЭГ-ИФН-λ1.
eЕдиничные фокусы вирусспецифического цитопатического действия.
f20‒45% вирусспецифического цитопатического действия.
g40‒60% вирусспецифического цитопатического действия.
h50‒85% вирусспецифического цитопатического действия.
iПолная гибель монослоя Vero E6. jПоложительный контроль ‒ клетки Vero E6, инфицированные SARS-СoV-2, но не обра-
ботанные ИФН-λ1; показания принимали за 100%.

[ИФН-λ1], 
нг/мл

Сохранность монослоя, 
OD540

[ПЭГ-ИФН-λ1], 
нг/мл

Сохранность монослоя, 
OD540

К‒b 1.25 ± 0.25c К‒ 1.20 ± 0.23c

42000.00 1.15 ± 0.20c 108000.00 0.30 ± 0.11d

14000.00 1.20 ± 0.20c 36000.00 1.15 ± 0.21c

4667.00 1.18 ± 0.15c 12000.00 1.17 ± 0.21c

1555.00 1.13 ± 0.15c 4000.00 1.15 ± 0.18e

518.00 1.19 ± 0.17c 1333.00 1.05 ± 0.21f

173.00 1.16 ± 0.18c 444.00 0.95±0.19f

57.60 1.12 ± 0.15c 148.00 0.91 ± 0.20f

19.20 1.10 ± 0.14e 49.40 0.85 ± 0.18f

6.40 0.50 ± 0.11g 16.50 0.51 ± 0.13h

2.13 0.18 ± 0.10i 5.50 0.23 ± 0.08h

0.71 0.21 ± 0.11i 1.82 0.20 ± 0.07i

0.23 0.18 ± 0.10i 0.61 0.23 ± 0.08i

К+j 0.14 ± 0.09i К+ 0.15 ± 0.10i
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ружили, что концентрация 50%-ного ингибиро-
вания (IC50) для ПЭГ-ИФН-λ1 составила 25.0 ±
± 6.5 нг/мл, в то время как для рекомбинантного
ИФН-λ1 этот показатель составлял 7.3 ± 3.1 нг/мл
(p < 0.05, тест Манна‒Уитни) (табл. 1).

Таким образом, ингибирующая активность
ПЭГ-ИФН-λ1 на репликацию SARS-CoV-2 в
клетках Vero E6 оказалась в 3 раза ниже, чем для
непегилированной формы ИФН-λ1. Известно,
что модификации белковых молекул часто при-
водят к снижению их удельной активности за счет
возрастающей стереоспецифической блокады, за-
трудняющей связывание с рецепторами [53, 54].
В то же время существенное повышение стабиль-
ности и увеличение времени циркуляции моди-
фицированных белков зачастую компенсируют
их сниженную биологическую активность.

В настоящее время проводятся исследования
пегилированной формы ИФН-λ в качестве ле-
карственного средства против COVID-19. K. Din-
non с соавт. [55] на мышиной модели продемон-
стрировали, что ПЭГ-ИФН-λ1a человека суще-
ственно тормозит репликацию SARS-CoV-2 в
эпителиальных клетках, а профилактическое или
терапевтическое введение препарата значительно
снижает вирусную нагрузку в тканях легких.

В исследовании J. Feld и др. [56] описано пре-
имущество подкожного введения ПЭГ-ИФН-λ
при лечении COVID-19 легкой и средней степени
тяжести в течение 7 суток после появления симп-
томов или первого положительного теста при от-
сутствии симптомов. В то же время в другом ран-
домизированном плацебо-контролируемом ис-
следовании на 120 пациентах с COVID-19 легкой
и средней степени тяжести подкожные инъекции
ПЭГ-ИФН-λ1 в течении 72 ч после постановки
диагноза не снижали вирусовыделение и не улуч-
шали самочувствие больных [57]. Неоднознач-
ность результатов клинических исследований
подчеркивает необходимость дальнейшего изуче-
ния возможности применения ПЭГ-ИФН-λ для
профилактики и лечения COVID-19.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

К настоящему моменту закончен этап фунда-
ментального, академического понимания роли
ИФН-λ в отношении его противовирусной ак-
тивности. Вполне обоснованно выглядит кон-
цепция, что ИФН-λ выполняет роль сторожевой
молекулы эпителиальных барьеров и вносит ощу-
тимый вклад в экстренную противовирусную за-
щиту. По нашему мнению, сейчас наступает так
называемый “этап внедрения” этой концепции.
Очевидно, что повышение противовирусной за-
щиты будет более эффективным при применении
экзогенных ИФН, а не их индукторов. В условиях
высоких рисков вирусных пандемий возникает оче-

видная потребность в разработке и производстве
лекарственных препаратов на основе ИФН-λ. При-
нимая во внимание опыт использования в меди-
цине ИФН I и II типов, можно утверждать, что
наиболее перспективными будут модифициро-
ванные формы ИФН-λ ‒ например, их пегили-
рование по электронно-лучевой или химиче-
ской технологии в зависимости от требований
по оптимальной фармакокинетике лекарствен-
ного препарата.

Написание настоящего обзора не потребовало
специального финансирования.

Статья не содержит каких-либо исследований
с участием людей или животных в качестве объек-
тов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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Potential of Interferon Lambda as an Inhibitor of SARS-CoV-2
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The study provides an overview of scientific results on the feasibility of using type III interferons against
SARS-CoV-2. We have analyzed data obtained from the PubMed electronic database for the period
2020‒2022. The results of our own studies of pharmacological substances based on recombinant IFN-λ1 and
its pegylated form are also presented. Completed and ongoing investigations allow us to position IFN-λ as an
effective therapeutic agent against SARS-CoV-2.
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Исследования механизмов сохранения генетической информации, проводимые с момента откры-
тия систем репарации ДНК, обусловлены ключевой ролью повреждений ДНК в возникновении
различных заболеваний, включая онкологические. До сих пор остается актуальным вопрос о связи
между накоплением повреждений ДНК, сбоями в работе путей репарации ДНК и повышенным
риском развития некоторых заболеваний. За последние несколько лет предприняты значительные
усилия, направленные на разработку методов анализа активности ферментов эксцизионной репа-
рации оснований ДНК в клетках человека. Нами разработаны флуоресцентные ДНК-зонды, позво-
ляющие определять в клеточных экстрактах уровень активности ключевых ферментов эксцизион-
ной репарации оснований ДНК, а именно ДНК-гликозилаз UNG2, SMUG1, MBD4, TDG, AAG,
NEIL1, NTHL1 и OGG1 и АР-эндонуклеазы APE1. Чувствительность ДНК-зондов определяли на
очищенных препаратах ферментов. Определение активности ферментов репарации в экстрактах
клеточных линий опухолей яичников человека TOV112, 79, OVCAR3, MESOV, SCOV3 и TOV21 поз-
волило выявить значительную вариабельность уровня активности ферментов в этих линиях клеток.
Полученные результаты могут стать основой для создания тест-системы определения активности
ключевых ферментов эксцизионной репарации оснований ДНК в организме человека.
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ВВЕДЕНИЕ
Репарация ДНК – важный процесс поддержа-

ния целостности генома и, как следствие, генети-
ческой стабильности и жизнеспособности кле-
ток. Эксцизионная репарация оснований ДНК
(base excision repair, BER) – один из путей репара-
ции, отвечающий за удаление из ДНК необъем-

ных повреждений, возникающих в таких процессах,
как дезаминирование, алкилирование, окисле-
ние азотистых оснований, гидролиз N-гликозид-
ных и фосфодиэфирных связей [1]. В исследовани-
ях процесса BER in vitro показано существование
двух альтернативных путей: “короткозаплаточно-
го”, в котором замене подвергается только один
нуклеотид, и “длиннозаплаточного”, где проис-
ходит достройка двух и более нуклеотидов [2–5].
В обоих случаях ДНК-гликозилаза, имеющая
специфичность к определенному типу поврежде-
ний, удаляет поврежденное азотистое основание,
после чего AР-эндонуклеаза APE1 гидролизует
ДНК с образованием 3'-концевой OH-группы [6].
Репарация отдельных окисленных азотистых ос-
нований, инициированная бифункциональными
гликозилазами (например, OGG1 и NEIL1-3),

О. С. Федорова

Сокращения: OGG1 – 8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза;
AAG – алкиладенин-ДНК-гликозилаза; APE1 – АР-эндо-
нуклеаза человека; MBD4 – метилцитозин-связывающий
домен 4; TDG – тимин-ДНК-гликозилаза; NEIL1 – эндо-
нуклеаза VIII; АР-сайт – апуриновый/апиримидиновый
сайт; F – остаток (2R,3S)-2-(гидроксиметил)-3-гидрокси-
тетрагидрофурана; εА – 1,N6-этеноаденозин; oxoG – 7,8-
дигидро-8-оксогуанозин; FRET – Förster resonance energy
transfer (Фёрстеровский перенос энергии); Tg – тимидин-
гликоль; FAM – 5(6)-карбоксифлуоресцеин; BHQ1 – black
hole quencher; ps – тиофосфатная группа.
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МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ:
ОТ РЕПАРАЦИИ ДНК ДО МЕТАБОЛОМИКИ
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может протекать по независимому от АРЕ1 пути, в
котором эти гликозилазы расщепляют AР-сайты
по механизму β- или β/δ-элиминирования [7, 8].
ДНК-полимераза β (Polβ) катализирует удаление
5'-дезоксирибозофосфатного фрагмента (5'-dRP)
и присоединяет к 3'-концевой OH-группе непо-
врежденный нуклеотид, который должен быть ли-
гирован на последней стадии BER для восстанов-
ления целостности сахарофосфатного остова [6].

Впервые результаты исследований, в которых
предполагалось, что репарация ДНК играет важ-
ную роль в предотвращении развития онкологи-
ческих заболеваний, были опубликованы в конце
1960-х годов [9, 10]. Однако до сих пор актуаль-
ным остается изучение полноценного функцио-
нирования путей репарации ДНК в клетках чело-
века, а также связи между сбоями в этих механиз-
мах и повышенным риском развития некоторых
заболеваний [11].

Необходимо отметить, что первые предложенные
методы анализа активности ферментов репара-
ции ДНК, основанные на радиоактивном мече-
нии [12, 13], гель-электрофорезе [14], хроматогра-
фии [15, 16] или на захвате парамагнитными ша-
риками со стрептавидином [17], были весьма
трудоемкими и обладали невысокой чувствитель-
ностью [14]. Кроме того, существенным недо-
статком этих подходов является необходимость
использования специализированных реагентов
[12, 13], оборудования [15] или выполнения слож-
ных процедур [17]. Поэтому в последние годы все
чаще применяются флуоресцентные методы,
простые в использовании и обладающие высокой
чувствительностью [18–20]. Одно из существен-
ных преимуществ анализа ферментов репарации
ДНК с помощью флуоресцентных зондов – воз-
можность проведения анализа непосредственно в
биологических средах, включая лизаты и интакт-
ные клетки [21–23]. Еще одним положительным
фактором использования флуоресцентных зон-
дов является их достаточно легкая адаптация к
проведению параллельного анализа активности

нескольких ферментов [24, 25]. При этом флуо-
ресцентные зонды, способные проникнуть в
клетку, можно использовать и для прямой реги-
страции активности целевых ферментов непо-
средственно в клетках [24, 26]. В последние годы
были предприняты значительные усилия, на-
правленные на разработку методов анализа ак-
тивности ферментов репарации ДНК [27] в раз-
личных клеточных линиях и тканях с помощью
флуориметрии [28, 29], флуоресцентной микро-
скопии [25] и проточной цитометрии [30].

Нами разработаны флуоресцентные ДНК-зон-
ды, позволяющие определять в клеточных экс-
трактах уровень активности ключевых фермен-
тов эксцизионной репарации ДНК, а именно
ДНК-гликозилаз UNG2, SMUG1, MBD4, TDG,
AAG, NEIL1, NTHL1 и OGG1, и АР-эндонукле-
азы APE1. Чувствительность ДНК-зондов опре-
деляли с использованием очищенных препаратов
ферментов. Определение активности ферментов
репарации в клеточных экстрактах линий опухо-
лей яичников человека TOV112, 79, OVCAR3,
MESOV, SCOV3 и TOV21 позволило апробиро-
вать ДНК-зонды и выявило значительную вариа-
бельность уровня активности ферментов в этих
линиях. Результаты нашей работы могут стать ос-
новой для создания тест-системы анализа функ-
ционирования системы BER в клетках человека и
проведения персонализированной терапии онко-
логических заболеваний.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Структура ДНК-зондов. Олигонуклеотидные

ДНК-зонды (табл. 1) синтезированы на автома-
тическом ДНК/РНК-синтезаторе ASM-800
(“Биоссет”, Новосибирск, Россия) с использова-
нием коммерческих амидофосфитов 2′-дезоксири-
бонуклеозидов и CPG-носителей (“GlenResearch”,
США). Синтезированные ДНК-зонды очищали с
помощью ВЭЖХ на ионообменной колонке
(PRP-X500 Hamilton Company (12–30 мкм) 3.9 ×
× 300 мм) и последующей обращенно-фазовой

Таблица 1. Структура и специфичность использованных ДНК-зондов

F – остаток (2R,3S)-2-(гидроксиметил)-3-гидрокситетрагидрофурана; εА – 1,N6-этеноаденозин; oxoG – 7,8-дигидро-8-оксо-
гуанозин; Tg – тимидингликоль; FAM – 5(6)-карбоксифлуоресцеин; BHQ1 – black hole quencher; ps – тиофосфатная группа.

Фермент
Структура 

поврежденного 
нуклеотида

ДНК-зонд

APE1 F 5'-FAM-GCTCA(F)GTACAGAGCTGTTTTTCAGCTCTGTACGTGAGCps-BHQ1-3'
UNG2, SMUG1, 
MBD4, TDG

U 5'-FAM-GCTCA(U)GTACAGAGCTGTTTTTCAGCTCTGTACGTGAGCps-BHQ1-3'

AAG εA 5'-FAM-GCTCA(εA)GTACAGAGCTGTTTTTCAGCTCTGTACGTGAGCps-BHQ1-3'
NEIL1, NTHL1 Tg 5′-FAM-GCTCA(Tg)GTACAGAGCTGTTTTTCAGCTCTGTACGTGAGCps-BHQ1-3′
OGG1 oxoG 5'-FAM-GCTCA(oxoG)GTACAGAGCTGTTTTTCAGCTCTGTACGTGAGCps-BHQ1-3′
Неспецифическое 
расщепление

C 5'-FAM-GCTCA(C)GTACAGAGCTGTTTTTCAGCTCTGTACGTGAGCps-BHQ1-3′
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хроматографии (Bondapak C18 (15–20 мкм) 3.9 ×
× 300 мм, “Waters”, Ирландия). Концентрацию
олигонуклеотидов в исходном растворе определя-
ли по закону Бугера–Ламберта–Бера, используя
значение коэффициента молярного поглощения
олигонуклеотидов при длине волны 260 нм, рас-
считанное по данным [31].

Определение чувствительности ДНК-зондов на
очищенных препаратах ферментов. Калибровоч-
ные кривые, отражающие зависимость началь-
ной скорости расщепления ДНК-зонда от кон-
центрации целевого фермента, получали для
каждого из представленных зондов (кроме зон-
да, содержащего неповрежденное основание) с
использованием рекомбинантных ферментов.
Очищенные препараты ферментов получены по
ранее опубликованным методикам: АР-эндо-
нуклеаза APE1 согласно [32, 33], 8-оксогуанин-
ДНК-гликозилаза OGG1 [34, 35], урацил-ДНК-
гликозилаза SMUG1 [36], алкиладенин-ДНК-
гликозилаза AAG [37] и эндонуклеаза VIII NEIL1
[38]. Кинетические кривые получали при взаимо-
действии 1 × 10–6 М ДНК-зонда и 1 × 10–6, 5 × 10–7,
1 × 10–7, 5 × 10–8, 1 × 10–8, 1 × 10–9 М целевого фер-
мента, специфичного к данному зонду. В случае
калибровочных кривых для монофункциональных
ДНК-гликозилаз SMUG1 и AAG в реакционной
смеси присутствовала АР-эндонуклеаза APE1 в
концентрации 1 × 10–6 М, гидролизующая АР-
сайты, образованные действием монофункцио-
нальных ДНК-гликозилаз. Кинетические кривые
изменения интенсивности флуоресценции FAM
регистрировали при температуре 37°C на спек-
трофлуориметре Infinite 200 Pro (“Tecan”,
Швейцария). Каждая кинетическая кривая
представляет собой результат усреднения мини-
мум трех экспериментальных кривых. Экспери-
менты проводили в 50 мМ Tрис-HCl-буфере
pH 7.5, содержащем 50 мМ KCl, 1 мМ EDТА,
5 мМ MgCl2, 1 мМ ДТТ, 7% глицерина. Возбуж-
дение флуоресценции проводили на длине волны
485 нм, изменение интенсивности флуоресцен-
ции ДНК-зонда регистрировали на длине волны
520 нм в интервале времени 15–3600 с.

Начальную скорость расщепления ДНК-зон-
дов при заданной концентрации фермента рас-
считывали, используя начальные линейные участ-
ки кинетических кривых. Зависимость начальной
скорости от концентрации ферментов имела ли-
нейный вид, что позволяет использовать получен-
ные зависимости в качестве калибровочных кри-
вых для оценки концентрации целевых фермен-
тов в клеточном экстракте.

Клеточные линии. Для анализа активности
ферментов репарации ДНК с помощью ДНК-
зондов использовали линии клеток рака яичника
человека TOV112, 79, OVCAR3, MESOV, SCOV3 и
TOV21. Клетки культивировали в среде DMEM

(“Gibco”, “ThermoFisher Scienific”, США) с
10%-ной фетальной сывороткой крупного рога-
того скота (“Gibco”, “ThermoFisher”), 100 мкг/мл
стрептомицина и 100 ед./мл пенициллина в атмо-
сфере 5% CO2 при 37°C. Клетки механически
снимали с поверхности культурального флакона,
осаждали центрифугированием (1000 об./мин,
2 мин), ресуспендировали в растворе PBS и цен-
трифугировали повторно (1000 об./мин, 2 мин).
Данную процедуру повторяли дважды.

Приготовление клеточного экстракта. Лизис
клеток проводили в буфере: 10 мМ Tрис-HCl pH
7.5, 1 мМ MgCl2, 1 мМ EDTA, 0.5% CHAPS,
10% глицерин, 0.1 мМ PMSF, 0.5 мМ β-меркапто-
этанол. К клеточному осадку добавляли 150 мкл ли-
зирующего буфера, выдерживали на льду в течение
30 мин., затем центрифугировали (14500 об./мин,
10 мин). Общую концентрацию белка в получен-
ном экстракте измеряли по методу Брэдфорда
(концентрация белков, как правило, составляла
1–1.5 мкг/мкл). Клеточный экстракт готовили
непосредственно перед проведением флуорес-
центного анализа активности ферментов.

Определение оптимального общего количества
белка в клеточном экстракте. Клетки линии
TOV112 лизировали в буфере (10 мМ Tрис-HCl
pH 7.5, 1 мМ MgCl2, 1 мМ EDTA, 0.5% CHAPS,
10% глицерин, 0.1 мМ PMSF, 0.5 мМ β-меркапто-
этанол). Общая концентрация белка, измеренная
по методу Брэдфорда, составила 1.1 мкг/мкл. Ре-
гистрировали изменения интенсивности флуорес-
ценции реакционных смесей, содержащих 1 × 10–6 М
ДНК-зонд и клеточный экстракт в концентрации
50, 25, 10, 5 мкг/мкл по общему белку. Спектры
флуоресценции регистрировали в 50 мМ Tрис-
HCl-буфере pH 7.5, содержащем 50 мМ KCl, 1 мМ
EDТА, 5 мМ MgCl2, 1 мМ DТТ, 7% глицерина
при 37°C отдельно для каждого типа ДНК-зонда.
Каждая кинетическая кривая, представленная на
рисунках, получена усреднением не менее трех
экспериментальных кривых.

Определение активности ферментов BER в кле-
точном экстракте. Пробы готовили в 100 мкл бу-
ферного раствора, содержащего 50 мМ Tрис-HCl
pH 7.5, 50 мМ KCl, 1 мМ EDТА, 5 мМ MgCl2, 1 мМ
DТТ, 7% глицерина и клеточный экстракт в концен-
трации 20 мкг/мкл по общему белку. ДНК-зонд, со-
держащий поврежденный нуклеотид определен-
ного типа (табл. 1), добавляли к клеточному экс-
тракту до конечной концентрации 1 × 10-6 М.
Перемешивание (5 с, амплитуда кругового пере-
мешивания 1 мм) и регистрацию FRET-сигнала
проводили, используя спектрофлуориметр In-
finite 200 Pro (“Tecan”) при 37°С. Длина волны
возбуждения флуоресценции составляла λex = 485 нм,
эмиссию регистрировали при λem = 520 нм. Мак-
симальное время реакции 3600 с. Каждый экспе-
римент повторяли трижды.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее мы предложили подход к определению

активности ряда ферментов BER c использовани-
ем флуоресцентно меченных ДНК-дуплексов,
содержащих поврежденный нуклеотид [39]. В ка-
честве поврежденных нуклеотидов использовали
7,8-дигидро-8-оксогуанозин (oxoG), 5,6-дигид-
роуридин (DHU), уридин (U), 1,N6-этеноадено-
зин (εA) и апуриновый/апиримидиновый сайт
(АР-сайт). Набор ДНК-зондов, содержащих эти
повреждения, позволил охарактеризовать актив-
ность нескольких ферментов репарации человека:
AP-эндонуклеазы APE1; 8-оксогуанин-ДНК-глико-
зилазы OGG1; алкиладенин-ДНК-гликозилазы
AAG; ДНК-гликозилаз UNG2, SMUG1, MBD4 и
TDG, специфически узнающих урацил в ДНК;
ДНК-гликозилаз NEIL1 и NTHL1, узнающих
5,6-дигидроуридин. Активность AP-эндонукле-
азы APE1 определяли с использованием ДНК-
зонда, содержащего химически стабильный ана-
лог AP-сайта – остаток (2R,3S)-2-(гидроксиметил)-
3-гидрокситетрагидрофурана (F-сайт).

Анализ активности ферментов репарации
ДНК с помощью дуплексных ДНК-зондов в ли-
ниях опухолевых клеток человека различного ги-
стологического происхождения, а именно A549,
HeLa, MCF7, WT-7, HEK293T и HKC8, показал,
что дуплексные ДНК-зонды, содержащие oxoG и
εА, расщепляемые ферментами OGG1 и AAG, со-
ответственно, не обладают чувствительностью, до-
статочной для регистрации активности [39]. Полу-
ченные данные свидетельствовали о том, что дуп-
лексные ДНК-зонды не могут использоваться для
определения активности в клеточном экстракте,
полученном менее чем из 106 клеток. Кроме того,
время анализа было ограничено 2000 с для предот-

вращения неспецифической деградации ДНК-
зонда клеточными нуклеазами.

В связи с выявленными недостатками мы про-
вели оптимизацию структуры ДНК-зондов, на-
правленную на улучшение их устойчивости к не-
специфической деградации в клеточных экстрак-
тах. ДНК-зонды, используемые в данной работе
(рис. 1), представляли собой самокомплементарные
олигодезоксирибонуклеотиды, несущие FRET-пару
FAM/BHQ1 на концах цепи, а также содержащие
повреждение, специфичное для определенного
фермента или группы ферментов (табл. 1). В ка-
честве поврежденных нуклеотидов использовали
7,8-дигидро-8-оксогуанозин (oxoG), тимидингли-
коль (Tg), уридин (U), 1,N6-этеноаденозин (εA) и
F-сайт. Для предотвращения 3'–5'-экзонуклеаз-
ной деградации ДНК-зондов в клеточном экс-
тракте 3'-концевой межнуклеотидный фосфатный
остаток заменили тиофосфатной группой (ps).

Специфическое узнавание поврежденного
нуклеотида и его удаление ДНК-гликозилазой с
последующим расщеплением сахарофосфатного
остова сопровождается значительным ростом
сигнала флуоресценции FAM. Необходимо отме-
тить, что для расщепления АР-сайтов, образую-
щихся под действием монофункциональных
ДНК-гликозилаз, в реакционной смеси должна
присутствовать АР-эндонуклеаза. Кроме того,
известно, что АР-эндонуклеаза АPE1 стимулиру-
ет активность ДНК-гликозилаз человека [40, 41],
поэтому при анализе активности всех ДНК-гли-
козилаз в реакционную смесь добавляли APE1 в
одинаковой концентрации 1.0 мкМ.

На рис. 2 представлены кинетические кри-
вые, характеризующие расщепление ДНК-зон-
дов ДНК-гликозилазами OGG1, NEIL1, AAG,

Рис. 1. Схематичное изображение ДНК-зонда, используемого в работе, и пути генерирования FRET-сигнала в тест-
системе анализа активности ферментов пути BER в клеточных экстрактах. Х – повреждение, специфичное для анали-
зируемого фермента.

ДНК-гликозилаза

АР-эндонуклеаза

ps ps

5′-FAM

5′-FAM

3′-BHQ1
3′-BHQ1
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SMUG1 и АР-эндонуклеазой APE1. Концентра-
ция ДНК-зонда во всех экспериментах составляла
1.0 мкМ. Кинетические кривые, характеризующие
активность АР-эндонуклеазы человека APE1, по-
лучали с использованием очищенного препарата
фермента с концентрацией 5 × 10–10–1 × 10–6 М.
В случае кривых для ДНК-гликозилаз использо-

вали также очищенные препараты фермента с
концентрацией 1 × 10–9–1 × 10–6 М, но в реакци-
онную смесь добавляли АР-эндонуклеазу челове-
ка APE1 в концентрации 1.0 мкМ.

Начальную скорость расщепления ДНК-зон-
дов оценивали путем линеаризации (или линей-

Рис. 2. Кинетические кривые, характеризующие расщепление ДНК-зондов, содержащих F (а), U (б), εA (в), Tg (г) и
oxoG (д), при взаимодействии с очищенными препаратами ферментов APE1, SMUG1, AAG, NEIL1 и OGG1 соответ-
ственно.
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ной аппроксимации) начального участка кинети-
ческих кривых (рис. 3). Зависимость начальной
скорости от концентрации фермента имела ли-
нейный вид и позволила определить концентра-
цию целевого фермента в клеточном экстракте.

Чтобы определить количество общего белка,
оптимальное для анализа, сравнили относитель-
ную активность ферментов в экстрактах клеток
линии TOV112, содержащих 5, 10, 25 и 50 мкг об-
щего белка (рис. 4). Для всех типов ДНК-зондов

Рис. 3. Зависимость начальной скорости накопления продукта от концентрации APE1 (а), SMUG1 (б), AAG (в),
NEIL1 (г) и OGG1 (д).
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получены кинетические кривые, свидетельству-
ющие об увеличении FRET-сигнала после добав-
ления клеточного экстракта. Начальные участки
кинетических кривых аппроксимировали линей-
ным уравнением, что позволило определить на-

чальную скорость расщепления ДНК-зонда. За-
висимость начальной скорости расщепления
ДНК-зондов от концентрации общего белка в
экстракте имела линейный вид в случае ДНК-
зондов, содержащих F, U, Tg и oxoG (рис. 5). Од-

Рис. 4. Определение оптимального для анализа количества общего белка в клеточном экстракте на примере линии
клеток TOV112. Кинетические кривые, характеризующие расщепление ДНК-зондов, содержащих F (а), U (б), εA (в),
Tg (г) и oxoG (д), в клеточных экстрактах, содержащих 5, 10, 25 и 50 мкг общего белка.
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нако в случае εA-зонда начальная скорость роста
FRET-сигнала не коррелировала с концентраци-
ей белков в клеточном экстракте. Следует отме-
тить, что удаление εA, в отличие от F, U, Tg и oxoG,
из ДНК может проходить по двум независимым
механизмам: BER с помощью фермента AAG [37,

42, 43], приводящего к удалению поврежденного
основания и генерации АР-сайта, и прямой репа-
рации алкилированных нуклеотидов с помощью
ДНК-диоксигеназы ABH2 [44, 45] за счет окисле-
ния алкильного заместителя и его последующей
деградации, приводящей к восстановлению струк-

Рис. 5. Зависимость начальной скорости расщепления ДНК-зондов, содержащих F (a), U (б), εA (в), Tg (г) и oxoG (д),
при взаимодействии с клеточным экстрактом линии клеток TOV112 при различных концентрациях общего белка (5,
10, 25 и 50 мкг/мкл).

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0 10 20 30 40 50
Количество общего белка, мкг

Н
ач

ал
ьн

ая
 с

ко
ро

ст
ь,

 М
 ×

 с
–

1

а
0.10

0.08

0.06

0.04

0.02

0 10 20 30 40 50
Количество общего белка, мкг

Н
ач

ал
ьн

ая
 с

ко
ро

ст
ь,

 М
 ×

 с
–

1

б

0.20

0.16

0.12

0.08
0.06
0.04
0.02

0.10

0.14

0.18

0
0 10 20 30 40 50

Количество общего белка, мкг

Н
ач

ал
ьн

ая
 с

ко
ро

ст
ь,

 М
 ×

 с
–

1

г0.060
0.058
0.056
0.054
0.052
0.050
0.048
0.046
0.044
0.042

0 10 20 30 40 50
Количество общего белка, мкг

Н
ач

ал
ьн

ая
 с

ко
ро

ст
ь,

 М
 ×

 с
–

1

0.030

0.025

0.020

0.015

0.010

0.005

0
0 10 20 30 40 50

Количество общего белка, мкг

Н
ач

ал
ьн

ая
 с

ко
ро

ст
ь,

 М
 ×

 с
–

1

в

д



324

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

АЛЕКСЕЕВА и др.

Рис. 6. Кинетические кривые, характеризующие расщепление ДНК-зондов, содержащих F (а), U (б), εA (в), Tg (г) и
oxoG (д), при взаимодействии с экстрактом клеточной линии SCOV3 (черный цвет – ядерная фракция, красный – об-
щий экстракт).
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туры неповрежденного аденозина в составе ДНК.
Можно предположить, что совместное узнавание
εA-зонда ферментами, входящими в независимые
пути удаления повреждения из ДНК, приводит к
усложнению интерпретации полученных данных.

На основании полученных данных во всех даль-
нейших экспериментах по определению активно-
сти целевых ферментов использовали 25 мкг об-
щего белка для ДНК-зонда каждого типа. Таким
образом, для анализа активности с использовани-

ем пяти ДНК-зондов суммарно требуется не ме-
нее 125 мкг общего белка. Однако необходимо от-
метить, что 125 мкг белка можно получить при
лизисе ~100000 клеток (в зависимости от линии
клеток), что свидетельствует о перспективности
данного метода для определения активности фер-
ментов репарации в относительно небольшом
числе клеток, например, полученных из крови че-
ловека с целью определения репарационного ста-
туса организма.

Рис. 7. Кинетические кривые, характеризующие расщепление ДНК-зондов, содержащих F (а), U (б), εA (в), Tg (г) и
oxoG (д), при взаимодействии с экстрактами клеточных линий TOV112, 79, OVCAR3, MESOV, SCOV3 и TOV21.
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На следующем этапе с использованием линии
SCOV3 сравнили активность ферментов пути
BER в полном клеточном экстракте и в экстракте
предварительно выделенной ядерной фракции.
Интересно отметить, что кинетические кривые,
характеризующие расщепление всех типов ДНК-
зондов белками общего и ядерного экстрактов,
имели сходный вид, что свидетельствует о воз-
можности проводить анализ ферментов, исполь-
зуя общий клеточный экстракт (рис. 6).

Затем на примере нескольких линий клеток
опухоли яичника человека (TOV112, 79, OVCAR3,
MESOV, SCOV3 и TOV21) провели сравнитель-
ный анализ активности тестируемых ферментов
репарации в общих клеточных экстрактах. Для
каждой клеточной линии получили кинетические
кривые, характеризующие расщепление ДНК-
зондов (рис. 7), и определили начальную ско-

рость расщепления. На основании начальных
скоростей расщепления ДНК-зондов и калибро-
вочных кривых, полученных с использованием
очищенных препаратов ферментов, оценили
концентрации целевых ферментов в экстрактах
(табл. 2, рис. 8).

Сравнение полученных данных выявило зна-
чительную вариабельность оценочной концен-
трации ферментов репарации в различных кле-
точных линиях. Так, например, концентрация
APE1 в линии TOV112 была более чем в 2 раза вы-
ше, чем в линиях TOV21 и SCOV3. Необходимо
также отметить существенно более высокую оце-
ночную концентрацию ферментов, отвечающих
за удаление окисленных пиримидинов (Tg-зонд),
в клетках линии TOV112. При этом эффектив-
ность удаления алкилированных нуклеотидов на
примере εA-зонда была примерно одинаковой во
всех использованных клеточных линиях. Однако,
как отмечено ранее, эффективность репарации
алкилированных азотистых оснований, включая
εA, может проходить по двум независимым пу-
тям, что осложняет интерпретацию полученных
данных. Обнаружено, что клетки линии TOV21
обладают пониженной репарационной активно-
стью на ДНК-зондах всех типов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на то, что понимание механизмов
разных путей репарации ДНК значительно рас-
ширилось за последнее время, многие инстру-
менты, позволяющие изучать функционирование
отдельных участников этих процессов, все еще
нуждаются в улучшении. Нами разработаны флу-
оресцентные ДНК-зонды, с помощью которых
можно определять в клеточных экстрактах уро-
вень активности ключевых ферментов BER –
ДНК-гликозилаз и АР-эндонуклеазы АРЕ1.
Определение активности ферментов репарации в
клеточных экстрактах нескольких линий рака
яичников человека позволило апробировать

Таблица 2. Концентрации целевых ферментов в клеточных экстрактах линий рака яичников человека TOV112, 79,
OVCAR3, MESOV, SCOV3 и TOV21

Линия клеток
Концентрация ферментов BER, нМ

APE1 UDG AAG NEIL1/NTH1 OGG1

TOV112 47 ± 5 5.1 ± 0.9 10.3 ± 0.7 42 ± 3 12.6 ± 1.5

TOV21 16 ± 3 2.2 ± 0.5 7.1 ± 0.9 3.3 ± 0.2 2.2 ± 0.5

79 26 ± 4 14.5 ± 4.3 7.7 ± 1.2 19 ± 5 5.8 ± 1.2

SCOV3 20 ± 4 3.7 ± 0.9 8.0 ± 0.5 15 ± 3 6.0 ± 0.8

MESOV 33 ± 7 5.5 ± 1.4 7.3 ± 0.8 12 ± 5 4.8 ± 0.9

OVCAR3 31 ± 8 4.1 ± 0.8 6.8 ± 0.6 21 ± 5 7.4 ± 1.7

Рис. 8. Концентрация ферментов репарации в экстрак-
те клеточных линий рака яичника человека TOV112, 79,
OVCAR3, MESOV, SCOV3 и TOV21.

К
он

це
нт

ра
ци

я,
 н

М

50

40

30

20

10

0
APE1NEIL1NTH1

AAGOGG1UDGTOV2179SCOV3
MESOVOVCAR3TOV112



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

РАЗРАБОТКА И АПРОБАЦИЯ ДНК-ЗОНДОВ 327

ДНК-зонды и выявило значительную вариабель-
ность уровня активности ферментов в этих лини-
ях клеток.

Полученные данные показывают перспек-
тивность предложенного метода, учитывая про-
стоту применения и анализа полученных дан-
ных. Результаты нашей работы могут стать осно-
вой для создания тест-системы определения
активности ключевых ферментов BER в живых
организмах. Учитывая множество преимуществ
флуоресцентных методов, существует большой
потенциал для расширения этой области, предо-
ставляющей инструменты, столь необходимые
для определения индивидуального репарацион-
ного статуса организма пациента. Будущие пер-
сонализированные методы лечения, связанные
с применением ДНК-модифицирующих хими-
ческих препаратов, несомненно, должны быть
взаимосвязаны с эффективностью работы фер-
ментов, отвечающих за удаление ДНК-повре-
ждений, вызываемых конкретными препарата-
ми, у каждого конкретного пациента.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (грант № 21-14-00018) и при
частичной поддержке бюджетного финансирова-
ния № 121031300041-4.

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Krokan H.E., Bjørås M. (2013) Base excision repair.

Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 5, a012583.
2. Dianov G., Price A., Lindahl T. (1992) Generation of

single-nucleotide repair patches following excision of
uracil residues from DNA. Mol. Cell. Biol. 12, 1605–
1612.

3. Matsumoto Y., Bogenhagen D.F. (1994) Proliferating
cell nuclear antigen-dependent abasic site repair in
Xenopus laevis oocytes: an alternative pathway of base
excision DNA repair. Mol. Cell. Biol. 14, 6187–6197.

4. Frosina G., Fortini P., Rossi O., Carrozzino F.,
Raspaglio G., Cox L.S., Lane D.P., Abbondandolo A.,
Dogliotti E. (1996) Two pathways for base excision re-
pair in mammalian cells. J. Biol. Chem. 271, 9573–
9578.

5. Klungland A., Lindahl T. (1997) Second pathway for
completion of human DNA base excision-repair: re-
constitution with purified proteins and requirement for
DNase IV (FEN1). EMBO J. 16, 3341–3348.

6. Kim Y.-J., Wilson D.M. III (2012) Overview of base ex-
cision repair biochemistry. Curr. Mol. Pharmacol. 5, 3–13.

7. Wiederhold L., Leppard J.B., Kedar P., Karimi-Busheri F.,
Rasouli-Nia A., Weinfeld M., Tomkinson A.E., Izumi T.,
Prasad R., Wilson S.H. (2004) AP endonuclease-inde-

pendent DNA base excision repair in human cells. Mol.
Cell. 15, 209–220.

8. Das A., Wiederhold L., Leppard J.B., Kedar P., Prasad R.,
Wang H., Boldogh I., Karimi-Busheri F., Weinfeld M.,
Tomkinson A.E., Wilson S.H., Mitra S. (2006) NEIL2-
initiated, APE-independent repair of oxidized bases in
DNA: evidence for a repair complex in human cells. DNA
Repair (Amst). 5, 1439–1448.

9. Cleaver J.E. (1968) Defective repair replication of DNA
in Xeroderma pigmentosum. DNA Repair (Amst). 3,
183–187.

10. Setlow R.B., Regan J.D., German J., Carrier W.L.
(1969) Evidence that Xeroderma pigmentosum cells do
not perform the first step in the repair of ultraviolet
damage to their DNA. DNA Repair (Amst). 3, 188–
195.

11. Helleday T., Eshtad S., Nik-Zainal S. (2014) Mecha-
nisms underlying mutational signatures in human can-
cers. Nat. Rev. Genet. 15, 585–598.

12. Grin I.R., Konorovsky P.G., Nevinsky G.A., Zharkov D.O.
(2009) Heavy metal ions affect the activity of DNA gly-
cosylases of the Fpg family. Biochemistry. 74, 1253–
1259.

13. Kreklau E.L., Limp-Foster M., Liu N., Xu Y., Kelley M.R.,
Erickson L.C. (2001) A novel fluorometric oligonucle-
otide assay to measure O 6-methylguanine DNA meth-
yltransferase, methylpurine DNA glycosylase, 8-ox-
oguanine DNA glycosylase and abasic endonuclease ac-
tivities: DNA repair status in human breast carcinoma
cells overexpressing. Nucl. Acids Res. 29, 2558–2566.

14. Dianov G.L. (2003) Monitoring base excision repair by
in vitro assays. Toxicology. 193, 35–41.

15. Weiss J.M., Goode E.L., Ladiges W.C., Ulrich C.M.
(2005) Polymorphic variation in hOgg1 and risk of can-
cer: a review of the functional and epidemiologic litera-
ture. Mol. Carcinog. 42, 127–141.

16. Lee A.J., Hodges N.J., Chipman J.K. (2005) Interindi-
vidual variability in response to sodium dichromate-in-
duced oxidative DNA damage: role of the Ser 326 Cys
polymorphism in the DNA-repair protein of 8-oxo-
7,8-dihydro-2v-deoxyguanosine DNA glycosylase 1.
Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 14, 497–505.

17. Xia L., O′Connor T.R. (2001) DNA glycosylase activity
assay based on streptavidin paramagnetic bead sub-
strate capture. Anal. Biochem. 298, 322–326.

18. Liu B., Yang X., Wang K., Tan W., Li H., Tang H.
(2007) Real-time monitoring of uracil removal by ura-
cil-DNA glycosylase using f luorescent resonance ener-
gy transfer probes. Anal. Biochem. 366, 237–243.

19. Wang X., Hou T., Lu T., Li F. (2014) Autonomous ex-
onuclease iii-assisted isothermal cycling signal ampli-
fication: a facile and highly sensitive f luorescence
DNA glycosylase activity assay. Anal. Chem. 86,
9626–9631.

20. Chen C., Zhou D., Tang H., Liang M., Jiang J. (2013)
A sensitive, homogeneous f luorescence assay for detec-
tion of thymine DNA glycosylase activity based on ex-



328

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

АЛЕКСЕЕВА и др.

onuclease-mediated amplification. Chem. Commun.
49, 5874.

21. Cao X., Sun Y., LuP., Zhao M. (2020) Fluorescence
imaging of intracellular nucleases – a review. Anal.
Chim. Acta. 1137, 225–237.

22. Mirbahai L., Kershaw R.M., Green R.M., Hayden R.E.,
Meldrum R.A., Hodges N.J. (2010) Use of a molecular
beacon to track the activity of base excision repair protein
OGG1 in live cells. DNA Repair (Amst). 9, 144–152.

23. Belhadj S., Rentsch A., Schwede F., Paquet-Durand F.
(2021) Fluorescent detection of PARP activity in un-
fixed tissue. PLoS One. 16, 1–13.

24. Torchinsky D., Michaeli Y., Gassman N.R., Ebenstein Y.
(2019) Simultaneous detection of multiple DNA dam-
age types by multi-colour f luorescent labelling. Chem.
Commun. 55, 11414–11417.

25. Hu J., Liu M.-H., Li Y., Tang B., Zhang C.-Y. (2018)
Simultaneous sensitive detection of multiple DNA gly-
cosylases from lung cancer cells at the single-molecule
level. Chem. Sci. 9, 712–720.

26. Maksimenko A., Ishchenko A.A., Sanz G., Laval J.,
Elder R.H., Saparbaev M.K. (2004) A molecular bea-
con assay for measuring base excision repair activities.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 319, 240–246.

27. Pearl L.H., Schierz A.C., Ward S.E., Al-Lazikani B.,
Pearl F.M.G. (2015) Therapeutic opportunities within the
DNA damage response. Nat. Rev. Cancer. 15, 166–180.

28. Zhang Y., Li C.-C., Zhang X., Xu,Q., Zhang C.-Y.
(2020) Development of oxidation damage base-based
fluorescent probe for direct detection of DNA methyl-
ation. Anal. Chem. 92, 10223–10227.

29. Liu G., He W., Liu C. (2019) Sensitive detection of ura-
cil-DNA glycosylase (UDG) activity based on terminal
deoxynucleotidyl transferase-assisted formation of f lu-
orescent copper nanoclusters (CuNCs). Talanta. 195,
320–326.

30. Suggitt M., Fearnley J., Swaine D., Volpato M., Phil-
lips R., Bibby M., Loadman P., Anderson D., Ander-
son D. (2003) Comet assay and f low cytometry analysis
of DNA repair in normal and cancer cells treated with
known mutagens with different mechanisms of action.
Teratog. Carcinog. Mutagen. 2, 13–29.

31. Fasman G.D. (1975) Handbook of Biochemistry and
Molecular Biology. 3rd ed. Cleveland: CRC Press.

32. Мирошникова А.Д., Кузнецова А.А., Кузнецов Н.А.,
Федорова О.С. (2016) Термодинамика конформа-
ционных переходов АП-эндонуклеазы человека
APE1 при взаимодействии с ДНК. Acta Naturae. 8,
103–110. 

33. Kuznetsova A.A., Fedorova O.S., Kuznetsov N.A.
(2018) Kinetic features of 3’-5’ exonuclease activity of
human AP-endonuclease APE1. Molecules. 23, 2101.

34. Kuznetsova A.A., Kuznetsov N.A., Ishchenko A.A.,
Saparbaev M.K., Fedorova O.S. (2014) Step-by-step
mechanism of DNA damage recognition by human
8-oxoguanine DNA glycosylase. Biochim. Biophys.
Acta. 1840, 387–395.

35. Кузнецов Н.А., Коваль В.В., Федорова О.С. (2011)
Механизмы ферментативного катализа и узнава-
ния поврежденных участков ДНК 8-оксогуанан-
ДНК-гликозилазой человека hOGG1. Биохимия.
76, 118–130. 

36. Kuznetsova A.A., Iakovlev D.A., Misovets I.V., Ish-
chenko A.A., Saparbaev M.K., Kuznetsov N.A., Fe-
dorova O.S. (2017) Pre-steady-state kinetic analysis of
damage recognition by human single-strand selective
monofunctional uracil-DNA glycosylase SMUG1.
Mol. Biosyst. 13, 2638–2649.

37. Kuznetsov N.A., Kiryutin A.S., Kuznetsova A.A.,
Panov M.S., Barsukova M.O., Yurkovskaya A.V., Fe-
dorova O.S. (2017) The formation of catalytically com-
petent enzyme-substrate complex is not a bottleneck in
lesion excision by human alkyladenine DNA glycosy-
lase. J. Biomol. Struct. Dyn. 35, 950–967.

38. Kladova O.A., Grin I.R., Fedorova O.S., Kuznetsov N.A.,
Zharkov D.O. (2019) Conformational dynamics of
damage processing by human DNA glycosylase NEIL1.
J. Mol. Biol. 431, 1098–1112.

39. Кладова О.А., Яковлев Д.А., Гройсман Р., Ищен-
ко А.А., Сапарбаев М.К., Федорова О.С., Кузне-
цов Н.А. (2020) Определение сравнительной ак-
тивности ключевых ферментов эксцизионной ре-
парации оснований в клеточных экстрактах.
Биохимия. 8, 480–489. 

40. Kladova O.A., Alekseeva I.V., Saparbaev M., Fedoro-
va O.S., Kuznetsov N.A. (2020) Modulation of the
apurinic/apyrimidinic endonuclease activity of hu-
man APE1 and of its natural polymorphic variants by
base excision repair proteins. Int. J. Mol. Sci. 21, 7174.

41. Kladova O.A., Bazlekowa-Karaban M., Baconnais S.,
Piétrement O., Ishchenko A.A., Matkarimov B.T., Ia-
kovlev D.A., Vasenko A., Fedorova O.S., Le Cam E.
(2018) The role of the N-terminal domain of human apu-
rinic/apyrimidinic endonuclease 1, APE1, in DNA glyco-
sylase stimulation. DNA Repair (Amst). 64, 10–25.

42. Saparbaev M., Langouet S., Privezentzev C.V.,
Guengerich F.P., Cai H., Elder R.H., Laval J. (2002)
1,N(2)-ethenoguanine, a mutagenic DNA adduct, is a
primary substrate of Escherichia coli mismatch-specific
uracil-DNA glycosylase and human alkylpurine-DNA-
N-glycosylase. J. Biol. Chem. 277, 26987–26993.

43. O’Brien P.J., Ellenberger T. (2004) Dissecting the
broad substrate specificity of human 3-methylade-
nine-DNA glycosylase. J. Biol. Chem. 279, 9750–
9757.

44. Ringvoll J., Moen M.N., Nordstrand L.M., Meira L.B.,
Pang B., Bekkelund A., Dedon P.C., Bjelland S., Sam-
son L.D., Falnes P.Ø. (2008) AlkB homologue 2-medi-
ated repair of ethenoadenine lesions in mammalian
DNA. Cancer Res. 68, 4142–4149.

45. Kuznetsov N.A., Kanazhevskaya L.Y., Fedorova O.S.
(2021) DNA demethylation in the processes of repair
and epigenetic regulation performed by 2-ketogluta-
rate-dependent DNA dioxygenases. Int. J. Mol. Sci. 22,
10540.



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

РАЗРАБОТКА И АПРОБАЦИЯ ДНК-ЗОНДОВ 329

DNA Probes for Analysis the Activity of Key Enzymes
of the Base Excision DNA Repair Pathway in Human Cells

I. V. Alekseeva1, A. A. Kuznetsova1, O. A. Kladova1, V. O. Shender2, P. V. Schneider2,
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The important role of DNA damage in the occurrence of various diseases, including cancer, stimulates stud-
ies of the mechanisms of genetic information stability, carried out since the discovery of DNA repair systems.
The question of the relationship between the accumulation of DNA damage, disorders in DNA repair path-
ways, and an increased risk of diseases developing still remains relevant. Over the past few years, significant
efforts have been made to develop methods for analyzing the activity of DNA repair enzymes in human cells.
In this work, we developed fluorescent DNA probes that allow us to determine the activity of key enzymes of
base excision DNA repair in cell extracts, namely DNA glycosylases UNG2, SMUG1, MBD4, TDG, AAG,
NEIL1, NTHL1, and OGG1 and AP endonuclease APE1. The sensitivity of DNA probes was determined on
purified enzyme preparations. Determination of the activity of repair enzymes in cell extracts of the human
ovarian tumor lines TOV112, 79, OVCAR3, MESOV, SCOV3, and TOV21 revealed a significant variability
in the level of enzyme activity in these cell lines. Obtained results can become the test system platform for
analyzing the activity of the base excision DNA repair system in the human body.

Keywords: DNA repair, enzyme activity, f luorescence, DNA probe, DNA glycosylase, AP endonuclease
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ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ НА СТАБИЛЬНОСТЬ
ТРИМЕРНОЙ ФОРМЫ 2'-ДЕЗОКСИУРИДИН-5'-
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Фермент 2'-дезоксиуридин-5′-трифосфатнуклеотидгидролаза (Dut), гидролизующий dUTP до
dUMP и пирофосфата, предотвращает ошибочное включение dUMP в ДНК из метаболического пу-
ла dUTP и рассматривается как перспективная фармакологическая мишень для антиметаболитной
терапии. Активный фермент Dut представляет собой тример, связывающий субстрат в межсубъеди-
ничной области. С использованием высокоскоростной наномасштабной дифференциальной ска-
нирующей флуориметрии (nanoDSF) нами изучено влияние различных физико-химических факто-
ров на стабильность тримера Dut Escherichia coli. В отличие от мономерных белков температурная
денатурация Dut происходит в два этапа, первый из которых соответствует распаду тримера до мо-
номерных субъединиц. Показано, что основной вклад в стабилизацию тримера вносят гидрофоб-
ные взаимодействия и водородные связи на интерфейсах взаимодействия между субъединицами.
Тример Dut частично стабилизируется при связывании нуклеотидных лигандов. В целом метод nan-
oDSF удобен для скрининга низкомолекулярных соединений, способных дестабилизировать ак-
тивный тример Dut.

Ключевые слова: dUTPаза, белок-белковые взаимодействия, олигомеризация, дифференциальная
сканирующая флуориметрия
DOI: 10.31857/S0026898423020246, EDN: EEJRNT

В процессе жизнедеятельности организма
ДНК постоянно подвергается спонтанной хими-
ческой модификации даже при нормальных фи-
зиологических условиях [1]. Для предотвращения
неблагоприятных последствий повреждения ДНК
в клетке существуют системы репарации, кото-
рые узнают и удаляют поврежденные звенья
ДНК, сохраняя генетическую информацию [2].
Кроме того, неканонические нуклеотиды в ге-
номной ДНК могут появляться в результате
включения ДНК-полимеразами из пула моно-
нуклеотидов, где они возникают при поврежде-
нии или присутствуют как метаболиты. Послед-
нее особенно характерно для dUMP – основания
Ura в норме в геномной ДНК отсутствуют, но мо-
гут появляться либо за счет дезаминирования ос-
нований Cyt, либо (с гораздо более высокой ча-

стотой) при включении dUMP из пула dUTP –
метаболического предшественника dTTP [3, 4].

Для предотвращения ошибочного включения
dUMP в ДНК клеточный пул dUTP строго кон-
тролируется 2'-дезоксиуридин-5'-трифосфатнук-
леотидгидролазой (Dut; [КФ 3.6.1.23]), которая
катализирует реакцию гидролиза dUTP до dUMP
и пирофосфата [5, 6]. Отсутствие активности Dut
приводит к дисбалансу внутриклеточного пула
dUTP/dTTP, в результате чего в геномной ДНК
накапливается dUMP. Удаление dUMP система-
ми репарации приводит к образованию большого
числа однонуклеотидных брешей и, во многих
случаях, двухцепочечных разрывов, что приводит
к гибели активно делящихся клеток [3, 4]. Штам-
мы Escherichia coli с дефицитом гена dut нежизне-
способны в отсутствие рекомбинации [7–9], а
мыши с нокаутом dut (dut–/–) погибают на ранней
стадии эмбрионального развития [10]. В связи с1 Эти авторы внесли равный вклад в выполнение работы.
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этим белок Dut в настоящее время рассматрива-
ется как перспективная фармакологическая ми-
шень для антиметаболитной терапии инфекций и
злокачественных новообразований.

Анализ последовательностей и простран-
ственных структур белков Dut показывает, что их
можно разделить на два класса – гомотримерные,
обнаруживаемые в большинстве живых организ-
мов, и реже встречающиеся гомодимерные [5, 6].
Хорошо изученные ферменты Dut E. coli и чело-
века относятся к белкам первого класса. Получе-
ние кристаллических структур Dut высокого раз-
решения, в том числе в комплексе с субстратом
[11–18], позволило установить многие аспекты
каталитического механизма этого фермента. Гид-
ролиз субстрата инициируется нуклеофильной
атакой по атому Pα dUTP молекулой воды, акти-
вированной консервативным остатком Asp ак-
тивного центра фермента. Связывание субстрата
в каталитически компетентной конформации до-
стигается за счет взаимодействия трифосфатного
фрагмента субстрата с ионом Mg2+, выступаю-
щим в роли кофермента, и микроокружением ак-
тивного центра [15, 19, 20]. Формирование сим-
метричного гомотримера критически важно для
каталитической активности Dut, поскольку связы-
вание субстрата происходит в межсубъединичной
области, и каждый активный центр сформирован
консервативными аминокислотными остатками
всех трех субъединиц [21]. В последнее время раз-
работка соединений, направленных на дестаби-
лизацию белковых комплексов, представляет со-
бой активно развивающуюся область фармаколо-
гической химии [22, 23], и малые молекулы,
дестабилизирующие тример Dut, могли бы послу-
жить основой для конструирования новых лекар-
ственных средств.

Несмотря на то что механизм действия триме-
ра Dut хорошо охарактеризован, само образова-
ние активного тримера изучено гораздо хуже.
В настоящей работе с использованием метода вы-
сокоскоростной наномасштабной дифференци-
альной сканирующей флуориметрии (nanoDSF
[24–26]) исследовано влияние различных физи-
ко-химических факторов на стабильность триме-
ра Dut E. coli.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы. В работе использовали штаммы

E. coli BL21(DE3) Star (F– ompT hsdSB (rB
–mB

–) gal
dcm lon rne131 λDE3) (“ThermoFisher Scientific”,
США) и DH5α (F– endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1
gyrA96 deoR nupG purB20 ϕ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-
argF)U169, hsdR17(rK

–mK
+), λ–) (“New England Bi-

olabs”, США), плазмиды pBlueScript II SK(–)
(“Agilent Technologies”, США) и pET-23с(+)
(“Merck”, Германия), рестриктазы BamHI, EcoRV,

FauNDI, ДНК-лигазу бактериофага T4 (все “Си-
бэнзим”, Россия), dUTP, dUMP, dAMP, dCMP,
dGMP и dTMP (“Биосан”, Россия).

Клонирование гена dut E. coli. Последователь-
ность гена dut E. coli была амплифицирована с
одиночной колонии штамма DH5α с исполь-
зованием праймеров 5'-TTTTTTGATAT-
CATATGAAAAAAATCGACGTTAAGATTC-3' и
5'-TTTTTTGATATCGGATCCTGACGACCAGAGT-
GACCAAAG-3' и клонирована в вектор pBlue-
Script II SK(–) по сайту EcoRV. После подтвер-
ждения последовательности секвенированием по
Сэнгеру фрагмент размером 456 п.н., содержащий
ген dut, переклонировали в вектор pET-23с(+) по
фланкирующим целевой ген сайтам NdeI (FauNDI)
и BamHI. Полученная плазмида pET-23c-Dut ко-
дирует белок Dut, несущий на C-конце пептид
His6, под промотором РНК-полимеразы бакте-
риофага T7.

Выделение белка Dut. Клетки E. coli BL21(DE3)
Star, трансформированные плазмидой pET-23c-
Dut, выращивали при 37°C на среде LB в присут-
ствии соответствующего антибиотика до оптиче-
ской плотности OD600 = 0.8. Экспрессию индуци-
ровали добавлением изопропил-β-D-1-тиогалак-
топиранозида до концентрации 1 мМ. Клетки
культивировали в течение 3 ч при 37°C, затем оса-
ждали центрифугированием при 6000 g в течение
20 мин при 10°C. Дальнейшие процедуры прово-
дили на льду или при 4°C. Биомассу ресуспенди-
ровали в 50 мМ Трис-HCl-буфере (pH 7.5), содер-
жащем 500 мM NaCl (буфер A). Клетки разруша-
ли ультразвуком, суспензию центрифугировали
при 14000 g в течение 30 мин при 4°C. Суперна-
тант пропускали через фильтр с размером пор
0.45 мкм и наносили на сорбент IMAC SepFast
(“BioToolomics”, Великобритания), насыщенный
ионами Ni2+. Сорбент промывали буфером A и
проводили элюцию градиентом 50–500 мМ ими-
дазола в буфере A. Фракции, содержащие целе-
вой белок, разбавляли 4 объемами буфера B
(50 мМ Трис-HCl pH 7.5, 1 мМ дитиотреитол и
1 мМ EDTА) и наносили на сорбент Q-сефарозу
(“Danaher”, США), уравновешенную буфером B
с добавлением 100 мМ NaCl. Сорбент промывали
буфером B и вели элюцию градиентом 100–1000 мМ
NaCl в буфере B. Наиболее гомогенные фракции,
содержащие целевой белок, объединяли, диали-
зовали против буфера, содержащего 50 мM Tрис-
HCl (pH 7.5), 100 мM NaCl, 50%-ный глицерин,
хранили при –20°C. Концентрацию белка опре-
деляли спектрофотометрически на приборе
NanoDrop One (“ThermoFisher Scientific”). Выход
целевого белка составил 17.4 мг с 1 л культуры.

Кинетика гидролиза dUTP. Реакционная смесь
содержала 0.5 нМ Dut (по мономерной форме),
50 мM Трис-HCl (pH 7.5), 5 мM MgCl2 и 100 мM
NaCl, концентрацию dUTP варьировали в диапа-
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зоне 0.5–100 мкМ. Реакцию вели при 37°С в тече-
ние 5 мин и останавливали прогреванием в течение
2 мин при 95°С. Продукты реакции анализировали
методом высокоэффективной обращеннофазо-
вой жидкостной хроматографии с использованием
хроматографа Милихром А-02, оборудованного
колонкой ProntoSIL-120-5-C18 (“Эконова”, Рос-
сия). Буфер для нанесения пробы содержал 50 мМ
ацетат триэтиламмония, для элюции использова-
ли 0–50%-ный градиент ацетонитрила при ско-
рости подачи 150 мкл/мин и температуре 35°С.
Поглощение измеряли на длине волны 260 нм.
Хроматограммы анализировали в программе
МультиХром-СПЕКТР путем измерения площа-
ди под пиками dUMP и dUTP. Скорости образо-
вания продукта описывали уравнением Миха-
элиса–Ментен, параметры уравнения определя-
ли из данных пяти независимых экспериментов
нелинейной регрессией гиперболической функ-
ции в программе SigmaPlot v11.0 (SPSS, США).

Измерения методом высокоскоростной nanoDSF.
Зависимость собственной флуоресценции белка
от температуры измеряли при возбуждении на
длине волны 280 нм и испускании на длинах волн
330 и 350 нм на установке Tycho (“Nanotemper
Technologies”, Германия) в буфере, содержащем
25 мМ Na-фосфатный буфер (pH 7.5) и 1 или
5 мкМ Dut (по тримерной форме). Измерения
производили в капилляре объемом 10 мкл при
скорости нагрева 0.5°C/c. В качестве основного
измеряемого параметра использовали соотноше-
ние флуоресценции на длинах волн 350 и 330 нм
(F350/F330), которое не зависит от концентрации
белка и чувствительно к окружению остатков Trp
[27]. Влияние концентрации NaCl изучали в том
же буфере, но с равномерно возрастающей кон-
центрацией NaCl от 0 до 1 М с шагом 100 мМ и
концентрацией Dut 5 мкМ. Влияние гидрофоб-
ных взаимодействий исследовали в том же буфе-
ре, дополнительно содержащем 100 мМ NaCl и
этанол в концентрации 0–20%. Влияние молеку-
лярного краудинга изучали аналогичным спосо-
бом, при этом массовую долю полиэтиленгликоля
со средней молекулярной массой 4000 Да (ПЭГ 4000)
варьировали от 0 до 30%. Значение pH, оптималь-
ное для тримеризации, подбирали, используя Na-
фосфатный буфер с диапазоном pH 4.0–8.8 в при-
сутствии 100 мМ NaCl. При изучении связывания
dNMP с тримером Dut в смеси присутствовали
100 мМ NaCl и, при необходимости, 5 мМ MgCl2;
лиганды добавляли в концентрации 0–30 мМ
(dUMP) или 10 мМ (прочие dNMP). Все данные
получены по результатам двух–четырех незави-
симых экспериментов. Параметры плавления
рассчитывали с использованием программы Mol-
tenProt [26] и собственного программного обес-
печения прибора Tycho.

Структурный анализ. Межмолекулярные взаи-
модействия в тримере Dut анализировали с исполь-
зованием программ PISA [28] и GETAREA [29]. Для
визуализации структур использовали программу
PyMol (“Schrödinger”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Клонирование гена dut и выделение 
рекомбинантного белка Dut E. coli

Ген dut амплифицировали из геномной ДНК
E. coli и клонировали в вектор pET-23c для после-
дующей продукции белка с C-концевым гексаги-
стидиновым пептидом. Анализ структур тримера
Dut в свободном виде и в комплексе с dUTP и его
аналогами [11, 12, 14, 15, 17, 18] показывает, что
пептид His6 на C-конце мономера не будет ме-
шать ассоциации субъединиц в тример и прояв-
лению ферментативной активности. Индуциро-
ванный синтез Dut в клетках E. coli штамма
BL21(DE3) Star при 37°С проходил эффективно с
высоким содержанием белка в растворимой
фракции. После металлхелатной аффинной хро-
матографии и анионообменной хроматографии
целевой белок молекулярной массой ~18 кДа
(расчетная молекулярная масса мономера Dut
17.7 кДа) был более чем на 95% гомогенен (рис. 1а).
Значения кинетических параметров реакции гид-
ролиза dUTP, измеренных в условиях стационар-
ной кинетики методом высокоэффективной об-
ращеннофазовой жидкостной хроматографии
(рис. 1б) составили 7.2 ± 0.2 с–1 для kcat и 0.63 ± 0.08 мкМ
для KM, что близко к опубликованным данным
[15, 19, 20] и свидетельствует об эффективной
сборке Dut в каталитически активный тример.

Характеристика температурной денатурации 
белка Dut методом nanoDSF

Факторы, влияющие на стабильность тримера
Dut, изучали с использованием метода nanoDSF,
основанного на переходах интенсивности флуо-
ресценции белка при повышении температуры
[24–26]. Формально денатурация белка в режиме,
характерном для высокоскоростной nanoDSF
(>10°C/мин), не является равновесной, но из-за
очень малых объемов анализируемого образца
процесс приближается к равновесному, что поз-
воляет использовать температуру перехода между
состояниями с разной флуоресценцией как вели-
чину, характеризующую плавление белковой гло-
булы. Флуоресценция белков обусловлена в ос-
новном флуоресценцией боковых радикалов
остатков Trp, а ее изменение при плавлении – из-
менением окружения (в основном, полярности
окружения) этих остатков [30]. Известные струк-
туры тримера Dut демонстрируют уникальное
расположение триптофанов: каждый мономер
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Dut содержит всего один остаток Trp, которые
при сборке белка в тример располагаются в меж-
субъединичной полости, контактируя друг с дру-
гом (рис. 2а). Доступная растворителю поверх-
ность каждого остатка составляет 12.9 Å2 (5.4% от-
носительно усредненной доступности в трипептиде
Gly-Trp-Gly), что позволяет классифицировать
Trp в тримере Dut как внутренний. Таким обра-
зом, можно ожидать, что с повышением темпера-
туры интенсивность флуоресценции Trp будет
меняться при распаде тримера Dut, а затем при
денатурации мономера.

На рис. 2б показаны кривые изменения флуо-
ресценции белка Dut при плавлении. В отличие
от мономерного белка – бычьего сывороточного
альбумина (БСА; рис. 2б, врезка), у которого на-
блюдался единственный температурный переход
при 62.1 C, на кривых плавления Dut присутство-
вали два перехода, первый из которых сопровож-
дался повышением, а второй – снижением флуо-
ресценции. Ввиду того, что мономер Dut содер-
жит единственный остаток Trp, весьма вероятно,
что первый переход (и соответствующая ему тем-
пература плавления Т1) представляет собой дис-
социацию субъединиц тримера Dut, в то время
как второй переход (Т2) представляет собой плав-
ление мономерных субъединиц. Альтернативные
объяснения первого температурного перехода
(например, общее изменение структуры внутрен-
ней части тримера без распада всего комплекса)
маловероятны ввиду большого изменения флуо-
ресценции, которое почти в 2 раза превосходит
изменение при втором переходе или при плавле-

нии БСА. Температуры T1 и T2, определенные в
соответствии с равновесной моделью трех состо-
яний и не предполагающей равновесия эмпири-
ческой моделью трех состояний [26], отличались
незначительно (T1 = 62.5 C, T2 = 76.7 C для равно-
весной модели, T1 = 61.2 C, T2 = 78.8 C для эмпи-
рической модели для кривой на рис. 2б). Далее
использовали эмпирическую модель, поскольку
она давала меньшее отклонение от эксперимен-
тальных данных. При использовании двух кон-
центраций белка (1 и 5 мкМ) профили флуорес-
ценции совпадали (рис. 2б), что указывает на ста-
бильность тримера в этом концентрационном
диапазоне в начальных условиях. Помимо точек
температурных переходов, при анализе кривых
плавления принимали во внимание значение
максимума флуоресценции, который зависит от
концентрации и удельной интенсивности флуо-
ресценции промежуточного состояния (мономе-
ра Dut).

Тример Dut преимущественно стабилизируется 
гидрофобными взаимодействиями

и водородными связями

Для изучения факторов, влияющих на ста-
бильность тримера Dut, сначала определили за-
висимость вида кривых плавления от ионной си-
лы раствора (рис. 3). Рост концентрации NaCl
(0–±1000 мМ) сопровождался заметным повыше-
нием значения T1 c (61.2 до 75.8 C). Наблюдалось
также изменение T2, однако оно имело меньший
масштаб (повышение с 79.7 до 84.4 C). Значения

Рис. 1. Выделение и ферментативная активность Dut. а – Фотография геля, окрашенного кумасси голубым, после ана-
лиза препарата Dut (дорожка 2) электрофорезом в системе Лэммли. 1 – Набор маркеров молекулярной массы. б – За-
висимость скорости реакции гидролиза dUTP ферментом Dut от концентрации субстрата. Приведены средние значе-
ния и стандартная ошибка, вычисленные по пяти независимым экспериментам, кривая соответствует зависимости
Михаэлиса–Ментен v = kcat[E]0[S]/(KM+[S]).
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максимума флуоресценции при этом снижались
практически симметрично с повышением T1
(рис. 3б). Такая картина характерна для ситуации,
при которой с ростом ионной силы относительная
концентрация промежуточного состояния снижа-
ется из-за сближения T1 и T2 при незначительном
изменении удельной интенсивности флуоресцен-
ции промежуточного состояния. Таким образом,
возрастание ионной силы раствора ведет к стаби-
лизации тримера Dut.

Совершенно иная картина наблюдалась при
повышении гидрофобности раствора за счет уве-
личения концентрации в нем этанола. Влияние
этанола на стабильность тримера Dut исследова-
ли в диапазоне концентраций 0–20% (v/v), где от-
сутствует явное влияние на структуру и раствори-
мость глобулярных белков [31]. При концентра-
ции этанола 30% и выше в растворе Dut
наблюдалось выпадение осадка. При повышении
концентрации этанола наблюдалось выраженное
снижение температуры диссоциации тримера – с
65.4 до 48.2°C (рис. 3в). При этом снижалось так-
же значение максимума флуоресценции, что,
очевидно, объясняется повышением гидрофоб-
ности окружения остатков Trp в водно-органиче-
ском растворителе. На начальных участках кри-
вых плавления (T ≤ 40°C) флуоресценция образцов
с разным содержанием этанола не отличалась,
что подтверждает низкую доступность остатков
Trp в составе тримера для растворителя. Эти дан-
ные свидетельствуют о значительном снижении

стабильности тримерной формы Dut при повы-
шении концентрации этанола. В совокупности с
повышением стабильности тримера при возрас-
тании ионной силы это говорит о критической
роли гидрофобных взаимодействий для ассоциа-
ции субъединиц Dut.

Вклад в стабилизацию тримера могут вносить
также водородные связи, однако из-за того, что
при сольватации поверхности они замещаются на
связи с водой, в среднем каждая водородная связь
на интерфейсах в белок-белковых комплексах
вносит лишь около –0.5 ккал/моль [28]. Водород-
ные связи, необходимые для межсубъединичного
взаимодействия, могут появляться или исчезать
при изменении состояния ионизации боковых
радикалов аминокислотных остатков. Для уста-
новления pH-оптимума существования Dut в
тримерном состоянии измеряли профили темпе-
ратурной диссоциации тримера Dut в диапазоне
pH 4.0–8.8 (рис. 3г). Значения T1 увеличивались с
повышением pH и достигали стабильности при
pH ≥ 6.4. Дестабилизация тримера при снижении
pH была сходной с дестабилизацией при увеличе-
нии гидрофобности среды. Как и в случае NaCl,
значения максимальной флуоресценции изменя-
лись практически симметрично с изменением T1,
однако это изменение имело меньшую амплиту-
ду. Таким образом, максимальная стабильность
тримера Dut наблюдается при околофизиологи-
ческих значениях pH. Наблюдаемое значение pH
для перехода между менее стабильной и более

Рис. 2. а – Расположение остатков Trp в структуре Dut (номер в базе данных Protein Data Bank 6HDE [18]). б – График
зависимости интенсивности флуоресценции Dut от температуры при концентрациях белка по тримеру 1 мкМ (темно-
серые точки) и 5 мкМ (светло-серые точки) в отсутствие NaCl. Точками обозначены результаты отдельных измерений,
линиями – сглаженный профиль зависимости. На врезке изображен аналогичный график денатурации бычьего сыво-
роточного альбумина в тех же условиях.
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Рис. 3. Факторы, влияющие на стабильность тримера Dut. а – Кривые плавления Dut при различных концентрациях
NaCl (0–1000 мМ, шаг 100 мМ). б–д – Графики зависимости температуры диссоциации тримера Dut (T1, черные
кружки) и максимума флуоресценции (белые кружки) от концентрации NaCl (б), концентрации этанола (в), pH (г) и
концентрации ПЭГ 4000 (д). Для удобства сравнения оси T1 и F350/F330 на графиках б–д имеют одинаковый масштаб.
Приведены средние значения и стандартная ошибка, вычисленные по двум–четырем независимым экспериментам.
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стабильной формой тримера составляет около
5.7, что ближе всего к значению pKa бокового ра-
дикала His (~6.0). В структуре Dut остатки His76 и
His94 образуют межсубъединичные водородные
связи с остатками Ser100 и Asp137/Thr139, соот-
ветственно. Возможно, изменение состояния их
ионизации влияет на стабильность тримера.

Расчеты на основе опубликованных струк-
тур подтверждают важную роль гидрофобных
взаимодействий и водородных связей в стаби-
лизации тримера Dut (табл. 1). Образование
тримера сопровождается значительным выигры-
шем в предсказанной энергии сольватации/десоль-
ватации поверхности (–25.7 ± 3.0 ккал/моль на
каждый из трех интерфейсов взаимодействия).
Также на интерфейсах наблюдается значи-
тельное число водородных связей, энергетиче-
ский вклад которых в стабилизацию тримера
несколько уступает гидрофобным взаимодей-
ствиям (–17.5 ± 3.6 ккал/моль из расчета –
0.5 ккал/моль/связь [28]). Число солевых мости-
ков на интерфейсах взаимодействия в тримере
Dut невелико и с учетом того, что каждый из них
в среднем вносит –0.3 ккал/моль, они лишь не-
значительно стабилизируют комплекс. Интерес-
но, что гибкие “хвосты” каждой субъединицы в
кристаллической структуре тримера демонстри-
руют определенную гетерогенность взаимодей-
ствия с соседними субъединицами, что проявля-
ется в кажущейся неэквивалентности интерфей-
сов (табл. 1) и теоретически может вызывать
вариабельность микроскопических констант вза-
имодействия каждого из трех активных центров с
субстратом.

Живые клетки содержат высокие концентра-
ции различных макромолекул, что зачастую при-
водит к усилению межмолекулярных взаимодей-
ствий за счет снижения объема, доступного моле-
кулам белка (эффект молекулярного краудинга).
Для анализа этого эффекта в молекулярно-био-
логических системах часто используют инертные
неструктурированные высокомолекулярные со-
единения, например, полиэтиленгликоль. Добав-
ление ПЭГ 4000 практически не влияло на ста-
бильность тримера Dut, однако вызывало сниже-

ние максимума флуоресценции, сравнимое с
эффектом этанола (рис. 3д). Возможно, это связа-
но с меньшей доступностью воды для остатков
Trp в мономере Dut в условиях молекулярного
краудинга.

Стабильность тримера Dut в присутствии 
нуклеотидных лигандов

Сродство Dut к продукту реакции – dUMP, и к
ряду других несубстратных нуклеотидных лиган-
дов составляет порядка 0.2–10 мМ [17, 19]. Для
определения влияния лигандов в нуклеотидсвя-
зывающем центре на стабильность тримера Dut
оценили температурную денатурацию Dut в при-
сутствии 0.1–30 мМ dUMP (рис. 4а). В возрастаю-
щих концентрациях dUMP умеренно стабилизи-
ровал тример (T1 повышалась с 66.2°C в отсут-
ствие dUMP до 72.8 C в присутствии 30 мМ
dUMP). Параллельно с этим снижался макси-
мальный уровень флуоресценции. Поскольку в
структуре Dut в нуклеотидсвязывающем центре
находится также каталитический ион Mg2+,
сравнили плавление Dut в присутствии и в от-
сутствие MgCl2, однако профили денатурации
оказались практически идентичными (данные
не приведены).

Сравнение влияния разных dNMP на стабиль-
ность тримера Dut при фиксированной концен-
трации (10 мМ) показало, что степень стабилиза-
ции убывает в порядке dUMP > dAMP > dTMP ~
~ dGMP ~ dCMP. При этом наибольшее влияние
на максимальную флуоресценцию оказывали dT-
MP и dCMP, слабо стабилизирующие тример.
Возможное взаимодействие лигандов нуклеотид-
ной и другой природы с мономером Dut требует
отдельного исследования. Общая флуоресценция
образцов в присутствии лигандов снижалась в 4–
5 раз, что, очевидно, связано с поглощением
растворами нуклеотидов на длине волны 280 нм,
использованной для возбуждения флуоресцен-
ции Dut.

Таким образом, нами показано, что метод высо-
коскоростной наномасштабной дифференциаль-
ной сканирующей флуориметрии можно успешно

Таблица 1. Теоретически рассчитанные характеристики интерфейсов взаимодействия между субъединицами
тримера Duta

a Расчетные значения по структуре 6HDE [18], полученные в программе PISA [28].
б Энергия сольватации без учета вклада водородных связей и ионных взаимодействий.

Субъединицы, 
образующие 
интерфейс

Площадь, Å2 ΔG° образования, 
ккал/мольб

Число водородных 
связей

Число солевых 
мостиков

A + B 2326.3 –27.8 37 6
B + C 2085.0 –22.3 41 5
A + C 1847.4 –27.0 27 3
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применять для анализа стабильности каталитиче-
ски активной тримерной формы белка Dut – жиз-
ненно важного фермента бактерий и эукариот.
Основной вклад в стабилизацию тримера вносят
гидрофобные взаимодействия и водородные свя-
зи. В настоящее время существует большой инте-
рес к поиску низкомолекулярных соединений,
разрушающих или стабилизирующих интерфей-
сы белок-белковых взаимодействий, как возмож-
ных фармакологических средств [22, 23]. Метод
nanoDSF дает удобный инструмент для скринин-
га соединений на способность нарушать стабиль-
ность тримера Dut с целью поиска новых антиме-
таболитов для борьбы с бактериальными инфек-
циями.

Исследование поддержано Программой раз-
вития Томского государственного университета
(Приоритет-2030). Структурный анализ выпол-
нен при поддержке Министерства науки и выс-
шего образования РФ (соглашение 075-15-2022-263).
Секвенирование ДНК выполнено сотрудниками
ЦКП “Геномика” СО РАН.

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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Factors Affecting the Stability of the Trimer 
of 2'-deoxyuridine-5'-triphosphate Nucleotide Hydrolase from Escherichia coli
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To prevent erroneous incorporation of dUMP into DNA from the dUTP metabolic pool, all living cells con-
tain 2′-deoxyuridine-5′-triphosphate nucleotide hydrolase (Dut), an enzyme that hydrolyzes dUTP to dUMP
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and pyrophosphate. Dut is considered a promising pharmacological target for antimetabolite therapy. Enzy-
matically active Dut is a trimer that binds the substrate at the interface between the subunits. Here we use
high-speed nanoscale differential scanning f luorometry (nanoDSF) to study how various physicochemical
factors affect the stability of the E. coli Dut trimer. Unlike for monomeric proteins, thermal denaturation of
Dut occurred in two stages, the first of which corresponds to the dissociation of the trimer to monomeric sub-
units. Hydrophobic interactions and hydrogen bonds at the interfaces between subunits contributed most to
trimer stabilization. The Dut trimer was partially stabilized upon binding of nucleotide ligands. In general,
nanoDSF is a convenient assay for screening low molecular weight compounds for their ability to destabilize
the active Dut trimer.

Keywords: dUTPase, protein–protein interactions, oligomerization, differential scanning f luorimetry
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Описаны новые цвиттер-ионные производные олигонуклеотидов, содержащие 1,2,3,4-тетрагидро-
изохинолин-7-сульфонилфосфорамидную группу. Автоматизированный синтез этих соединений
осуществлен по β-цианэтильной амидофосфитной схеме с использованием реакции Штаудингера
между 2-трифторацетил-1,2,3,4-тетрагидроизохинолин-7-сульфонилазидом и фосфиттриэфиром в
составе олигонуклеотида, привитого к полимерному носителю. 1,2,3,4-Тетрагидроизохинолин-7-
сульфонилфосфорамидная группа (THIQ) оказалась устойчивой в условиях стандартного синтеза
олигонуклеотидов, включая удаление защитных групп с отщеплением олигонуклеотида от поли-
мерного носителя обработкой смесью концентрированных водных растворов аммиака и метилами-
на (1:1) при нагревании. Получены олигонуклеотиды, модифицированные от одной до пяти THIQ-
групп в различных положениях. Цвиттер-ионный характер полученных производных отражался в
различной подвижности в условиях денатурирующего электрофореза в ПААГ. Термическая устой-
чивость дуплексов олигодезоксинуклеотидов, содержащих THIQ-группы, с комплементарными
ДНК и РНК слабо отличалась от устойчивости природных дуплексов ДНК:ДНК и ДНК:РНК. По-
лученные результаты позволяют предположить возможность использования олигонуклеотидов,
модифицированных цвиттер-ионными THIQ-группами, в качестве антисмысловых терапевтиче-
ских агентов.

Ключевые слова: цвиттер-ион, антисмысловые олигонуклеотиды, твердофазный синтез, реакция
Штаудингера, сульфонилазиды
DOI: 10.31857/S0026898423020180, EDN: EEIRJW

ВВЕДЕНИЕ
Интерес к производным олигонуклеотидов

как к терапевтическим агентам повышается с
каждым годом [1–3]. Для этого есть несколько
причин, а именно, олигонуклеотиды способны
комплементарно связываться с нуклеиновыми
кислотами, прежде всего с РНК живых клеток, и
воздействовать на экспрессию генов, что, как
правило, не могут лекарственные средства на ос-
нове малых молекул [4]. К настоящему времени
получено множество производных олигонуклео-
тидов, применяемых в так называемой антисмыс-

ловой терапии [5, 6], которые, исходя из различий
в механизме действия, можно разделить на две
основные группы, а именно, на пространствен-
ные блокаторы функции РНК [7], в частности,
корректоры сплайсинга [8], и на активаторы кле-
точных нуклеаз, в основном РНКазы Н [9]. Из
числа последних наиболее широко используются
олигонуклеотиды с модифицированной фосфат-
ной группой, прежде всего тиофосфатные произ-
водные [10]. Популярность этих производных вы-
звана, с одной стороны, относительной просто-
той получения и повышенной устойчивостью к
ферментативному расщеплению, а с другой –
свойствами тиофосфатной группы (облегченное
проникновение в клетки за счет связывания со
специфическими рецепторами и эффективная

1 Авторы, внесшие равный вклад в работу.
Сокращения: DMTr – 4,4′-диметокситритил; TEAA – аце-
тат триэтиламмония; THIQ – 1,2,3,4-тетрагидроизохино-
лин-7-сульфонилфосфорамидная группа.
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транслокация в ядра клеток), а также улучшенной
фармакокинетикой и фармакодинамикой тио-
фосфатных производных по сравнению с други-
ми аналогами ДНК и РНК [11]. Эти благоприят-
ные свойства обусловлены повышенной аффин-
ностью тиофосфатных олигонуклеотидов к
белкам [12]. Обратной стороной высокого срод-
ства к белкам является повышенная токсичность
данных производных [13]. Для снижения неспе-
цифической токсичности и повышения селек-
тивности антисмыслового действия актуальной
остается разработка новых аналогов фосфоди-
эфирной связи, лишенных недостатков тиофос-
фатной группы, но не потерявших ее достоинств.
Примером может служить предложенная недавно
мезилфосфорамидная группа [14, 15]. Взаимодей-
ствие тиофосфатных олигонуклеотидов с белка-
ми, как считается, обусловлено нековалентными
ван-дер-ваальсовыми (гидрофобными) взаимо-
действиями [12, 16], хотя недавно была выдвинута
оригинальная гипотеза о ведущей роли в улуч-
шенном проникновении в клетки динамического
образования несимметричных дисульфидных мо-
стиков между тиофосфатными группами олиго-
нуклеотида и остатками цистина в белках [17].
Особый интерес вызывают аналоги фосфатной
группы, способные к взаимодействию с амино-
кислотными остатками в белках за счет как ион-
ных (электростатических), так и гидрофобных
взаимодействий. К их числу можно отнести цвит-
тер-ионные группировки, несущие как отрица-
тельный, так и положительный заряд. Известно
большое число катионных модификаций меж-
нуклеотидной группы и гетероциклических осно-
ваний или углеводного остатка в олигонуклеоти-
дах [18, 19]. В ряде производных природные фос-
фодиэфиры сочетаются с модифицированными
фосфатами, несущими положительно заряжен-
ные группы [20]. Показано возрастание устойчи-
вости некоторых цвиттер-ионных олигонуклео-
тидов к ферментативному гидролизу [21], повы-
шение сродства к ДНК [22] и улучшение
проникновения в клетки [20]. Можно предполо-
жить, что аналоги олигонуклеотидов, сочетаю-
щие цвиттер-ион с гидрофобной группой, будут
способны взаимодействовать с более широким
спектром аминокислотных остатков в составе
белков: не только катионных (Lys, Arg, His), но и
анионных (Asp и Glu) и неполярных (Trp, Phe,
Leu, Ile, Val).

Этим условиям отвечает 1,2,3,4-тетрагидро-
изохинолин-7-сульфонилфосфорамидная группа
(THIQ), сочетающая вторичную алифатическую
аминогруппу с рКа около 10 в насыщенном цикле
с бензольным кольцом при сульфонилфосфора-
мидной связи, отрицательно заряженной при фи-
зиологических значениях рН [14, 23].

Известно, что химическая модификация часто
снижает способность олигонуклеотида к компле-

ментарному связыванию [24]. Поэтому представ-
ляет интерес замещение по крайней мере части
фосфодиэфирных связей в олигонуклеотиде
цвиттер-ионными группами с целью повышения
прочности образующегося комплементарного
комплекса за счет компенсации электростатиче-
ского отталкивания между цепями [22]. Ранее
мы предложили использовать для стабилизации
G-квадруплексов путем уменьшения электро-
статического отталкивания незаряженные фос-
форилгуанидиновые группы [25] и цвиттер-ион-
ные алифатические сульфонилфосфорамидные
группы, содержащие в боковой цепи остаток чет-
вертичного аммония [26]. В дальнейшем Su и со-
авт. показали, что эта цвиттер-ионная группи-
ровка повышает устойчивость комплементарного
дуплекса с ДНК и РНК, и триплекса с ДНК [27].
В то же время выявлено преимущество аромати-
ческой тозилфосфорамидной группы [23] в ре-
альном биологическом приложении [28].

В данной работе мы синтезировали новые оли-
годезоксинуклеотиды, содержащие в одном или
нескольких межнуклеотидных положениях цвит-
тер-ионные THIQ-группы и провели экспери-
менты по термической денатурации дуплексов
олигонуклеотидов, модифицированных THIQ, с
комплементарными ДНК и РНК.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Синтез олигонуклеотидов проводили с помо-

щью автоматического синтезатора ДНК/РНК
ASM-800 производства ООО “Биоссет” (Новоси-
бирск, Россия) согласно доработанному протоко-
лу твердофазного амидофосфитного синтеза в
стандартных реакторах объемом 12–50 мкл в мас-
штабе 0.1–0.4 мкмоль из соответствующих дез-
оксирибонуклеозид-3'-β-цианэтил-N,N-диизо-
пропиламидофосфитов и полимерных носите-
лей на основе пористого стекла с размером пор
500 Å с привитыми дезоксирибонуклеозидами от
компании “Sigma Aldrich” (США). В качестве за-
щитных групп для экзоциклических аминогрупп
азотистых оснований использовали: А – бензоил,
С – ацетил, и G – изобутирил. 4,4'-Диметоксит-
ритильную (DMTr) группу с 5′-конца нуклеозида,
иммобилизованного на полимере, удаляли обра-
боткой 3%-ной дихлоруксусной кислотой в хло-
ристом метилене. Конденсацию амидофосфитов
проводили в присутствии активатора 5-этилтио-
1H-тетразола (0.25 М раствор в ацетонитриле).
Для кепирования непрореагировавших 5'-гид-
роксильных групп использовали стандартные
растворы Cap А и Cap B. Для введения 2-трифто-
рацетил-1,2,3,4-тетрагидроизохинолин-7-суль-
фамидной группы по межнуклеотидному фосфату
вместо окисления иодом использовали реакцию
Штаудингера с 2-трифторацетил-1,2,3,4-тетрагид-
роизохинолин-7-сульфонилазидом (0.2 М раствор



342

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

ПАТРУШЕВ и др.

в ацетонитриле) в течение 30 мин [17, 21]. Соот-
ветствующий сульфонилазид получен из коммер-
ческого сульфонилхлорида компании “Alfa Aesar”
(США) и азида натрия в ацетонитриле.

Олигонуклеотиды синтезировали в режиме без
сохранения 5'-DMTr-группы и отщепляли от по-
лимера обработкой реагентом АМА (смесь (1 : 1)
28% водного аммиака и 40% водного метиламина)
при 55°С в течение 15 мин. Также одновременно
удаляли трифторацетильную группу с атома азо-
та тетрагидроизохинолинового кольца, β-ци-
анэтильные защитные группы с фосфатов и
ацильные защитные группы с азотистых основа-
ний А, С и G. При этом избегали побочной реак-
ции, связанной с присоединением акрилонитри-
ла к вторичной аминогруппе изохинолинового
кольца, которая имеет место при использовании
только аммиака. После удаления летучих компо-
нентов с помощью вакуум-концентратора Con-
centrator Plus (“Eppendorf”, Германия) олиго-
нуклеотиды растворяли в 50%-ном ацетонитри-
ле и осаждали, добавляя 10-кратный объем
30%-го перхлората лития в ацетоне с выдержива-
нием при –20°С в течение 15 мин. Осадок отде-
ляли центрифугированием, промывали 2 раза
ацетоном и высушивали в течение 10 мин на воз-
духе при комнатной температуре. Далее олиго-
нуклеотиды растворяли в 50%-ном ацетонитри-
ле и определяли концентрацию по оптической
плотности раствора при λ = 260 нм с помощью
УФ-спектрофотометра NanoPhotometer N80Touch
(“Implen”, Германия).

Аналитическую обращенно-фазовую (ОФ) ВЭЖХ
проводили на приборе Милихром А-02 ООО “Эко-
нова” (Новосибирск, Россия) на колонке Pronto-
sil C18 5 мкм 2 × 75 мм в градиенте элюента Б (аце-
тонитрил : вода = 1 :1) в 20 мМ ацетате триэтилам-
мония, рН 7.0 (элюент А) от 0 до 50% за 30 мин,
скорость потока 0.1 мл/мин.

Аналитический электрофорез проводили в
20%-ном ПААГ толщиной 0.4 мм в следующих
условиях: акриламид – N,N'-метилен-бисакрила-
мид (30 :1), 8 М мочевина, 90 мМ Трис-борат,
pH 8.3, 2 мМ Na2EDTA. Олигонуклеотиды нано-
сили в растворе, содержащем 8 М мочевину,
0.05%-ный ксиленцианол FF и 0.05%-ный бром-
феноловый синий. Полосы визуализировали,
окрашивая гель раствором 500 мг/л красителя
Stains-All (“Sigma Aldrich”) в формамиде с после-
дующей отмывкой дистиллированной водой. Ге-
ли фотографировали на приборе ChemiDoc MP
(“Bio-Rad”, США).

Олигонуклеотиды выделяли с помощью элек-
трофореза в 20%-ном денатурирующем ПААГ
толщиной 1.2 мм в аналогичных условиях с по-
следующей элюцией 0.3 М перхлоратом натрия
и обессоливанием путем гель-фильтрации на
колонке NAP-25 с сорбентом Sephadex G-25

(“GE Healthcare”, Великобритания) в виде на-
триевой соли и лиофилизировали на лиофильной
сушилке “Labconco” (США).

Молекулярные массы олигонуклеотидов опреде-
ляли с помощью масс-спектрометрии MALDI-TOF
на приборе Ultraflex III TOF/TOF (“Bruker Dal-
tonics”, Германия). Масс-спектры олигонуклео-
тидов получали в линейном режиме отрицатель-
ных ионов прибора и в диапазоне m/z от 500 до
16000 Да при частоте импульсов 25 Гц, ускоряю-
щем напряжении 25.0 кВ и времени задержки
экстракции ионов 120 нс. Образцы олигонуклео-
тидов растворяли до концентрации 0.1 мМ в
водном буфере, содержащем 20 мM ТЕАА и 60%
ацетонитрила. Объем анализируемого образца
составлял 10 мкл. Отобранную пробу (0.7 мкл)
смешивали на подложке (Ground Steel или An-
chorChip) с 0.7 мкл раствора матрицы, приготов-
ленного согласно базовому протоколу произво-
дителя. Матрицей для ионизации служил 2,6-ди-
гидроксиацетофенон (2,6-DHAP) с добавлением
дигидроцитрата аммония. Итоговый масс-спектр
получали суммированием 8–20 одиночных спек-
тров по 100 импульсов лазера на точку. Калибров-
ку прибора проводили с использованием калиб-
ровочных стандартов компании “Bruker”, а также
набора олигонуклеотидов с известными массами.
Молекулярные массы олигонуклеотидов рассчи-
тывали, используя наборы экспериментальных
значений m/z, определенные для каждого анали-
зируемого образца.

1H и 13C ЯМР-спектры 2-трифторацетил-
1,2,3,4-тетрагидроизохинолин-7-сульфонилазида
записывали в Институте органической химии
им. Н.Н. Ворожцова СО РАН на приборах AV-400
и DRX-500 (“Bruker”).

Температуры плавления дуплексов олигонуклео-
тидов, содержащих THIQ-группы, с комплемен-
тарными ДНК и РНК измеряли на спектрофото-
метре UV-1900i (“Shimadzu”, Япония) в буфере
следующего состава: 10 мМ какодилат натрия,
100 мМ NaCl, 5 мМ MgCl2, pH 7. Концентрация
олигонуклеотида и матрицы – по 5 мкМ.

Синтез 2-трифторацетил-1,2,3,4-тетрагидроизо-
хинолин-7-сульфонилазида. К 0.975 г (4.5 ммоль)
2-трифторацетил-1,2,3,4-тетрагидроизохинолин-
7-сульфонилхлорида (“Alfa Aesar”) и 0.27 г азида
натрия в стеклянной колбе (50 мл) добавляли
12 мл сухого ацетонитрила и оставляли при пере-
мешивании на магнитной мешалке на 24 ч. Оса-
док хлорида натрия отфильтровывали, раствори-
тель удаляли в вакууме и кристаллизовали про-
дукт из бензола. Выход азида в виде бесцветных
кристаллов 0.9 г (90%). 1Н ЯМР, 300 МГц (δ, м.д.,
СD3CN): 1.92 (p, J = 2.4 Гц, CHD2CN), 3.05 (t, 2H,
J = 5.9 Гц, H4), 3.84 (t, 2H, J = 5.9 Гц, H3),
4.83 (s, 2H, H1), 7.48 (dd, 1H, J1,2 = 8.1; 2.6 Гц, H6),
7.79 (m, 1H, H5), 7.86 (s, 1H, W1/2 = 5 Гц, H8).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Использование амидофосфитной схемы твер-
дофазного синтеза обеспечивает, как правило,
эффективное получение олигонуклеотидов с мо-
дифицированными фосфатными группами [29].
Для модификации фосфата требуется замена
обычного окисления P(III) в P(V) иной реакцией,
например, реакцией тионирования (сульфуриза-
ции) для получения тиофосфатной группы [30].
Мы показали, что реакция Штаудингера между
остатком β-цианэтилфосфита в составе олигонук-
леотида, привитого к полимерному носителю, и
различными органическими азидами, в том числе
сульфонилазидами, является удобным способом
введения различных аналогов фосфатной группы
по межнуклеотидному положению [31–35]. Ис-
пользование сульфонилазидов, которые легко
получаются из азида натрия и соответствующих
сульфонилхлоридов (более 250 из которых ком-
мерчески доступны), позволяет получить широ-
кий спектр сульфонилфосфорамидных производ-
ных олигонуклеотидов [14, 23, 27, 34, 35]. Впервые
олигодезоксинуклеотиды с ароматической суль-
фонилфосфорамидной группой, а именно, 4-аце-
тиламинобензолсульфонилфосфорамидной, бы-
ли получены Dieter Heindl и соавт. в середине
2000-х [36, 37]; тогда же кратко, без приведения ка-
ких-нибудь деталей, отмечено незначительное
влияние данной группы на устойчивость компле-
ментарного дуплекса с ДНК. В наших работах при-
ведены новые примеры олигонуклеотидов с суль-
фонилфосфорамидными группами: тозилфосфо-
рамидной [23], мезилфосфорамидной [14] и
другими [26, 34, 35], и показано, что введение
данных групп относительно слабо отражается на
устойчивости комплементарного комплекса с

ДНК и, в меньшей степени, с РНК, что в дальней-
шем подтверждено другими группами [27, 38].
Также показан анионный характер сульфонил-
фосфорамидной группы при физиологическом
значении рН около 7, что делает данную группу
близким аналогом фосфата. Наиболее изученны-
ми из полученных производных оказались ме-
зилфосфорамидные олигонуклеотиды (μ), кото-
рые показали себя эффективными антисмысло-
выми [15, 39–42] и иммуномодулирующими
агентами [43]. В то же время олигонуклеотиды,
полностью замещенные по всем межнуклеотид-
ным положениям мезилфосфорамидными груп-
пами, подобно малым интерферирующим РНК,
для наиболее полного проявления своего тера-
певтического потенциала, по-видимому, нужда-
ются в дополнительных трансфекционных аген-
тах, таких как катионные липосомы [39, 41]. Это
свидетельствует в пользу того, что мезилфосфо-
рамидная группа слабее взаимодействует с бел-
ками, чем тиофосфатная. Поэтому поиск новых
сульфонилфосфорамидных производных, спо-
собных преодолеть это ограничение, сохраняет
свою актуальность [34, 35, 40].

В данной работе мы впервые синтезировали
олигонуклеотиды, содержащие 1,2,3,4-тетрагид-
роизохинолин-7-сульфонилфосфорамидную груп-
пу (THIQ, или θ), цвиттер-ионный характер кото-
рой обусловлен присутствием вторичной амино-
группы в насыщенном кольце, которая имеет рКа
около 10 и поэтому должна быть протонирована
при физиологических значениях рН (рис. 1), и
исследовали влияние данной группы на устойчи-
вость комплементарных комплексов, формируе-
мых модифицированными олигонуклеотидами.

Рис. 1. Синтез олигонуклеотидов с 1,2,3,4-тетрагидроизохинолин-7-сульфонилфосфорамидной группой (THIQ) по
реакции Штаудингера. Обозначения: i – завершение синтеза ДНК; ii – конц. водн. (~28%) NH3 – конц. водн. (~40%)
MeNH2 (1:1), 55°С, 15 мин. Вp/B – защищенные (р) или незащищенные азотистые основания А(бензоил), C(ацетил)
или G(изобутирил); Tfa – трифторацетил.
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Необходимый сульфонилазид, легко получае-
мый реакцией 2-трифторацетил-1,2,3,4-тетра-
гидроизохинолин-7-сульфонилхлорида с азидом
натрия, представляет собой кристаллическое ве-
щество, хорошо растворимое в ацетонитриле.
Полученный раствор стабилен при хранении при
комнатной температуре в автоматическом синте-
заторе ДНК и активно вступает в реакцию Шта-
удингера в процессе олигонуклеотидного синтеза
(рис. 1). Отработка условий синтеза олигонуклео-
тидов на гексатимидилатной модели выявила по-
бочную реакцию при отщеплении от полимера и
деблокировании олигонуклеотида при помощи
аммиака. В случае монозамещения с 3'-конца на
хроматограмме присутствовал пик побочного
продукта с бόльшим временем удерживания в ви-
де пары диастереомеров, аналогично основному
продукту (рис. 2а). Примеси была приписана
формула β-цианэтильного аддукта, образующе-
гося в результате присоединения по Михаэлю ак-
рилонитрила, полученного при β-элиминирова-
нии защитной 2-цианэтильной группы с фосфа-
та, к вторичной аминогруппе кольца. Побочная
реакция минимизирована заменой аммиака на
реагент АМА: смесь концентрированного водно-
го аммиака и концентрированного (40%) водного
метиламина (1 : 1). По-видимому, повышенной
нуклеофильности метиламина по сравнению с
аммиаком вполне достаточно, чтобы эффективно
улавливать акрилонитрил, образующийся при де-
блокировании, не затрагивая вторичную амино-
группу. Получив удовлетворительный результат с
одной модификацией (рис. 2б), мы перешли к
синтезу мультизамещенных олигонуклеотидов.

Показано (рис. 3), что THIQ-группа имеет до-
статочно гидрофобный характер, чтобы служить
“якорем” для обращенно-фазовой хроматогра-
фии. Времена удерживания олигонуклеотидов,
содержащих 1, 2, 3, 4 и 5 THIQ-групп, существен-

но различаются. Также различаются времена
удерживания соответствующих диастереомеров
(2n, где n – число модификаций фосфатной груп-
пы): одна THIQ-группа – два пика диастереоме-
ров (профиль 1), две THIQ-группы – четыре пика
диастереомеров (профиль 2) и т.д. (рис. 3).

Далее были синтезирован набор из шести мо-
дифицированных олигонуклеотидов на основе
единой последовательности 5′-d(CTC CCA GGC
TCA AAT) с THIQ-группами в различных поло-
жениях. Аналитическая оф-ВЭЖХ в случае про-
тяженных олигонуклеотидов, как правило, выяв-
ляет один основной пик (рис. 4) без выраженного
разделения диастереомеров, как у коротких по-
следовательностей (рис. 3).

Аналитический электрофорез в ПААГ в дена-
турирующих условиях показал удовлетворитель-
ную чистоту полученных олигонуклеотидов,
сравнимую с чистотой контрольных олигонуклео-
тидов (рис. 5), что говорит о достаточно высокой
конверсии реакции Штаудингера. Присутствие
возрастающего числа THIQ-групп инкрементально
снижает подвижность олигонуклеотидов в геле вви-
ду цвиттер-ионной природы данной модификации
из-за компенсации заряда от одного до, в пределе,
пяти (рис. 5а, дорожки 6–10), тогда как подвиж-
ность монозамещенных олигонуклеотидов слабо
зависит от положения цвиттер-ионной группы
(дорожки 5 и 6). Это свидетельствует в пользу то-
го, что вторичная аминогруппа в кольце остается
протонированной в Трис-боратном буфере с
рН 8.3, что компенсирует отрицательный заряд
сульфонилфосфорамидной группы (рис. 1). В то
же время, даже олигонуклеотид с THIQ-группами
во всех межнуклеотидных положениях сохраняет
мобильность в геле, что говорит о ненулевом сум-
марном заряде (рис. 5а, дорожка 10). При этом, в
отличие от электронейтральной фосфорилгуани-
диновой модификации [44], олигонуклеотиды

Рис. 2. Профили элюции оф-ВЭЖХ олигонуклеотида 5′-d(TTTTTθT) в зависимости от способа деблокирования.
а ‒ При обработке конц. водн. (~28%) аммиаком, 55оС, 1 ч. б – При обработке смесью конц. водн. (~28%) аммиака
и конц. водн. (~40%) метиламина (1:1 об.). Стрелкой указан побочный продукт присоединения акрилонитрила по
вторичной аминогруппе кольца.
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Рис. 3. Профили элюции оф-ВЭЖХ олиготимидилатов, полизамещенных THIQ-группами: (1) 5'-ТθТТ ТТТ; (2) 5'-ТθТθТ
ТТТ; (3) 5'-ТθТθТθ ТТТ; (4) 5'-ТθТθТθ ТθТТ; и (5) 5'-ТθТθТθ ТθТθТ; θ – 1,2,3,4-тетрагидроизохинолин-7-сульфонильная
группа (THIQ).
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Рис. 4. Профиль элюции оф-ВЭЖХ модифицированных 15-звенных олигонуклеотидов: (1) 5′-d(CTC CCA GGθC
TCA AAT); и (2) 5′-d(CθTC CCA GGC TCA AAθT).
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даже с несколькими THIQ-группами способны
эффективно окрашиваться красителем Stains-All.
Следует указать на размывание полос в геле с на-
коплением THIQ-групп в последовательности,
связанное, возможно, с присутствием нескольких
ионных форм с различным суммарным зарядом.

Вклад THIQ-групп в подвижность 15-звен-
ных олигонуклеотидов с 1–3 цвиттер-ионнами
пропорционально менее выражен, чем у гекса-
тимидилатов, но также инкрементален (рис. 5б,
дорожки 2–8) и зависит от положения модифи-
каций в последовательности (см. например, до-
рожки 3–4 и 5–7). Кроме того, большая длина
олигонуклеотидов и, соответственно, больший

суммарный отрицательный заряд балансируют
“размывающий” эффект THIQ-групп, что позво-
ляет полосам в геле оставаться четкими. Поэтому
именно гель-электрофорез использовали для вы-
деления гомогенных θ-олигонуклеотидов, вклю-
чающих все четыре природных азотистых основа-
ния A, C, G и Т.

Влияние числа и положения THIQ-групп на
термическую стабильность дуплексов, образуе-
мых модифицированными олигонуклеотидами с
комплементарными ДНК и РНК, определяли, ис-
пользуя последовательности на основе 15-звенного
олигонуклеотида 5′-d(CTC CCA GGC TCA AAT)
(табл. 1). Обнаружен в целом незначительный эф-

Рис. 5. Аналитический электрофорез в денатурирующем ПААГ THIQ-модифицированных олигонуклеотидов. а ‒ Оли-
готимидилаты с 1–5 модификациями: контроль dT5 (1); контроль dT6 (2); контрольные олигонуклеотиды другой струк-
туры с одной цвиттер-ионной группой различной основности (3 и 4); 5'-d(TTTTTθT), формальный заряд –5 (5);
5'-d(TθTT TTT), формальный заряд –4 (6); 5'-d(TθTθT TTT), формальный заряд –3 (7); 5'-d(TθTθTθ TTT), формальный за-
ряд –2 (8); 5'-d(TθTθTθ TθTT), формальный заряд –1 (9); 5'-d(TθTθTθ TθTθT), формальный заряд 0 (10). б ‒ 15-звенные оли-
гонуклеотиды: 5'-d(CTC CCA GGC TCA AAT) (немодифицированный контроль) (1); 5'-d(CTC CCA GGC TCA AAθT)
(0.05 о.е.) (2); 5'-d(CTC CCA GGC TCA AAθT) (0.1 о.е.) (3); 5'-d(CTC CCA GGθC TCA AAT) (4); 5'-d(CTC CCA GGC
TCA AθAθT) (5); 5'-d(CθTC CCA GGC TCA AAθT) (6); 5'-d(CTC CCA GGθC TCA AAθT) (7); 5'-d(CTC CCA GGC TCAθ

AθAθT) (8). θ – THIQ-группа; BP – бромфеноловый синий. Окрашивание Stains-All.
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Tаблица 1. Термическая стабильность дуплексов олигонуклеотидов, модифицированных 1,2,3,4-тетрагидроизо-
хинолин-7-сульфонилфосфорамидными группами (THIQ) с комплементарными ДНК и РНК

Условия: 10 мM какодилат натрия, 100 мM NaCl, 5 мМ MgCl2, pH 7.4, концентрации олигонуклеотида и матрицы 5 мкМ;
θ – THIQ-группа.

Последовательность олигонуклеотида, 5′→3′ TМ, °C ΔTМ, °C ΔTМ мод.–1, °C

d(CTC CCA GGC TCA AAT) 60.0 – –
d(CTC CCA GGC TCA AAθT) 60.0 – –
d(CTC CCA GGθC TCA AAT) 60.1 +0.1 +0.1
d(CTC CCA GGθC TCA AAθT) 60.6 +0.6 +0.3
d(CTC CCA GGC TCA AAT) 64.4 – –
d(CTC CCA GGC TCA AAθT) 63.7 –0.7 –0.7
d(CTC CCA GGθC TCA AAT) 63.8 –0.6 –0.6
d(CTC CCA GGθC TCA AAθT) 64.2 –0.2 –0.1
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фект цвиттер-ионных модификаций на темпера-
туру плавления дуплексов: слабо положительный в
случае ДНК и незначительно дестабилизирующий
в случае РНК. Можно заключить, что негативное
влияние объемной и относительно “жесткой” би-
циклической модификации THIQ-группы может
быть отчасти компенсировано позитивным вкла-
дом цвиттер-иона, что приводит к значениям ТМ,
близким к полученным в случае наименее стери-
чески объемной мезилфосфорамидной группы,
имеющей чисто анионный характер [14].

В заключение, при помощи разработанной ра-
нее методики автоматизированного твердофаз-
ного синтеза по β-цианэтильной амидофосфитной
схеме с использованием реакции Штаудингера с
2-трифторацетил-1,2,3,4-тетрагидроизохинолин-
7-сульфонилазидом были получены и охаракте-
ризованы новые производные олигонуклеотидов,
содержащие цвиттер-ионную THIQ, или θ, груп-
пу, и выявлено незначительное влияние данной
группы на термическую устойчивость дуплексов,
образуемых модифицированными олигонуклео-
тидами с комплементарными ДНК и РНК, что
позволяет рассматривать данные производные в
качестве перспективных кандидатов для дальней-
шего изучения как потенциальных антисмысло-
вых терапевтических агентов.

Работа поддержана Российским научным
фондом (грант № 22-13-00212) и Министерством
науки и высшего образования Российской Феде-
рации (проект Новосибирского государственного
университета FSUS-2020-0035).

Опыты с участием животных или человека не
проводились.
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New Zwitterionic Oligonucleotides: Preparation and Complementary Binding
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New zwitter-ionic oligonucleotide derivatives containing 1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-7-sulfonyl phos-
phoramidate group are described. Automated synthesis of these compounds was carried out according to the
β-cyanoethyl phosphoramidite scheme using the Staudinger reaction between 2-trif luoroacetyl-1,2,3,4-tet-
rahydroisoquinoline-7-sulfonyl azide and phosphite triester within an oligonucleotide grafted to a polymer
support. 1,2,3,4-Tetrahydroisoquinoline-7-sulfonyl phosphoramidate group (THIQ) proved to be stable un-
der the conditions of standard oligonucleotide synthesis, including the removal of protective groups and
cleavage of the oligonucleotide from the polymer support by treatment with a mixture of concentrated aque-
ous solutions of ammonia and methylamine (1 : 1) at 55oC. Oligonucleotides modified by one to five THIQ
groups in various positions were obtained. The zwitter-ionic character of the obtained derivatives was reflect-
ed in their different mobility under conditions of denaturing PAGE. The thermal stability of the duplexes of
oligodeoxynucleotides containing THIQ groups with complementary DNA and RNA differed only slightly
from that of natural DNA:DNA and DNA:RNA duplexes. The results obtained suggest the possible use of
oligonucleotides modified with zwitterionic THIQ groups as antisense therapeutic agents.

Keywords: zwitter-ion, antisense oligonucleotide, solid-phase synthesis, Staudinger reaction, sulfonyl azide
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ПОВЫШЕННЫЕ ЧАСТОТЫ АЛЛЕЛЕЙ ‒174G И ‒572C ГЕНА IL6
В ПОПУЛЯЦИЯХ КОРЕННЫХ НАРОДОВ СИБИРИ
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Исследование полиморфизма генов иммунного ответа и воспаления в геногеографическом контек-
сте относится к актуальным направлениям в изучении популяций человека. В представленной ра-
боте определены частоты полиморфных вариантов ‒174G/C (rs1800795) и ‒572C/G (rs1800796) гена
IL6, кодирующего провоспалительный цитокин интерлейкин-6 (IL-6), в популяциях коренного на-
селения Сибири. Впервые показано, что частоты аллелей ‒174G и ‒572C, обусловливающих уси-
ленный воспалительный ответ, а также ассоциированных с рядом заболеваний, в этнических вы-
борках бурят, телеутов, якутов, долган и тувинцев статистически значимо выше, чем у русских, про-
живающих в Сибири, и занимают промежуточное положение между частотами в европейских и
восточноазиатских группах. Высказано предположение об адаптивной роли указанных аллельных
вариантов при переселении человека из Африки на Евразийский континент. Однако, в связи с от-
ходом от традиционного образа жизни и нарастанием антропогенного загрязнения окружающей
среды, в коренных сибирских популяциях, вероятно, повышен риск заболеваний, в основе патоге-
неза которых лежит воспаление.

Ключевые слова: цитокины, IL6, генетический полиморфизм, rs1800795, rs1800796, ПЦР в режиме
реального времени, коренные народы Сибири, буряты, телеуты, якуты, долганы, тувинцы, русские
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Воспаление характеризуется как защитно-
приспособительная гомеостатическая реакция
организма на повреждение или действие раздра-
жителя физической, химической или биологиче-
ской, в том числе аллергической, природы [1].
Воспалительный ответ направлен на устранение
продуктов и агентов повреждения и максималь-
ное восстановление организма. Однако воспале-
ние может играть важную роль в индукции раз-
личных заболеваний: онкологических, сердечно-
сосудистых, аутоиммунных и других [2‒8].

Процесс воспаления регулируется про- и про-
тивовоспалительными цитокинами ‒ небольши-
ми белковыми молекулами, которые обеспечива-
ют межклеточное взаимодействие, определяют
выживаемость клеток, стимуляцию или подавле-
ние их роста, дифференцировку, функциональ-
ную активность и апоптоз, а также обеспечивают
согласованность действия иммунной, эндокрин-

ной и нервной систем в нормальных условиях и в
ответ на патологические воздействия. Интерлей-
кин-6 (IL-6) относится к провоспалительным ци-
токинам и функционирует как регулятор иммун-
ного ответа и медиатор воспаления [9, 10].

Еще одну важную роль IL-6 выявили в связи с
пандемией новой коронавирусной инфекции ‒
COVID-19. Уровень IL-6 в крови больных стали
рассматривать в качестве значимого прогностиче-
ского маркера тяжести заболевания с развитием так
называемого “цитокинового шторма” [11, 12].

Степень выраженности воспаления, его харак-
тер, течение и исход зависят не только от патоген-
ного потенциала раздражителя, но и от реактив-
ности организма [1], которую во многом опреде-
ляют генетические факторы. Ген IL6 локализован
на коротком плече хромосомы 7 (7p15.3) и содер-
жит 5 экзонов и 4 интрона, общей протяженно-
стью 1183 п.н. Наиболее изучены полиморфные ло-
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кусы ‒174G/C (rs1800795) и ‒572C/G (rs1800796) в
промоторном регионе гена IL6.

Аллель ‒174G (rs1800795) IL6 приводит к зна-
чительному повышению активности промотора
по сравнению с вариантом ‒174C и, как след-
ствие, к усиленной экспрессии гена [13]. Вариант
‒572C (rs1800796) IL6 также ассоциирован c по-
вышенными уровнями экспрессии IL6 в сравне-
нии с носителями аллеля ‒572G [14, 15].

Варианты ‒174G и ‒572C, обеспечивающие
повышенную выработку IL-6, ассоциированы с
рядом заболеваний, в основе патогенеза которых
лежит воспаление. Показано, что их носители ча-
ще страдают болезнями печени [16] и имеют повы-
шенный риск заболевания туберкулезом [15, 17].
Аллель ‒174G считается фактором риска плоско-
клеточного рака легкого и хронической обструк-
тивной болезни легких [18], рака и фундальной
атрофии желудка [19], рака яичников [20], внут-
риутробной инфекции плода [21], развития цере-
бральной атриовенозной мальформации [22] и
ассоциирован с риском развития сахарного диа-
бета 2 типа [23, 24]. Аллель ‒572С также связан с
ишемическим инсультом у мужчин ‒ коренных
жителей Западной Африки [25].

Однако литературные данные о связи поли-
морфизма ‒174G/C гена IL6 с риском развития
злокачественных новообразований остаются
противоречивыми [26] и межпопуляционные раз-
личия в частотах аллелей могут быть одной из
причин имеющихся противоречий [27]. Показа-
но, что для лиц татарской этнической принад-
лежности постменопаузального возраста гомози-
готный генотип ‒174G/‒174G служит маркером
пониженного риска развития рака яичников [28],
а у европеоидов, больных неалкогольным стеатоге-
патитом и гепатокарциномой, частота IL6 ‒174G
значительно ниже, чем у здоровых людей [5, 29, 30].
Этот вариант может быть протективным относи-
тельно недифференцированной дисплазии со-
единительной ткани [31]. Установлена защитная
роль аллеля ‒572C IL6 для развития эндокарди-
тов [32]. Возможно, межэтнические различия в
эффектах полиморфных вариантов гена IL6 на
развитие заболеваний связаны с особенностями
распределения частот аллелей других генов, про-
дукты которых опосредуют действие IL-6, напри-
мер гена трансмембранного рецептора IL-6 ‒ IL6R
[16, 33].

Знание характера географического распреде-
ления вариантов IL6 ‒174G и IL6 ‒572C важно
для понимания процесса формирования гено-
фондов популяций и влияния на него адаптивной
ценности аллелей в различных условиях прожи-
вания [34]. Изменения окружающей среды, связан-
ные с отходом от традиционного образа жизни, а
также антропогенное воздействие на природу могут
модулировать приспособительную значимость

аллелей, в связи с чем особенно актуальными ста-
новятся популяционные исследования в этой об-
ласти. В настоящее время накоплен большой объ-
ем знаний по распределению полиморфных ва-
риантов гена IL6 в разных странах и у разных
этнических групп, в том числе в России [34‒38].
Заметим, что для коренных популяций Сибири
этот вопрос малоизучен.

В представленной работе приведены результаты
исследования частот аллелей IL6 ‒174G и IL6 ‒572C
в сибирских выборках в сравнении с русскими, а
также с некоторыми другими популяциями.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Выборки участников исследования. Генетиче-

ский материал для данного исследования был
собран во время экспедиций лаборатории попу-
ляционной этногенетики в 2000‒2019 гг. В ис-
следовании принимали участие добровольцы,
практически здоровые на момент исследования,
подписавшие “Информированное согласие”.
Кровь у испытуемых брали с соблюдением Между-
народных правил ВОЗ (https://apps.who.int/iris/bit-
stream/handle/10665/44298/ 9789241599252_eng.pdf?se-
quence=1). Перед сдачей крови каждый испытуе-
мый заполнял специально разработанную
демографическую анкету, в которой уточнял на-
циональную принадлежность предков до 3‒4 по-
коления. На основании собранной информации
было сформировано 8 выборок населения Юж-
ной и Восточной Сибири. Лица бурятской наци-
ональности, не имеющие иноэтнических предков,
проживающие в селах Алханай и Орловский Агин-
ского Бурятского округа (АБО) Забайкальского
края, вошли в группу восточных бурят (N = 133).
Этнические буряты Эхирит-Булагатского района
Усть-Ордынского Бурятского округа (УОБО) Ир-
кутской области (N = 273) составили западную
выборку. В исследование были включены теле-
уты Беловского района Кемеровской области
(N = 117). Сформированы также две этнические
группы якутов: Нюрбинская (из проживающих в
селах Нюрбачан и Сюльцы Нюрбинского улуса;
N = 109) и Усть-Алданская (из жителей села Дюп-
ся Усть-Алданского улуса; N = 99). Жители горо-
да Дудинка, поселков Волочанка и Усть-Авам
Таймырского Долгано-Ненецкого района Крас-
ноярского края, относящие себя к долганскому
этносу, составили группу долган (N = 179). Седь-
мая выборка коренных жителей Сибири включала
этнических тувинцев г. Кызыла (N = 301). Нако-
нец, в восьмую группу были включены лица, на-
зывающие себя русскими, проживающие в За-
байкальском крае (N = 65), Иркутской области
(N = 67) и Туве (N = 24). Бóльшую часть выборки
составили представители русского старожильче-
ского населения, не одно поколение проживаю-
щего в Сибири. Следует отметить, что некоторые
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лица, составляющие 5% выборки, указали среди
своих предков, помимо русских, также предста-
вителей других европейских национальностей:
украинцев, белорусов, поляков, немцев и т.д.
В описываемую группу не были включены по-
томки смешанных браков русских с представите-
лями народов Кавказа или коренных сибирских
этносов.

Генотипирование однонуклеотидных полимор-
физмов: ПЦР в режиме реального времени. Тоталь-
ную ДНК выделяли из лейкоцитарной фракции
венозной крови стандартным методом фе-
нол‒хлороформной экстракции [39] с использо-
ванием набора для выделения ДНК из цельной
крови (ООО “БиоСилика”, Россия). Генотипи-
рование однонуклеотидных замен ‒174G/C
(rs1800795) и ‒572C/G (rs1800796) проводили ме-
тодом ПЦР в режиме реального времени с ис-
пользованием конкурирующих TaqMan-зондов,
комплементарных полиморфным участкам ДНК.
Структуру праймеров и зондов подбирали по по-
следовательностям, доступным в базе данных NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), с использованием
программ UGENE (version 1.14, http://ugene.uni-
pro.ru/) и Oligo Analyzer (version 1.0.3, https://
eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) (табл. 1).

Амплификацию проводили в объеме 25 мкл,
ПЦР-смесь включала: 300 нМ каждого праймера,
100 нМ TaqMan-зонды, 65 мМ Трис-HCl (рН 8.9),
16 мМ (NH4)2SO4, 2.5 мМ MgCl2, 0.05% Tween-20,
0.2 мМ dNTPs, 0.5‒10 нг ДНК и 0.5 U Taq-ДНК-
полимеразы (hot-start, “Biosan”, Латвия). ПЦР
проводили в следующих условиях: начальная де-
натурация 3 мин при 96°С; затем 46 циклов,
включавщих денатурацию при 96°С в течение 5 с,
отжиг праймеров и последующую элонгацию при
61°С в течение 30 с (каждый шаг сопровождался
регистрацией флуоресцентного сигнала при дли-
не волны эмиссии флуорофоров Fam (517нм) и
Hex (549 нм).

Статистическая обработка результатов. Попу-
ляционные частоты аллельных вариантов опреде-
ляли на основе наблюдаемых частот генотипов.
Соответствие эмпирически наблюдаемого рас-
пределения частот генотипов теоретически ожи-
даемому распределению, равновесному по закону

Харди‒Вайнберга, проверяли с использованием
критерия Пирсона (χ2; при p (H–W) > 0.05 равно-
весие выполняется, где p (H–W) – значение веро-
ятности отклонения от равновесного распределе-
ния Харди–Вайнберга). Оценку достоверности
различий в частотах аллелей между исследован-
ными выборками проводили по критерию χ2 с
применением поправки Йейтса на непрерыв-
ность; при p < 0.025 (с поправкой на множествен-
ность сравнения: 0.025 = 0.05/2) результаты счи-
тали статистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Результаты генотипирования IL6 ‒174G/C

(rs1800795) и IL6 ‒572C/G (rs1800796) в выборках
бурят, телеутов, якутов, долган, тувинцев и рус-
ских приведены в табл. 2.

Наблюдаемое распределение частот генотипов
обоих полиморфных локусов в исследованных
выборках соответствовало ожидаемому распреде-
лению при равновесии Харди‒Вайнберга. Часто-
ты аллелей ‒174G и ‒572C в изученных выбор-
ках, а также в некоторых этнических группах,
описанных в литературе [35], и сравнение попу-
ляций (p-value) представлены в табл. 3 и 4.

Показано, что частота аллеля ‒174G IL6 в вы-
борке русских соответствует его частоте в евро-
пейских группах [35]. Коренные народы Сибири
статистически значимо отличаются большей ча-
стотой встречаемости этого полиморфизма по
сравнению с русскими и описанными в литерату-
ре европейскими популяциями и более низкой по
сравнению с рядом популяций Восточной Азии:
китайцами, японцами и вьетнамцами, ‒ в кото-
рых этот показатель близок к 100%.

В изученных нами выборках сибирских этносов
частота аллеля ‒572C IL6 статистически значимо
выше, чем в группах русских и европейцев. Проде-
монстрированы статистически значимые разли-
чия сибирских выборок от восточноазиатских по-
пуляций, у которых этот показатель еще выше.

Таким образом, по частоте встречаемости ва-
риантов ‒174G и ‒572C гена IL6 популяции ко-
ренных народов Сибири расположены между ев-

Таблица 1. Структуры праймеров и зондов, использованных для генотипирования однонуклеотидных замен в
гене IL6

aFam(фосфорамидит) и Hex (гексахлорфлуоресцеин) ‒ флуоресцентные красители (флуорофоры); BHQ2 (Black Hole
Quenchers 2) – гаситель флуоресценции для ПЦР в реальном времени.

Локус Праймеры Зондыa

‒174G/C,
rs1800795

5'-AGGAAGAGTGGTTCTGCTTCT-3' 5'-Fam-CTTTAGCATGGCAAGACACA-BHQ2-3'
5'-TGGGGCTGATTGGAAACCT-3' 5'-Hex-CTTTAGCATCGCAAGACACA-BHQ2-3'

‒572C/G,
rs1800796

5'-CATCTGAGTTCTTGTGTGTTCTG-3' 5'-Hex-CAACAGCCCCTCACAGG-BHQ2-3'
5′'-CGAGACGCCTTGAAGTAACTG-3' 5'-Fam-CAACAGCCGCTCACAGG-BHQ2-3'
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Таблица 2. Распределение генотипов IL6 в выборках коренных народов Сибири и русских

aN, ppl – объем выборки, число человек; n – численность; p (H–W) – значение вероятности отклонения от равновесного рас-
пределения Харди–Вайнберга.

Полиморфизмa

Буряты

Телеуты

Якуты

Долганы Тувинцы Русские

во
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‒174G/C, 
rs1800795

распределение 
генотипов,
n (%)

G/G 113 (85.6) 241 (88.3) 87 (75.0) 91 (93.8) 88 (94.6) 143 (82.6) 266 (89.9) 54 (34.8)
G/C 18 (13.6) 30 (11.0) 28 (24.1) 5 (5.1) 5 (5.4) 29 (16.8) 28 (9.4) 70 (45.2)
C/C 1 (0.8) 2 (0.7) 1 (0.9) 1 (1.1) 0 1 (0.6) 2 (0.7) 31 (20.0)

N, ppl 132 273 116 97 93 173 296 155
p (H‒W) 0.952 0.861 0.839 0.729 0.975 0.937 0.830 0.621

‒572C/G, 
rs1800796

Распределение 
генотипов,
n (%)

G/G 35 (26.3) 86 (32.3) 46 (39.3) 23 (21.1) 17 (17.2) 65 (36.3) 90 (29.9) 120 (76.9)
G/C 65 (48.9) 119 (44.8) 57 (48.7) 62 (56.9) 56 (56.6) 92 (51.4) 159 (52.8) 34 (21.8)
C/C 33 (24.8) 61 (22.9) 14 (12.0) 24 (22.0) 26 (26.2) 22 (12.3) 52 (17.3) 2 (1.3)

N, ppl 133 266 117 109 99 179 301 156
p (H‒W) 0.883 0.391 0.787 0.404 0.391 0.556 0.499 0.952

ропейцами и выборками из Восточной Азии. Та-
кая же тенденция была выявлена нами ранее в
исследованиях полиморфизмов в других функци-
онально значимых генах [40, 41].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Понимание особенностей распределения частот
полиморфных вариантов ‒174G/C (rs1800795) и
‒572C/G (rs1800796) гена IL6, кодирующего про-
воспалительный цитокин IL-6, у коренного насе-
ления различных регионов мира важно как для
фундаментальных популяционно-генетических
исследований, так и в медицинском аспекте.
В результате проведенного нами скрининга в эт-
нических группах бурят, телеутов, якутов, долган
и тувинцев впервые определены частоты аллелей
IL6 ‒174G и IL6 ‒572C, ассоциированных с по-
вышением продукции IL-6, усиленным воспали-
тельным ответом, а также с рядом заболеваний.
Показано, что в выборках коренных сибирских
этносов частоты обоих изученных вариантов ста-
тистически значимо выше, чем у русских, и ниже,
чем у восточноазиатских народов, то есть занима-
ют промежуточное положение.

Интересно, что у коренного населения Афри-
ки частота варианта ‒174G IL6 составляет 100%,
близка к этому значению она и в азиатских стра-
нах. В популяциях Европы она ниже ‒ вплоть до
преобладания аллельного варианта ‒174С гена IL6,
который “отвечает” за сниженную выработку
провоспалительного цитокина [35]. С.А. Борин-
ская и соавт. [34] высказали предположение, что
в европейских популяциях снижение частоты ал-

леля ‒174G IL6 стало следствием адаптации к но-
вым условиям проживания: умеренный климат со
сниженной нагрузкой патогенами, ‒ то есть со
снижением давления отбора. Аналогично геогра-
фическое распределение и варианта ‒572C IL6,
определяющего высокий уровень транскрипции
гена. В африканских странах частота этого аллеля
составляет около 10%, еще ниже она у коренных
популяций Европы ‒ до 5%, но значительно уве-
личена у народов Азии ‒ 80% и выше [35].

На основании публикации суммарных индек-
сов нагрузки патогенами, рассчитанных по исто-
рическим данным для девяти инфекционных забо-
леваний (лейшманиоз, трипаносомоз, малярия,
шистосоматоз, филяриатоз, проказа, лихорадка
денге, тиф и туберкулез) [42], С.А. Боринская и
соавт. [34] обнаружили, что частота варианта
‒174G IL6, определяющего высокоуровневую
экспрессию белка и сильный воспалительный от-
вет, положительно коррелирует с индексом на-
грузки патогенами. Вероятно, в процессе рассе-
ления человека с африканского континента в
Азию оба варианта IL6: ‒174G и ‒572C ‒ имели
адаптивные преимущества.

Известно, что в некоторых случаях, особенно
после “выхода” человека из репродуктивного
возраста, усиленный ответ организма на патоген-
ный раздражитель может давать и негативные эф-
фекты, запуская патологические процессы (в том
числе канцерогенез), поддерживая хроническое
воспаление, лежащее в основе метаболических,
сердечно-сосудистых, нейродегенеративных и не-
опластических заболеваний у пожилых людей [43].
Можно предположить, что в связи с нарастанием
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антропогенного загрязнения окружающей среды,
провоцирующего воспалительные реакции, риск
ассоциированных с воспалением заболеваний
также будет увеличиваться в этнических группах с
повышенными частотами аллелей ‒174G и ‒572C
гена IL6. Однако для проверки этой гипотезы не-
обходимы дополнительные медико-генетические
исследования в различных популяциях с боль-
шим объемом выборок, а также изучение частот
аллельных вариантов не только IL6, но и других
функционально значимых генов воспалительно-
го профиля.

Авторы выражают благодарность к.б.н. Т.М. Ка-
рафет, к.б.н. Д.В. Личман, Н.А. Вавиловой,
Н.А. Молетотовой, М.Р. Воронковой, к.б.н. С.С. Сан-
гаеву и А.О. Лихачевой за участие в экспедициях.
За активное содействие в сборе биоматериала ту-
винцев авторы признательны д.б.н. У.Н. Кавай-
оол и сотрудникам ГБУЗ Республики Тыва “Рес-
публиканский центр медицинской профилакти-
ки”, г. Кызыл.

Исследование выполнено в рамках государ-
ственного задания ИЦиГ СО РАН (№ FWNR-
2022-0021).

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическими
стандартами институционального и националь-
ного комитета по исследовательской этике и
Хельсинкской декларации 1964 года и ее последу-
ющим изменениям. От каждого из включенных в
исследование участников было получено инфор-
мированное добровольное согласие.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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Increased Frequencies of ‒174G and ‒572C IL6 Alleles in Populations 
of Indigenous Peoples of Siberia Compared to Russians
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The study of immune response and inflammation gene polymorphism in a genogeographic context is a rele-
vant direction in the study of human populations. Here, in the indigenous populations of Siberia the frequen-
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cies of polymorphic variants ‒174G/C (rs1800795) и ‒572C/G (rs1800796) of the IL6 gene encoding the
proinflammatory cytokine IL-6 were determined. For the first time, it was shown that the frequencies of
‒174G and ‒572C alleles, which determine increased inflammatory response and also associated with se-
veral diseases were statistically significantly higher in ethnic groups of Buryats, Teleuts, Yakuts, Dolgans and
Tuvinians than in Russians living in Siberia. These values were in the intermediate position between those in
European and East-Asian groups. We suppose the adaptive role of these IL6 genetic variants in the human
settlement from Africa to the Eurasian continent. However, due to the departure from the traditional way of
life and increasing anthropogenic environmental pollution, the risk of diseases whose pathogenesis is based
on inflammation in indigenous Siberian populations is probably increased.

Keywords: cytokines, IL6, genetic polymorphism, rs1800795, rs1800796, real-time PCR, Siberian indige-
nous peoples, Buryats, Teleuts, Yakuts, Dolgans, Tuvinians, Russians
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ПРОФИЛИРОВАНИЕ микроРНК (8-мерных), НАЦЕЛЕННЫХ НА ГЕНЫ, 
СВЯЗАННЫЕ С РАЗВИТИЕМ САХАРНОГО ДИАБЕТА ТИПА 2

И ГИПЕРТРОФИИ СЕРДЦА1
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Сахарный диабет типа 2 (СД2) и гипертрофия сердца входят в первую десятку причин смертности
во всем мире. СД2 и гипертрофия сердца – тесно связанные друг с другом хронические заболева-
ния, ведущие к таким тяжелым осложнениям, как инсульт, инфаркт миокарда, ретинопатия, неф-
ропатия и ампутация конечностей. Стратегии, основанные на анализе микроРНК (miR), наряду с
другими подходами, считаются наиболее эффективными для раннего выявления хронических забо-
леваний, а также могут использоваться в терапии СД2 и сердечной гипертрофии. Так, проведены
клинические испытания эффективности микроРНК в терапии опухолей. МикроРНК представляют
собой одноцепочечные (некодирующие) последовательности из 20–22 нуклеотидов, которые ком-
плементарно связываются со своей мРНК-мишенью, подавляя экспрессию белка на посттран-
скрипционном уровне. Для проверки генов, связанных с заболеванием, и сортировки общих для
двух заболеваний микроРНК, таких как miR-30-5p, 101-3p.2, 190-5р, 506-3p, 9-5p, 128-3p, 137, 96-5p,
7-5p, 107, 101-3p.1, 98-5p, 124-3p.2, 124-3p.1, 16-5p, 15-5p, 497-5p, 424-5p, 195-5p, 1271-5p, let-7-5p, ис-
пользуют такие биоинформатические базы данных, как OMIM, реестр тестирования генов (GTR),
TargetScan и ShinyGO. С помощью этих баз данных проводят также поиск микроРНК, мишени ко-
торых найдены более чем в одном гене, связанном с заболеванием, в каждом патологическом состо-
янии. При гипертрофии сердца к таким микроРНК относятся miR-19-3p, 183-5p.2, 153-3p, 372-3p,
302-3p, 520-3p, 373-3p, 129-5p, 144-3p, 139-5p, а в случае СД2 – miR-27-3p, 206, 1-3p, 181-5p. Эти
данные могут быть полезными при выборе микроРНК для исследовательских проектов. Однако
это потребует дополнительной валидации с использованием анализа экспрессии микроРНК,
применения миметиков микроРНК и анти-микроРНК, чтобы проверить их потенциал при ги-
пертрофии сердца и СД2.

Ключевые слова: микроРНК, сахарный диабет типа 2, гипертрофия сердца, нефропатия
DOI: 10.31857/S0026898423020088, EDN: EEGWYK

Profiling of Targeted miRNAs (8-nt) for the Genes Involved in Type 2 Diabetes Mellitus 
and Cardiac Hypertrophy
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Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) and cardiac hypertrophy (CH) are among the top ten leading cause of
deaths, worldwide. T2DM and cardiac hypertrophy are the chronic diseases, have close association and direct
life-threatening complications like stroke, myocardial infarction, retinopathy, nephropathy, and limb ampu-

1 Статья представлена авторами на английском языке.
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tation. In addition to other medical approaches, miRNAs-based strategy is considered most efficient for early
detection of chronic diseases and also has potential for the treatment of T2DM and cardiac hypertrophy like
it is being used for cancer in clinical trials. MicroRNAs (miRNAs) are single stranded (non-coding) of 20 to
22 nucleotides sequences which bind to their target mRNA upon the complimentary basis, to silence the pro-
tein expression at post transcriptional level. Bioinformatic databases are used like online mendelian inheri-
tance in man (OMIM), gene testing registry (GTR), TargetScan and ShinyGO for validation of disease linked
genes and sorting the common miRNAs in both diseases, such as miR-30-5p/ 101-3p.2/ 190-5p/ 506-3p/
9-5p/ 128-3p/ 137/ 96-5p/ 7-5p/ 107/ 101-3p.1/ 98-5p/ 124-3p.2/ 124-3p.1/ 16-5p/ 15-5p/ 497-5p/ 424-5p/
195-5p/ 1271-5p, let-7-5p. Aforementioned databases were also used for the miRNAs which have more than
one disease linked genes target in each pathological condition. Such miRNAs for cardiac hypertrophy are:
miR-19-3p/ 183-5p.2/ 153-3p/ 372-3p/ 302-3p/ 520-3p/ 373-3p/ 129-5p/ 144-3p/ 139-5p and for T2DM are:
miR-27-3p/ 206/ 1-3p/ 181-5p. This finding would be helpful for the appropriate selection of miRNAs and to
design applicable research project in future. It will require more validation by using the miRNAs expression
analysis, mimic, and anti-miRNA approach to check their potential against cardiac hypertrophy and T2DM.

Keywords: miRNAs, type 2 diabetes mellitus, cardiac hypertrophy, nephropathy
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Крысы линии НИСАГ с наследуемой индуцируемой стрессом артериальной гипертензией характе-
ризуются повышенной стресс-реактивностью гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой и сим-
патоадреналовой систем. Изучены генетические основы повышенной восприимчивости гипертен-
зивных крыс НИСАГ к воздействию стресса. Секвенирование транскриптомов надпочечников
гипертензивных крыс линии НИСАГ и нормотензивных крыс WAG выявило девять дифференци-
ально экспрессирующихся генов в локусе хромосомы Х, ассоциация которого с приростом уровня
артериального давления и концентрации кортикостерона в плазме крови при воздействии мягко-
го эмоционального стресса, а также с увеличенным весом надпочечников у крыс НИСАГ была по-
казана ранее. Анализ функций белков, кодируемых этими генами, позволил предположить, что в
локусе хромосомы Х геном, с наибольшей вероятностью связанным с повышенным уровнем
стресс-чувствительности крыс НИСАГ, может быть ген Sms, кодирующий сперминсинтазу.

Ключевые слова: гипертония, стресс, надпочечник, RNA-Seq, крысы линии НИСАГ
DOI: 10.31857/S0026898423020076, EDN: EEDYSX

ВВЕДЕНИЕ

Эмоциональный стресс активирует симпато-
адреналовую и гипоталамо-гипофизарно-адре-
нокортикальную системы, вызывая повышение
уровня кортикостерона и адреналина в плазме
крови [1]. Крысы линии НИСАГ с наследуемой
индуцируемой стрессом артериальной гипертен-
зией характеризуются повышенной стресс-реак-
тивностью гипоталамо-гипофизарно-адренокор-
тикальной и симпатоадреналовой систем [2].
Крысы НИСАГ получены в результате селекции
из аутбредного стока крыс Wistar по признаку
значительного повышения уровня артериально-
го давления (АД) в ответ на действие мягкого
эмоционального стресса, обусловленного полу-
часовым ограничением подвижности (рестрик-
цией) в тесной проволочной клетке [3]. Базаль-

ный уровень АД у крыс НИСАГ, составляющий
170–175 мм рт. ст., в условиях рестрикционного
стресса резко повышается до 200–220 мм рт. ст.,
что является отличительной особенностью крыс
этой линии. У контрольных нормотензивных
крыс линии WAG (Wistar Albino Glaxo) такой
стресс не вызывает статистически значимого из-
менения уровня АД.

Анализ локусов количественных признаков
(QTL, quantitative trait locus), проведенный нами ра-
нее с использованием самцов F2 (НИСАГ × WAG) в
возрасте 3–4 мес., позволил выявить генетиче-
ские локусы, ассоциированные с проявлением
ряда физиологических и патофизиологических
особенностей фенотипа гипертензивных крыс
линии НИСАГ. В том числе определены три QTL
(на хромосомах 11, 15 и Х), присутствие аллелей
крыс НИСАГ в которых ассоциировано с увеличе-
нием уровня АД при воздействии рестрикционно-
го стресса [4]. В этих районах хромосом могут на-
ходиться гены, обуславливающие повышение АД
при стрессе. Логично предположить, что некото-
рые из этих генов могут быть ключевыми для
формирования гипертензивного статуса у крыс
НИСАГ.

1 Эти авторы внесли равный вклад в выполнение работы.
Сокращения: НИСАГ – линия крыс с наследуемой инду-
цируемой стрессом артериальной гипертензией; WAG –
линия крыс Wistar Albino Glaxo; АД – артериальное давле-
ние; QTL – локус количественных признаков; ДЭГ – диф-
ференциально экспрессирующиеся гены; ПЦР – полиме-
разная цепная реакция; RGD – база данных Rat Genome
Database.

УДК 575.116.4:577.25:612.143:616-092.9

ЭВОЛЮЦИОННАЯ, ПОПУЛЯЦИОННАЯ
И МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНОМИКА, ТРАНСКРИПТОМИКА



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

ГЕНЫ, АССОЦИИРОВАННЫЕ С ПОВЫШЕННОЙ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬЮ 363

С целью определения генов-кандидатов часто
используют поиск дифференциально экспрессиру-
ющихся генов (ДЭГ), локализованных в QTL, что
существенно увеличивает вероятность выявления
генов, вовлеченных в контроль изучаемых феноти-
пических характеристик [5, 6]. Однако найти связь
некоторых признаков, в том числе и изучаемого на-
ми признака прироста уровня АД при стрессе, с
уровнем экспрессии определенных генов напря-
мую практически невозможно. Эта проблема реша-
ется через определение вспомогательного феноти-
па (intermediate phenotype), т.е. признака, который
имеет отношение к регуляции проявления основ-
ного признака и картируется в те же генетические
районы хромосом. Использование вспомогатель-
ного фенотипа значительно повышает вероятность
нахождения искомых генов, включая гены с плей-
отропным эффектом на изучаемые признаки [7].

Из трех локусов, ассоциированных с увеличе-
нием уровня АД при стрессе, ковариация с други-
ми признаками, изучаемыми в нашей работе и
физиологически связанными с регуляцией АД,
найдена только для QTL на хромосоме Х. Этот ло-
кус, ассоциированный с повышением уровня АД
при стрессе, перекрывается с локусами, ассоции-
рованными с такими признаками, как “прирост
концентрации кортикостерона в плазме крови
при стрессе” и “вес надпочечников” [4]. Присут-
ствие аллелей НИСАГ в данном локусе ассоции-
ровано со статистически значимым увеличением
значений всех трех признаков.

Нейроэндокринные изменения, вызванные
стрессом, могут влиять на уровень АД и другие при-
знаки, в том числе и на морфометрические показа-
тели ряда органов-мишеней [8–10]. Надпочечник
считается ключевым звеном в развитии реакции на
стрессовые воздействия [11]. В надпочечнике син-
тезируются кортикостероидные гормоны и катехо-
ламины, которые регулируют большой спектр жиз-
ненно важных функций организма, включая ответ
на стрессовые стимулы, водно-солевой гомеостаз,
сердечно-сосудистую систему, а также уровень АД
[12, 13]. Учитывая, что размер надпочечников мо-
жет быть связан с продукцией важнейших гормо-
нов, таких как кортикостерон [14–16], альдосте-
рон [17] и адреналин, можно предположить, что в
найденном нами на хромосоме Х локусе действи-
тельно могут находиться гены, участвующие в ге-
нетическом контроле активности надпочечника,
способные приводить как к изменению его веса,
так и влиять на увеличение концентрации гормо-
нов и уровня АД при стрессе. Выявление таких ге-
нов-кандидатов и стало целью данной работы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Животные. В работе использовали самцов

крыс гипертензивной линии НИСАГ/Icgn (На-
следуемая Индуцируемая Стрессом Артериаль-

ная Гипертензия) и нормотензивной линии
WAG/GSto-Icgn (Wistar Albino Glaxo) в возрасте
3 мес. Работа выполнена на базе Центра генети-
ческих ресурсов лабораторных животных ИЦиГ
СО РАН. Крыс содержали в стандартных усло-
виях, воду и сбалансированный корм давали без
ограничения. Базальное систолическое АД из-
меряли непрямым методом на хвосте (tail-cuff
method) при легком эфирном наркозе, чтобы из-
бежать эмоционального стресса, связанного с
проведением измерения. Измерение АД при
стрессе проводили на ненаркотизированных
крысах после помещения их на 30 мин в прово-
лочную клетку-цилиндр (рестрикционный
стресс). Анализ транскриптома (RNA-Seq) про-
водили в группах из трех животных. Уровень ба-
зального систолического АД у этих крыс НИСАГ
составил 171.7 ± 1.22 мм рт. ст., а у крыс WAG
116.33 ± 1.86 мм рт. ст. Подтверждение результа-
тов RNA-Seq методом ПЦР с детекцией в реаль-
ном времени (РВ-ПЦР) проводили в группах из
семи животных. Уровень базального систоличе-
ского АД составил 174.3 ± 1.3 мм рт. ст. у крыс
НИСАГ и 122.1 ± 1.8 мм рт. ст. у крыс WAG. Во
всех экспериментах крыс декапитировали через
6 дней после измерения АД, выделяли надпочеч-
ники и хранили их в RNA Later (“Qiagen”, США)
при –70°С до использования.

Эксперименты выполнены в соответствии с
Международными правилами проведения работ с
использованием животных и одобрены комите-
том по биоэтике ИЦиГ СО РАН.

RNA-Seq проводили как описано ранее [18].
Надпочечники крыс пересылали в ЗАО “Гено-
аналитика” (Россия), где проводили пробоподго-
товку, полногеномное секвенирование транскрип-
тома и биоинформатический анализ данных для
определения ДЭГ. Все образцы анализировали
как биологические повторы.

Фракцию мРНК получали из общей РНК с ис-
пользованием набора Dynabeads mRNA Purifica-
tion Kit (“Ambion”, США) согласно протоколу
фирмы. Библиотеки кДНК получали с использо-
ванием NEBNext mRNA Library Prep Reagent Set
for Illumina (“New England Biolabs”, США). Се-
квенирование библиотек кДНК проводили на
платформе Illumina (более 10 млн ридов для каж-
дого образца). Файлы в формате “fastq” использо-
вали для картирования на референсный геном
(Rnor_5.0\rn5), представленный на сайте Rat
Genome Sequencing Consortium (RGSC), при по-
мощи программы TopHat2 [19]. Аннотацию ге-
нов проводили в базе данных NCBI RefSeq. Ка-
чество картированных данных оценивали с ис-
пользованием модуля CollectRnaSeqMetrics в
пакете программ Picard (http://broadinstitute.
github.io/picard/). С помощью программ Cuf-
flinks/Cuffdiff определяли уровни экспрессии ге-
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нов и оценивали различия между ними [20] с уче-
том поправки на множественные сравнения. Ге-
ны относили к ДЭГ при значении q < 0.05.
Ассоциацию ДЭГ с заболеваниями определяли с
использованием данных, представленных в базе
Rat Genome Database (RGD, http://rgd.mcw.edu/).
Определение однонуклеотидных полиморфиз-
мов описано в [21].

QTL-анализ. Проведение QTL-анализа описа-
но ранее [4]. Работу проводили на самцах крыс F2
(НИСАГ × WAG) в возрасте 3 мес. (n = 103). Ана-
лиз сцепления проводили с помощью программ
MAPMAKER/EXP 3.0 и MAPMAKER/QTL 1.1.

РВ-ПЦР. Суммарную РНК выделяли из над-
почечников крыс и обрабатывали ДНКазой с по-
мощью набора SV Total RNA Isolation system
(“Promega”, США) согласно рекомендациям про-
изводителя. Обратную транскрипцию проводили
в растворе объемом 50 мкл, содержащем 1 мкг вы-
деленной РНК, 0.25 нмоля праймеров (N9 – слу-
чайные нонануклеотидные праймеры, “Биосан”,
Россия), 36 мкл буфера для обратной транскрип-
ции и 40 ед. акт. обратной транскриптазы MoMLV
(“Вектор-Бест”, Россия) и 0.4 мM смеси dNTP.
кДНК cинтезировали в течение 1 ч при 37°C, за-
тем 30 мин при 42°C и 10 мин при 50°C. Фермент
инактивировали, прогревая смесь в течение 5 мин
при 75°C. Из каждого образца отбирали и смеши-
вали по 5 мкл кДНК. Усредненный раствор ис-
пользовали в РВ-ПЦР в качестве кДНК-стандар-
та для построения калибровочных кривых.

РВ-ПЦР проводили на амплификаторе iQ5
(“Bio-Rad”, США) с использованием красителя
SYBR Green I. Олигонуклеотидные праймеры
подбирали с помощью программы PrimerBLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), их
последовательности приведены в табл. 1.

Протокол РВ-ПЦР: прогрев 1 мин, 95°C; далее
40 основных циклов – 15 с при 95°C, 20 с при
63°C, 20 с при 72°C. Флуоресценцию продуктов
ПЦР регистрировали в течение 10 с при 83°C;
кривую плавления записывали в интервале от 63
до 94°C. В качестве генов сравнения использова-
ли гены Gapdh и Rpl30. ПЦР проводили не менее
2 раз с каждым образцом кДНК. По калибровоч-
ным кривым, полученным с использованием раз-
ведений кДНК-стандарта, определяли относи-

тельное содержание изучаемых кДНК. Эту вели-
чину для целевых генов относили к среднему
геометрическому значению количества кДНК ге-
нов сравнения в тех же образцах, определяя меж-
линейные различия в уровнях экспрессии изучае-
мых генов.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью t-теста Стьюдента с использова-
нием пакета компьютерных программ Statistica
6.0 (StatSoft, США). Данные представлены в виде
средних арифметических значений и ошибки
среднего (М ± SEM), уровень экспрессии у кон-
трольных крыс линии WAG принят за 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Описание эффектов аллелей крыс НИСАГ и

WAG в локусе хромосомы Х, ассоциированном с
приростом уровня АД при стрессе, с весом надпо-
чечников, а также с приростом концентрации
кортикостерона в плазме крови при стрессе,
представлено в табл. 2.

Надпочечник – один из основных органов, ко-
торому уделяют внимание при изучении ком-
плексной природы развития гипертонической бо-
лезни, либо изменений нейроэндокринного про-
филя в ответ на стрессовые воздействия [22–24].
Учитывая взаимное расположение локусов, пред-
ставленных на рис. 1, можно предположить, что в
обсуждаемом нами районе хромосомы Х могут
находиться несколько генов, ассоциированных с
изучаемыми признаками. Эти гены могут быть
тесно сцепленными и оказывать влияние на ка-
кой-либо из перечисленных признаков, но суще-
ствует вероятность нахождения в первой полови-
не локуса также и генов с плейтропным действи-
ем на все три признака. Во второй половине
локуса могут находиться гены с плейотропным
действием на два признака (вес надпочечников и
прирост уровня АД при стрессе).

Результаты RNA-Seq-анализа позволили вы-
явить в этом локусе девять генов, дифференци-
ально экспрессирующихся в надпочечниках крыс
НИСАГ и WAG (табл. 3). Уровень транскрипции
семи из них в надпочечниках крыс НИСАГ был
ниже, чем у крыс WAG. Локализация ДЭГ в QTL
показана на рис. 1.

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

Символ гена
Праймеры, 5' → 3' Длина ПЦР-фрагмента,

п.н.прямой обратный

Gapdh GTGCCAGCCTCGTCTCATA TCGTTGATGGCAACAATGTCC 123
Rpl30 CATCTTGGCGTCTGATCTTG TCAGAGTCTGTTTGTACCCC 143
Sms GTGAAGCGATTACCACCCATA CCAAGTCACTCTCTGCCAAAT 205
Tmem35a GGACTATCAAGTTGACCCCCA AGGGTCATGACAATGCCACA 172
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Рис. 1. Локализация генов, дифференциально экспрессирующихся в надпочечниках крыс НИСАГ и WAG, на хромо-
соме Х в QTL, ассоциированном с весом надпочечников, с увеличением концентрации кортикостерона в плазме кро-
ви при стрессе и с увеличением уровня АД при стрессе. Mb – млн.п.н. от начала хромосомы.
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В базе данных RGD гены, представленные в
табл. 3, не аннотированы как гены, ассоцииро-
ванные с гипертонической болезнью. Однако из-
вестно, что несколько генов (Sms, Pnpla4, Nexmif)
связаны с развитием заболеваний нервной систе-
мы, а ген Gk ассоциирован с развитием сосуди-
стых заболеваний.

Анализ нуклеотидных последовательностей
показал, что только мРНК гена Prrg1 содержит за-

мену в 3'-нетранслируемой области (rs199067204,
26T > C), которая встречается не только у крыс
НИСАГ, но и у нескольких других как гипертензив-
ных, так и нормотензивных линий крыс [21]. Соот-
ветственно, эта замена не должна быть ассоцииро-
вана с развитием гипертонии у крыс НИСАГ.

Для выявления возможных генов-кандидатов,
ассоциированных с изучаемыми признаками,
рассмотрим известные функции генов, диффе-

Таблица 2. Эффекты аллелей крыс НИСАГ и WAG в QTL, ассоциированных с признаками вес надпочечников,
прирост АД и концентрации кортикостерона в плазме крови при стрессе, в группе самцов F2 (НИСАГ × WAG) в
возрасте 3–4 мес.

Н/Н – гомозигота по аллелям крыс НИСАГ; W/W – гомозигота по аллелям крыс WAG; ∆Mb – млн п. н.; *p < 0.05, **p < 0.01 – по
сравнению с W/W.

Маркер в пике 
локуса, Mb∆

Протяженность 
локуса, Mb∆

LOD-балл P chromosome-
wise

Генотип

Н/Н
M ± SEM

n

W/W
M ± SEM

n

Прирост АД
DXRat93–DXRat34
(88.6–101.5)

42–118 2.30 0.025 38.2 ± 3.0**
44

25.9 ± 2.4
57

Вес надпочечников
DXRat93
(88.6)

34–116 1.78 0.05 37.61 ± 0.75**
44

34.90 ± 0.59
58

Прирост концентрации кортикостерона в плазме крови
DXRat26-DXRat93
(45.1–88.6)

28–126 1.62 0.05 2.48 ± 0.11*
43

2.11 ± 0.10
57
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ренциально экспрессирующихся в надпочечни-
ках крыс НИСАГ и WAG и локализованных в
QTL на хромосоме Х.

Ген Sms кодирует сперминсинтазу, которая син-
тезирует спермин, используя спермидин в качестве
субстрата [25]. Спермидин и спермин относятся к
полиаминам, которые индуцируются в ответ на
воздействие таких стрессирующих факторов, как
изменение осмолярности, нагревание, активные
формы кислорода, ультрафиолет, психологиче-
ский стресс. Спермин предотвращает образование
супероксида, оказывая антиокислительное и про-
тивовоспалительное действие [26]. Показано, что
спермин может противодействовать эффектам
синтетического глюкокортикоида дексаметазона в
гепатоцитах [27] и ингибировать индуцированный
дексаметазоном апоптоз тимоцитов [28].

Считается, что полиамины могут опосредо-
вать ответ на стресс путем позитивной регуляции
экспрессии генов, участвующих в ответе на стрес-
совые факторы, что может объяснять их протек-
тивное действие против различных видов стресса
[29]. Спермидин и спермин играют важную роль в
регуляции ионных каналов, включая каналы,
опосредующие возбуждающую синаптическую
передачу в мозге млекопитающих, каналы, регу-
лирующие мембранный потенциал и гомеостаз
ионов калия в клетках всего организма, а также
каналы, которые влияют на внутриклеточные
сигнальные пути кальция и транспорт ионов на-
трия [30–32]. Спермин более эффективно взаи-
модействует с каналами, чем спермидин, поэтому
снижение количества или активности спермин-
синтазы и изменение соотношения этих двух по-
лиаминов может влиять на уровень сигнала или
мембранный потенциал во многих клетках, что, в
свою очередь, может влиять на состояние всего
организма [25].

Учитывая это, можно предположить, что сни-
жение уровня транскрипции гена Sms может при-
водить к уменьшению количества сперминсинта-
зы и, возможно, спермина, что будет снижать
способность организма противодействовать эф-
фектам глюкокортикоидов, увеличивать уровень
окислительного стресса, а также нарушать регу-
ляцию работы ионных каналов. Известно, что все
эти эффекты провоцируют повышение уровня
АД и развитие гипертонии [33, 34].

Мутации в гене SMS человека, приводящие к
снижению активности сперминсинтазы, вызыва-
ют развитие Х-сцепленного синдрома Снайдера–
Робинсона (Snyder–Robinson syndrome) [25], для
которого характерны различные патологические
проявления, включая гипотонию, судороги и
остеопороз [35]. Эти факты подтверждают, что
сперминсинтаза вовлечена в регуляцию АД. Роль
кортизола в развитии синдрома Снайдера–Ро-
бинсона до настоящего времени не изучена, но

известно, что на развитие остеопороза может вли-
ять повышенный уровень кортизола (гиперкор-
тицизм) [36], а судороги часто сопровождаются
состоянием стресса и увеличением уровня корти-
зола (для обзора см. [37]). На моделях синдрома
Снайдера–Робинсона показано, что дефицит
сперминсинтазы приводит к нарушению функ-
ций митохондрий, вызывает дисфункцию лизо-
сом и окислительный стресс [38].

Снижение активности сперминсинтазы, как
правило, сопровождается накоплением сперми-
дина. Физиологические последствия этого про-
цесса в настоящее время не до конца понятны и
во многом противоречивы. У крыс Dahl с соль-
чувствительной гипертонией (Dahl salt-sensitive
rats) обогащение пищевого рациона спермиди-
ном приводило к снижению системного АД и
уменьшению гипертрофии сердца [39]. Однако в
исследованиях, проведенных на моделях синдро-
ма Снайдера–Робинсона, при накоплении спер-
мидина в условиях сниженной активности спер-
минсинтазы наблюдается аномальный катабо-
лизм спермидина, что приводит к генерации
токсичных метаболитов, вызывающих дефекты
лизосом и окислительный стресс [38].

Данные о функциональной роли сперминсин-
тазы позволяют нам предположить, что снижение
уровня транскрипции гена Sms в надпочечниках
крыс НИСАГ, вероятно, может увеличивать
стресс-чувствительность организма и влиять на
все три признака, ассоциированные нами с локу-
сом на хромосоме Х. Статистически значимое
снижение уровня транскрипции гена Sms в над-
почечниках крыс НИСАГ подтверждено методом
РВ-ПЦР (рис. 2).

Ген Pnpla4 кодирует фермент, обладающий
фосфолипазной [40] и трансацилазной [41] актив-
ностями. Он вовлечен в регуляцию гомеостаза
триглицеридов в клетках [40] и способствует на-
коплению в них ретиниловых эфиров [41], предше-
ственников ретинола и ретиноевой кислоты [42].
Ретиниловые эфиры являются формой запасания
витамина А. Известно, что глюкокортикоиды
увеличивают концентрацию ретинола и ретинол-
связывающих белков в плазме крови за счет сни-
жения концентраций витамина А, ретинола и ре-
тиниловых эфиров в органах (легкие и печень),
которые выполняют функцию депо для этих ве-
ществ [43]. Снижение концентрации ретиниловых
эфиров при воздействии стресса (ультрафио-
летовое облучение) показано и в эпидермисе
мышей [44]. Продолжительный иммобилизаци-
онный стресс приводит к увеличению веса над-
почечника и снижению концентрации ретинола
в плазме крови и ретиниловых эфиров в некото-
рых тканях [45]. Однако хронический иммобили-
зационный стресс вызывает тканезависимые из-
менения содержания витамина А. В отличие от
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других тканей (печень, почки) в надпочечниках
крыс, подвернутых хроническому иммобилиза-
ционному стрессу, наблюдали аккумуляцию ви-
тамина А [46]. Отмеченное нами повышение
уровня транскрипции гена Pnpla4 у крыс НИСАГ
хорошо согласуется с этими данными. Мы можем
предполагать, что увеличение экспрессии Pnpla4
может быть связано с генетически детерминиро-
ванным повышением активности коры надпо-
чечников у крыс НИСАГ, т.е. быть следствием
стрессовой ситуации, направленным на восста-
новление гомеостаза, но не причиной повыше-
ния стресс-чувствительности крыс НИСАГ.

Функции белка, кодируемого геном Prrg1, изу-
чены недостаточно, однако показано, что уро-
вень транскрипции Prrg1 увеличивается при экс-
периментально индуцированном процессе каль-
цификации сосудов крыс [47]. В эпителиальных
клетках глаза человека уровень транскрипции ге-
на Prrg1 повышается при воздействии дексамета-
зона [48]. Таким образом, маловероятно, что сни-
жение уровня транскрипции гена Prrg1 может
быть связано с увеличением стресс-реактивно-
сти. Скорее наоборот, можно предположить, что
снижение уровня транскрипции гена Prrg1 в над-
почечниках крыс НИСАГ по сравнению с WAG
может быть компенсаторным и направленным на
смягчение процессов, вызванных генетически де-
терминированным повышением активности ги-
поталамо-гипофизарно-адренокортикальной си-
стемы у крыс НИСАГ.

Ген Gk кодирует глицеринкиназу, недостаток
которой приводит к дисфункции надпочечников.
Дефицит глицеринкиназы, возникающий в ре-
зультате делеции, рассматривают как рецессив-
ное заболевание, сцепленное с Х хромосомой,
при котором наблюдается задержка развития, ад-
ренокортикальная недостаточность и гипоплазия
надпочечников [49]. Таким пациентам для кор-
рекции состояния требуется экзогенное введение
стероидов и соли. Известно, что недостаток гли-
церинкиназы приводит к снижению синтеза
глицерофосфолипидов и, соответственно, сте-
роидогенеза, а также лимитирует превращение
холестерина в прегненолон – предшественник
глюкокортикоидов, синтезируемых в коре над-
почечников. При этом снижение продукции
кортизола сопровождается снижением сигнала
обратной связи, поступающего в гипофиз, что
приводит к увеличению синтеза АКТГ и гипер-
трофии пучковой зоны надпочечников. Сниже-
ние синтеза минералокортикоидов в клубочковой
зоне надпочечников может приводить к развитию
гипонатриемии [50]. Показано, что делеция гена
глицеринкиназы приводит к развитию гипергли-
церидемии [51]. Количество мРНК и активность
глицеринкиназы хорошо коррелируют между со-
бой и регулируются симпатической нервной си-
стемой [52]. Учитывая все сказанное, можно пред-
положить, что снижение уровня транскрипции ге-
на Gk, показанное в нашей работе, может быть
адаптивным и способствовать снижению как
уровня синтеза стероидов, так и реабсорбции
ионов натрия и, соответственно, препятствовать
чрезмерному повышению АД у крыс НИСАГ.

Функции белка, кодируемого геном Nexmif,
связаны с развитием нервной системы. У носите-
лей мутации данного гена наблюдается снижение
интеллекта [53, 54]. Показано, что эксперимен-
тально смоделированная потеря функции этого
гена в культивируемых нейронах гиппокампа
крыс приводит к нарушению роста дендритов и
аксонов, что предполагает участие гена в разви-
тии нейронов и функциях мозга [53]. У некоторых
пациентов с мутациями в гене Nexmif, наряду с
когнитивными нарушениями, наблюдаются ги-
потония и стероидзависимый нефротический
синдром [55], который поддается лечению корти-
костероидами. Таким образом, функции белка,
кодируемого геном Nexmif, могут быть связаны
как с уровнем кортикостерона, так и с регуляцией
уровня АД у крыс НИСАГ, однако, найденное на-
ми снижение уровня транскрипции этого гена у
крыс НИСАГ предполагает, что его действие мо-
жет быть направлено на снижение уровня корти-
костерона и АД, но не на увеличение стресс-чув-
ствительности.

Ген Tspan6 кодирует белок тетраспанин 6, вли-
яющий на свойства постсинаптической мембра-
ны. Функции тетраспанина 6 в надпочечниках

Рис. 2. Сравнение уровня транскрипции генов в над-
почечниках гипертензивных крыс НИСАГ и кон-
трольных крыс WAG. **p = 0.004.
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неизвестны. В гиппокампе мышей с нокаутом ге-
на Tspan6 усиливается синаптическая передача и
снижается долгосрочное потенцирование [56],
что, как считают, может быть следствием посто-
янно повышенного базального уровня синапти-
ческой трансмиссии. Такой эффект “закупорен-
ного” синапса наблюдается при повышении
уровня синтеза белков, усиливающих синаптиче-
скую передачу [57, 58]. Зависит ли уровень экс-
прессии тетраспанина 6 от уровня глюкокортико-
идов и может ли этот белок участвовать в регуля-
ции АД не установлено, однако показано, что
тетраспанин 6 участвует в регуляции нескольких
сигнальных путей [59, 60], что делает ген Tspan6
потенциально интересным для дальнейшего изу-
чения.

Изменения в концентрации ионов натрия вы-
зывают ряд функциональных и структурных изме-
нений в клубочковой зоне коры надпочечников,
затрагивающих синтез альдостерона, симпатиче-
скую иннервацию, а также размеры клубочковой
зоны. Эти процессы сопровождаются координи-
рованным изменением уровня синтеза белка
TUF1, кодируемого геном TMEM35 [17]. Увеличе-
ние количества мРНК TMEM35 наблюдали в
клетках клубочковой зоны коры надпочечников и
после воздействия ангиотензина II [17]. Tmem35
признан важным фактором, необходимым для
нормальной активности гипоталамо-гипофи-
зарно-надпочечниковой системы; делеция этого
гена влияет на функционирование систем, ассо-
циированных с ответом на рестрикционный
стресс [61]. Обнаруженное нами повышение
уровня транскрипции гена Tmem35а в надпочеч-
никах крыс НИСАГ по сравнению с WAG хоро-
шо согласуется с повышенным уровнем ангио-
тензина II в плазме крови крыс НИСАГ [62]. Со-
гласно известным функциям белка, кодируемого
геном Tmem35а, этот ген можно рассматривать
как ген-кандидат, ассоциированный как с приро-
стом уровня АД при стрессе, так и с изменением
веса надпочечников крыс НИСАГ. Однако разли-
чия в уровне транскрипции гена Tmem35а, уста-
новленные методом RNA-Seq, характеризуются
пограничным уровнем статистической значимо-
сти (табл. 3), а результаты РВ-ПЦР выявили зна-
чительную вариабельность измерений, что при
20%-ной межлинейной разнице в уровне тран-
скрипции не позволило говорить о значимых
межлинейных различиях в уровне транскрипции
гена Tmem35а (рис. 2). Вероятно, сложность под-
тверждения значимости различий может быть
связана с низким уровнем экспрессии данного ге-
на (табл. 3). Тем не менее, существует мнение, что
даже небольшие изменения в уровне экспрессии
генов могут быть причиной значительных биоло-
гических эффектов [63]. В связи с этим, вероятно,
все же следует обратить внимание на ген Tmem35а,
как на потенциальный ген-кандидат для дальней-

шего изучения его роли в развитии стресс-чув-
ствительной гипертензии у крыс НИСАГ.

Белок, кодируемый геном Armcx3, является
интегральным мембранным белком, функции ко-
торого изучены недостаточно. Известно, что этот
белок локализован на мембране митохондрий и
регулирует их перемещение и распределение в
нейронах [64]. Этот белок относится к маркерам
старения, уровень его экспрессии с возрастом
снижается [65]. О возможной связи гена Armcx3 с
регуляцией уровня АД можно судить по результа-
там работы, в которой показано, что в условиях
экспериментально индуцированной гипертонии
(2-Kidney 1-Clip) уровень экспрессии гена Armcx3
в средней мозговой артерии кроликов снижался
статистически значимо [66].

Ген Tmem164 кодирует трансмембранный бе-
лок, функции которого изучены недостаточно и
не ассоциированы с регуляцией уровня АД.

Обсуждение известных функций белков, ко-
дируемых генами, представленными в табл. 3, по-
казывает, что наиболее вероятным геном-канди-
датом в локусе на хромосоме Х, ассоциированном
с повышенной стресс-чувствительностью крыс
НИСАГ, можно считать ген Sms, кодирующий
сперминсинтазу. Однако протяженность описан-
ного нами локуса предполагает, что в нем могут
находиться несколько генов, ассоциированных с
генетическим контролем проявления изучаемых
признаков (вес надпочечника, прирост концен-
трации кортикостерона и уровня АД при воздей-
ствии эмоционального стресса). Согласно наше-
му обсуждению, дальнейшего исследования за-
служивает еще один ген – Tmem35а. Кроме того,
функции ряда рассмотренных нами генов в над-
почечниках изучены слабо либо не изучены со-
всем. Возможно, дальнейшее их исследование
позволит выявить дополнительные гены, связан-
ные с повышенной чувствительностью к стрессу.
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Genes Associated with Increased Stress Sensitivity in Hypertensive ISIAH Rats
L. A. Fedoseeva1, S. E. Smolenskaya1, A. L. Markel1, 2, and O. E. Redina1, *

1Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia
2Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia

*e-mail: oredina@ngs.ru

ISIAH rats with inherited stress-induced arterial hypertension are characterized by increased stress reactivity
of the hypothalamic-pituitary-adrenal and sympathoadrenal systems. The aim of this work was to study the
genetic basis of increased susceptibility to stress in hypertensive ISIAH rats. Sequencing of the adrenal tran-
scriptomes of hypertensive ISIAH and normotensive WAG rats revealed 9 differentially expressed genes
(DEGs) in the X chromosome locus, which was previously associated with an increase in blood pressure and
plasma corticosterone concentrations under mild emotional stress, and also with increased adrenal weight in
ISIAH rats. An analysis of the functions of the proteins encoded by these DEGs suggested that the Sms gene
encoding spermine synthase is the most likely candidate gene in the X chromosome locus associated with an
increased level of stress susceptibility in ISIAH rats.

Keywords: hypertension, stress, adrenal gland, RNA-Seq, ISIAH rat strain
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Используя данные полного транскриптомного анализа, исследовали изменение экспрессии генов,
кодирующих белки, вовлеченные в процессы кальциевой регуляции, в гиппокампе самцов мы-
шей с симптомами депрессии, вызванными хроническим социальным стрессом. Экспрессия ге-
нов Cacna1g, Cacnb3, Camk1g, Camk2d, Camk2n2, Caly, Caln1, S100a16, Slc24a4 в гиппокампе депрес-
сивных животных была выше, а экспрессия генов Cacna2d1, Cacng5, Grin2a, Calm2 – ниже, чем в
контроле. Наибольшее число значимых корреляционных взаимосвязей выявлено между экспресси-
ей гена Сalm2, имеющего наибольшую транскрипционную активность, и других дифференциально
экспрессируемых генов. Предполагается, что под влиянием хронического социального стресса про-
исходит нарушение кальциевой сигнализации в гиппокампе мышей. Обсуждается участие в этом
процессе гена Calm2 и генов Сamk1g, Camk2d и Сamk2n2.

Ключевые слова: дифференциально экспрессируемые гены, кальциевая сигнализация, хрониче-
ский социальный стресс, депрессивноподобное состояние, гиппокамп, мыши
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ВВЕДЕНИЕ

Депрессия – многофакторное заболевание, вы-
званное взаимодействием социальных, психологи-
ческих и физиологических факторов, является од-
ним из наиболее распространенных психических
расстройств [1]. Молекулярно-генетическим меха-
низмам депрессии посвящено большое количество
исследований. Активно ведутся поиски генов, ас-
социированных с депрессией [2–4]. Многообразие
выявляемых генов согласуется с представлением о
депрессии, как о сложном гетерогенном заболева-
нии, включающем самые разнообразные нейро-
физиологические процессы [5–7].

Известно, что механизмы большинства психо-
эмоциональных расстройств, в том числе депрес-
сии [8–10] и неврологических заболеваний [11–15],
связаны с нарушениями кальциевого гомеостаза
в центральной нервной системе. Показано, что
ионы кальция регулируют различные процессы
нормальной жизнедеятельности клетки [16, 17].

Они выполняют функцию вторичных посредни-
ков, запускающих важнейшие внутриклеточные
сигнальные каскады в ответ на внешние стимулы
[18] посредством взаимодействия с кальций-свя-
зывающим белком кальмодулином [19–21]. При
этом в нервной ткани кальциевая сигнализация
играет особую роль в деполяризации мембраны и
в синаптической активности [22, 23], обеспечи-
вая пластичность нейронов, процессы обучения и
памяти [24].

Различные заболевания, вызванные наруше-
нием кальциевых процессов, принято обозначать
общим термином кальциопатии. А нарушения в
работе потенциалзависимых кальциевых кана-
лов, вызванные дисфункцией субъединиц ионно-
го канала и/или регулирующих их белков, называ-
ют кальциевыми каналопатиями, которые, наряду
с дисфункцией регуляторных путей и митохон-
дрий, составляют основу кальциопатий [25].

Важную роль в механизмах психических рас-
стройств, в частности депрессии [15, 26, 27], игра-
ет гиппокамп – один из центральных отделов
лимбической системы, непосредственно участву-
ющий в процессах нейрогенеза, формирования

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0026898423020192 для авторизованных поль-
зователей.
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эмоций, консолидации памяти, в реакции орга-
низма на стресс [28, 29]. Поэтому цель нашей ра-
боты состояла в выявлении генов, экспрессия ко-
торых в гиппокампе изменяется под влиянием
хронического социального стресса и которые ко-
дируют белки, принимающие участие в регуля-
ции кальциевых процессов. Мы использовали
данные транскриптомного анализа (RNA-seq)
гиппокампа самцов мышей, находившихся под
влиянием хронического социального стресса,
приводящего к развитию депрессивноподобного
состояния [30, 31].

Предполагалось, что изучение степени и на-
правленности изменений экспрессии отдельных
генов, связанных с кальциевыми процессами в
клетках гиппокампа, позволит приблизиться к
пониманию Са2+-зависимых молекулярных ме-
ханизмов формирования депрессивноподобного
состояния у мышей, вызванного влиянием хро-
нического социального стресса.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Животные. Эксперименты проводили на поло-

возрелых самцах мышей линии C57BL/6J в воз-
расте 2.5–3 мес. и массой тела 26–28 г. Воду и
корм (гранулы) животные получали в достаточ-
ном количестве. Световой режим был равен 12 : 12 ч.
Все экспериментальные процедуры проводили в
соответствии с международными правилами и
стандартами работы с животными (Directive
2010/63/EU of the European Parliament and of the
Council on the Protection of Animals Used for Scien-
tific Purposes). Протокол эксперимента № 9 одоб-
рен Комиссией по биоэтике ИЦиГ СО РАН
(Март, 24, 2010, N 613).

Формирование депрессивноподобного состояния
у самцов мышей. Депрессивноподобное состоя-
ние формировали, используя модель хроническо-
го социального стресса [31, 32]. Животных попар-
но помещали в экспериментальные клетки, раз-
деленные пополам прозрачной перегородкой с
отверстиями, что позволяло мышам видеть, слы-
шать, воспринимать запахи друг друга (сенсор-
ный контакт), но предотвращало физическое вза-
имодействие. Ежедневно во второй половине дня
(с 15 до 17 ч) перегородку убирали, что приводило
к агонистическим взаимодействиям. В течение
первых 2–3 дней выявляли победителей, еже-
дневно демонстрирующих агрессивное поведе-
ние, и особей, терпящих поражение при взаимо-
действии с одним и тем же партнером. В дальней-
шем ежедневно побежденного самца после теста
пересаживали в новую клетку к незнакомому
агрессивному партнеру, сидящему за перегород-
кой. Если интенсивные атаки со стороны напада-
ющей особи во время теста агонистических взаи-
модействий длились более 3 мин, то взаимодей-
ствие самцов прекращали, устанавливая между

ними перегородку во избежание повреждения парт-
нера. В других случаях тест продолжали до 10 мин.
После 3 нед эксперимента у самцов с повторным
опытом социальных поражений развивалось де-
прессивноподобное состояние [31].

Для нейрогеномного исследования отбирали
животных с отрицательным опытом поражений и
выраженным депрессивным расстройством, со-
провождающимся тревогой, страхом, сниженной
двигательной активностью (далее – депрессив-
ные мыши). В качестве альтернативного варианта
для выявления специфики изменений использо-
вали также животных контрастной социальной
группы – с положительным опытом побед в меж-
самцовых конфронтациях, показывающих агрес-
сивное поведение (далее – агрессивные мыши) во
время теста.

Опытные группы депрессивных и агрессивных
мышей декапитировали на следующий день по-
сле последней конфронтации. Контролем служи-
ли самцы без последовательного опыта агонисти-
ческих взаимодействий. Гиппокампы выделял
согласно анатомическому атласу Allen Mouse
Brain Atlas [http://mouse.brain-map.org/static/atlas]
один и тот же исследователь. Все пробы маркиро-
вали, помещали в раствор для предотвращения
деградации РНК (RNAlater) и хранили при темпе-
ратуре –70°C до секвенирования.

Транскриптомный анализ. Образцы гиппокам-
па самцов мышей отправляли в ЦКП “Геноана-
литика” для секвенирования транскриптома
(http://genoanalytica.ru/, Москва, Россия). Ана-
лизировали по три животных каждой группы. Се-
квенировали каждый образец отдельно. мРНК
выделяли с использованием набора Dynabeads
RNA Purificatio nKit (“Ambion”, США). Библио-
теки кДНК конструировали с использованием
протокола NEBNext для Illumina (“NEB”, США).
Библиотеки кДНК секвенировали на платформе
Illumina Hiseq 1500 (“Illumina Sequencing”, США).
В последующий анализ брали только аннотиро-
ванные гены. Уровень экспрессии генов оцени-
вали в единицах FPKM (fragments per kilobase of
transcript per million mapped reads) с использова-
нием программы Cufflinks.

Категории генных онтологий списков диффе-
ренциально экспрессируемых генов (ДЭГ) опре-
деляли с использованием биоинформатического
Интернет-ресурса. Дифференциально экспресси-
руемыми считали гены, уровень экспрессии кото-
рых статистически значимо различался (p < 0.05)
при сравнении депрессивных и контрольных мы-
шей; агрессивных и контрольных; депрессивных
и агрессивных. Решение о статистической значи-
мости различий принимали также с использо-
ванием поправки на множественные сравнения
(q-значения – p-значения, скорректированные
по методу Беньямини–Хохберга (FDR)). Катего-
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рии генных онтологий списков ДЭГ оценивали с
использованием Интернет-ресурсов:

1) “STRING: functional protein association networks”
(http://string-db.org);

2) “GeneCards: The human gene database”
(https://genecards.org);

3) “MalaCards: Human disease database”
(https://malacards.org).

Изначально внимание в нашей работе было
сконцентрировано на 75 генах, которые кодируют
белки, участвующие в различных клеточных про-
цессах, связанных с Са2+ – от транспорта Са2+ через
ионные каналы, меняющего его внутриклеточную
концентрацию – до запуска Са2+/кальмодулинза-
висимых сигнальных каскадов посредством акти-
вации соответствующих ферментов. Список этих

генов приведен в табл. S1 (см. Дополнительные
материалы на сайте http://www.molecbio.ru/down-
loads/2023/2/supp_Pavlova_rus.pdf).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Нами обнаружены различия в наборе ДЭГ, а
также в направленности и выраженности измене-
ний экспрессии генов в гиппокампе мышей с аль-
тернативным (негативным и позитивным) опы-
том социальных взаимодействий.

Экспрессия 26 из 75 проанализированных ге-
нов у депрессивных мышей значимо отличалась
от экспрессии в группах контрольных и агрес-
сивных особей (табл. 1). Эти гены кодируют
функционально различные белки, участвующие

Таблица 1. ДЭГ, участвующие в регуляции кальциевых процессов в гиппокампе мышей с альтернативным опы-
том социального поведения

*Источник: http://string-db.org
Примечание: Δ – повышение экспрессии: Δ – p < 0.05, ΔΔ – p < 0.01, ΔΔΔ – p < 0.001;. – снижение экспрессии: . – p < 0.05,
.. – p < 0.01, ... – p < 0.001, *q < 0.05. Д – депрессивные мыши; K – контрольные; А – агрессивные.

Ген Кодируемый белок* Д vs K А vs K Д vs A

Cacna1a Кальциевый канал, потенциалзависимый, тип P/Q, альфа-1A субъединица . Δ
Cacna1b Кальциевый канал, потенциалзависимый, N-тип, альфа-1B субъединица Δ
Cacna1g Кальциевый канал, потенциалзависимый, Т-тип, альфа-1G субъединица ΔΔΔ ΔΔΔ*
Cacna1h Кальциевый канал, потенциалзависимый, Т-тип, альфа-1Н субъединица ΔΔ*
Cacna1i Кальциевый канал, потенциалзависимый, альфа-1I субъединица Δ
Cacna2d1 Кальциевый канал, потенциалзависимый, альфа-2/дельта-1 субъединица . ...*
Cacnb1 Кальциевый канал, потенциалзависимый, бета-1 субъединица Δ
Cacnb3 Кальциевый канал, потенциалзависимый, бета-3 субъединица Δ ΔΔΔ*
Cacng2 Кальциевый канал, потенциалзависимый, гамма-2 субъединица .. ΔΔΔ*
Cacng3 Кальциевый канал, потенциалзависимый, гамма-3 субъединица Δ
Cacng5 Кальциевый канал, потенциалзависимый, гамма-5 субъединица . ...*
Calb1 Кальбиндин 1, кальций-связывающий белок .

Calcoco1 Кальций-связывающий  белок 1, домен со свернутыми спиралями Δ
Calm2 Кальмодулин 2,  кальций-связывающий белок . .

Caln1 Кальнейрон 1, кальций-связывающий белок 8 Δ ΔΔ*
Caly Кальцион, нейронспецифический везикулярный трансмембранный белок Δ
Camk1g Кальций/кальмодулинзависимая протеинкиназа I гамма Δ ΔΔΔ*
Camk2d Кальций/кальмодулинзависимая протеинкиназа II дельта ΔΔΔ* ΔΔ*
Camk2n2 Ингибитор 2 кальций/кальмодулинзависимой протеинкиназы II ΔΔ ΔΔΔ*
Hpcal4 Гиппокальцин, подобный 4, кальций-связывающий белок Δ
Ppp3r1 Протеинфосфатаза 3, кальцинейрин B, тип I, Са/кальмодулинзависимая ..

S100a16 S100 кальций-связывающий белок A16 ΔΔ Δ
Slc24a2 Транспортный белок-переносчик ионов Na/K/Ca, семейство 24, член 2 .

Slc24a4 Транспортный белок-переносчик ионов Na/K/Ca, семейство 24, член 4 Δ
Grin2a Глутаматный ионотропный рецептор NMDA 2A (проницаем для Са2+) .. ..

Grin2c Глутаматный ионотропный рецептор NMDA 2C (проницаем для Са2+) Δ
Всего генов 26 13 2 24



376

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 2  2023

ПАВЛОВА и др.

в процессах кальциевой сигнализации: 11 генов
(Cacna1a, Cacna1b, Cacna1g, Cacna1h, Cacna1i,
Cacna2d1, Cacnb1, Cacnb3, Cacng2, Cacng3, Cacng5)
кодируют белки потенциалзависимых кальцие-
вых каналов; семь генов (Calb1, Calcoco1, Calm2,
Caln1, Hpcal4, Ppp3r1, S100a16) – кальций-связы-
вающие белки; один ген (Caly) кодирует нейрон-
специфичный белок кальцион, необходимый для
максимального высвобождения Са2+; три гена
(Camk1g, Camk2d, Camk2n2) кодируют Са2+/каль-
модулинзависимые протеинкиназы Iγ, IIϭ и ин-
гибитор протеинкиназы II; два гена (Slc24a2,
Slc24a4) – это гены белков-переносчиков
Na/K/Ca; два гена (Grin2a, Grin2c) кодируют субъ-
единицы 2A и 2С глутаматного рецептора NMDA
c высокой проницаемостью для Са2+.

Cравнение экспрессии генов у депрессивных и
агрессивных мышей (Д vs A) выявило различия в

экспрессии 24 генов. Экспрессия 17 из этих генов
(Cacna1, Cacna1b, Cacna1g, Cacna1h, Cacna1i,
Cacnb1, Cacnb3, Cacng2, Cacng3, Calcoco1, Caln1,
Camk1g, Camk2d, Camk2n2, Hpcal4, S100a16,
Grin2c) у депрессивных животных была выше, чем
у агрессивных, а остальные семь генов (Cacna2d1,
Cacng5, Calb1, Calm2, Ppp3r1, Slc24a2, Grin2a) экс-
прессировались на более высоком уровне у агрес-
сивных особей (табл. 1).

У депрессивных животных экспрессия 13 ге-
нов статистически значимо отличалась от экс-
прессии у контрольных животных (рис. 1; табл. 1).
В частности, экспрессия 9 генов (Cacna1g, Cacnb3
Camk1g, Camk2d, Camk2n2, Caly, Caln1, S100a16,
Slc24a4) повысилась, а четырех (Cacna2d1, Cacng5,
Grin2a, Calm2) снизилась. Экспрессия двух генов
(Cacng2, Cacna1a) у агрессивных животных сни-
зилась по сравнению с контролем, не выявлены

Рис. 1. Повышение (а) и понижение (б) экспрессии ДЭГ, связанных с регуляцией кальциевых процессов в гиппо-
кампе агрессивных и депрессивных мышей. *р < 0.05; **р < 0.01; ***р < 0.001 – по сравнению с контролем; светлый
столбик – контрольные животные; темный столбик – опытные.
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гены, экспрессия которых увеличилась под влия-
нием стресса (рис. 1, табл. 1).

Корреляционный анализ экспрессии 15 ДЭГ,
представленных на рис. 1, выявил различия в
степени и направленности корреляционных свя-
зей между ними (табл. 2; подробные данные
представлены в табл. S2, см. дополнительные ма-
териалы).

Обнаружена разнонаправленная корреляци-
онная связь между двумя группами генов, экс-
прессия которых изменилась у депрессивных мы-
шей. Так ДЭГ, экспрессия которых повысилась
(Cacna1g, Cacnb3, Camk1g, Camk2d, Camk2n2; Caly,
Caln1, S100a16, Slc24a4), проявили, с одной сто-
роны, только положительную корреляционную
связь (либо ее отсутствие) между собой, а с другой –
только отрицательную связь (либо ее отсутствие)
с ДЭГ, экспрессия которых понизилась (Cacna2d1,
Cacng5, Grin2a, Calm2). Выявлена только положи-
тельная корреляционная связь между ДЭГ со
сниженной экспрессией (либо ее отсутствием).
Экспрессия гена Cacng5 не коррелировала с экс-
прессией других генов (табл. S2, см. Дополнитель-
ные материалы на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2023/2/supp_Pavlova_rus.pdf).

Выявлена положительная корреляционная связь
между двумя ДЭГ кальциевых каналов (Cacna1a и
Cacng2), экспрессия которых изменилась у агрес-
сивных мышей. Эти данные свидетельствуют о
том, что субъединицы белков кальциевых кана-
лов, кодируемые этими генами, координированно

участвуют в регуляции кальциевых процессов в
гиппокампе агрессивных мышей (табл. S2).

У пяти из 15 генов (Cacna1g, Camk1g, Camk2n2,
Caln1, Calm2) мышей альтернативных поведенче-
ских групп обнаружено максимальное количе-
ство корреляционных связей, в том числе высо-
козначимых (р < 0.01 или р < 0.001), между собой
и с остальными генами (табл.  2). Максимальное
количество корреляционных связей с другими ге-
нами выявлено у гена Саlm2, причем большинство
из этих связей были отрицательными (табл. 2).

С целью получения дополнительных сведений
о характере взаимодействия этих 15 ДЭГ в регуля-
ции кальциевых процессов проанализировали
функциональные ассоциативные взаимосвязи
белков, кодируемых этими генами, с использова-
нием базы данных STRING (http://string-db.org).
Ассоциативные взаимосвязи белков, кодируемых
11 из 15 ДЭГ, представлены на рис. 2.

Эта схема указывает на возможную ключевую
роль ДЭГ Сalm2, Сamk1g, Camk2d, Сamk2n2, а так-
же гена Grin2a, кодирующего альфа-субъединицу
глутаматного рецептора NMDA c высокой прони-
цаемостью для Са2+, в формировании возможных
путей регуляции работы кальциевых каналов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В нашей работе впервые показано изменение

экспрессии генов, кодирующих белки, связанные
с регуляцией процессов кальциевой сигнализа-

Таблица 2. Коэкспрессия ДЭГ в гиппокампе самцов мышей#

#Представлены данные для пяти генов с максимальным количеством корреляционных связей.
Примечание. Приведены значения коэффициента корреляции Пирсона. Жирным выделены статистически значимые кор-
реляции: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; n – количество значимых корреляций.

Ген Cacna1g Camk1g Camk2n2 Caln1 Calm2

Cacna1g – 0.812** 0.844** 0.903*** –0.853**
Cacnb3 0.791* 0.796* 0.795* 0.826** –0.845**
Camk1g 0.812** – 0.891** 0.949*** –0.927***
Camk2d 0.678* 0.560 0.697* 0.648 –0.703*
Camk2n2 0.844** 0.891** – 0.941*** –0.953***
Caly 0.571 0.666 0.654 0.697* –0.784*
Caln1 0.903*** 0.949*** 0.941*** – –0.942***
S100a16 0.869** 0.750* 0.719* 0.851** –0.756*
Slc24a4 0.790* 0.644 0.566 0.719* –0.704*
Cacna2d1 –0.634 –0.830** –0.783* –0.861** 0.717*
Cacng5 –0.317 -0.398 -0.137 –0.283 0.287
Grin2a –0.670* –0.832** –0.812** –0.801** 0.851**
Calm2 –0.853** –0.927*** –0.953*** –0.942*** –
Cacna1a 0.573 0.689* 0.640 0.608 –0.614
Cacng2 0.620 0.826** 0.651 0.671* –0.683*
n 9 10 9 11 12
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ции в гиппокампе самцов мышей, подвергнутых
воздействию хронического социального стресса.
Полученные результаты согласуются с экспери-
ментальными свидетельствами участия гиппо-
кампа, как одного из центральных звеньев лим-
бической системы мозга, в реакции организма на
хронический социальный стресс [28, 29, 33, 34] и
в патогенезе различных психических заболева-
ний – аутизма, тревожных расстройств, шизо-
френии и, в том числе, депрессии [26, 27, 35–39].

Нами показано, что реакция на хронический со-
циальный стресс у животных обеих опытных групп
сопровождается специфическим изменением экс-
прессии ассоциированных с кальциевыми процес-
сами генов в гиппокампе. Причем картина измене-
ний более выражена у депрессивных мышей, рас-
сматриваемых в качестве модели депрессивной
психопатологии у человека [30, 31]. Так у депрес-
сивных животных изменилась (по сравнению с
контролем) экспрессия 13 из 15 исследованных ге-
нов, а у агрессивных только двух, но экспрессия
этих двух генов не изменилась у депрессивных мы-
шей (рис. 1; табл. 1, столбцы Д vs K; А vs K).

Однако сравнение двух групп животных с аль-
тернативным опытом социального поведения
выявило различия в экспрессии 24 генов (табл. 1,
столбец Д vs A). По-видимому, при сравнении
агрессивных и депрессивных особей проявилась
разнонаправленность изменений экспрессии в
этих группах по сравнению с контролем.

Следует отметить, что эту модель использова-
ли также для изучения экспрессии других групп
генов в гиппокампе и получили схожие результа-

ты. Так, в тех же условиях в гиппокампе агрессив-
ных мышей изменилась экспрессия пяти генов,
кодирующих белки коллагена, у депрессивных –
15 генов; только два гена были общими в обеих
группах животных, при этом экспрессия изменя-
лась разнонаправленно [40]. Изучение глутама-
тергических генов выявило изменение экспрес-
сии только одного из них у агрессивных мышей и
семи – у депрессивных [41]. Эти результаты, на-
ряду с фактами, полученными в данной работе,
свидетельствуют о том, что депрессивные живот-
ные более подвержены негативному влиянию
хронического социального стресса на экспрес-
сию различных генов в гиппокампе.

Именно мембранные потенциалзависимые
кальциевые каналы играют наиболее значимую
роль в кальциевой сигнализации, поскольку про-
ходящие через них ионы Са2+ влияют на множе-
ство внутриклеточных процессов, таких как про-
ведение электрических импульсов в нейронах,
синаптическая передача, регуляция секреторных
клеточных механизмов, активация Са2+-зависи-
мых каскадных процессов, экспрессия генов [23,
42–44]. Считается, что потенциалзависимые ка-
налы неактивны и активируются при деполяриза-
ции мембраны и сдвиге потенциала в положи-
тельную область, открывая поток ионов Са2+ в
клетку [45, 46]. Показано, что неконтролируемое
воздействие хронического стресса изменяет
структуру дендритов в гиппокампе и приводит к
более высокой кальциевой нагрузке на клетки
при деполяризации [28].

Рис. 2. Функциональные ассоциативные взаимосвязи 11 белков, кодируемых ДЭГ (по данным STRING
(http://string-db.org)).
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Нами выявлена разная направленность изме-
нений экспрессии шести генов, кодирующих белки
потенциалзависимых каналов, у животных обеих
опытных групп (рис. 1), а также разные степень и
направление (положительное/отрицательное)
корреляционных связей этих генов между собой и
с другими генами (табл. S2, см. Дополнительные
материалы на сайте http://www.molecbio.ru/down-
loads/2023/2/supp_Pavlova_rus.pdf). Так, напри-
мер, обнаружена положительная корреляцион-
ная связь экспрессии гена Cacna1g с 9 другими
ДЭГ и увеличение экспрессии этого гена у депрес-
сивных животных. Вместе с тем, ген Сасna2d1
(принадлежащий к этому же семейству), экспрес-
сия которого снизилась, связан отрицательной
корреляционной зависимостью с пятью генами.
Выявлено снижение экспрессии гена Cacng5 и от-
сутствие его корреляционных связей с другими
ДЭГ. Эти результаты не позволяют получить де-
тальную картину совместной регуляции кальцие-
вых процессов ДЭГ потенциалзависимых кальцие-
вых каналов, но могут свидетельствовать о различ-
ном характере их участия в условиях хронического
социального стресса.

Под влиянием хронического социального
стресса, вызывающего депрессивноподобное со-
стояние, у животных изменялась экспрессия не
только генов, кодирующих белки субъединиц
кальциевых каналов, но также ряда других генов,
ответственных за продукцию белков, которые
подключаются к процессу регуляции кальциевой
сигнализации в клетке на разных ее этапах. Пока-
зано изменение экспрессии генов, кодирующих
кальций-связывающие белки, в том числе каль-
модулин, кальций/кальмодулинзависимые проте-
инкиназы, ингибитор протеинкиназы, трансмем-
бранные белки, регулирующие поступление Са2+

в клетку, белки-транспортеры (рис. 1; табл. 1).
Интересны данные, полученные для гена Саlm2,

кодирующего кальций-связывающий белок каль-
модулин (кальций-модулирующий белок). Во-
первых, экспрессия этого гена в гиппокампе
(>800 FPKM) многократно превышает экспрес-
сию других генов (рис. 1). Во-вторых, у этого гена
обнаружено самое большое количество корреля-
ционных связей с другими ДЭГ – 10 положитель-
ных и две отрицательных (табл. 2).

Кальмодулину, ответственному за передачу
сигналов Са2+/кальмодулинзависимым протеин-
киназам, принадлежит ключевая роль в патогене-
зе нейропсихических расстройств [47]. Актив-
ность Са2+/кальмодулинзависимых протеинки-
наз наиболее выражена в тканях мозга, где они
отвечают за целый ряд функций, регулируя про-
цессы синаптической пластичности, экспрессию
генов и ремоделирование цитоскелета. Обсужда-
ется роль Са2+/кальмодулинзависимых протеин-
киназ в развитии депрессии у человека и депрес-
сивноподобных состояний у животных [48]. Пока-

зано, что комплекс Са2+/кальмодулин способен
инактивировать потенциалзависимые кальциевые
каналы при поступлении избытка Са2+ в клетку,
что позволило ввести термин “кальмодуляция”,
означающий регуляцию активности кальциевых
каналов кальмодулином [49].

Снижение экспрессии гена Саlm2 и повыше-
ние экспрессии генов Camk1g, Camk2d и Camk2n2,
функционально связанных с Сalm2, в сочетании с
выявленными корреляционными связями с дру-
гими генами свидетельствует о значительных из-
менениях в работе кальций/кальмодулинзависи-
мого протеинкиназного комплекса и опосредо-
ванной им системы внутриклеточной кальциевой
сигнализации в гиппокампе животных, вызван-
ных хроническим социальным стрессом.

Полученные результаты позволяют рассмат-
ривать эти гены в качестве ключевых в регуляции
кальцийзависимой сигнальной системы в гиппо-
кампе в условиях хронического социального
стресса, что косвенно подтверждается ассоциа-
тивными связями кодируемых ими белков.

Обнаруженное нами значительное снижение
экспрессии гена Grin2a в группе депрессивных
мышей дополняет картину изменений активно-
сти других ДЭГ в гиппокампе (рис. 1). Ген Grin2a
кодирует один из белков глутамат-управляемых
Са2+-проницаемых ионных каналов, он играет
ключевую роль в механизмах определенных ви-
дов памяти и обучения [50]. Этот ген связан поло-
жительной корреляционной связью с геном
Саlm2 и отрицательной – с шестью генами, в число
которых входят гены Camk1g, Camk2d, Camk2n2, а
также ген Саln1, кодирующий белок семейства
кальмодулинов, что говорит о координации ак-
тивности Grin2a и перечисленных генов в гиппо-
кампе этой группы мышей.

Полученные нами данные могут свидетель-
ствовать о возможности развития в гиппокампе
мышей кальциопатии, в том числе кальциевой
каналопатии, связанных с нарушением процес-
сов кальциевой сигнализации под влиянием хро-
нического социального стресса.

В настоящее время особое внимание привлека-
ют гены, входящие в группу Сасna. Эти гены коди-
руют белки потенциалзависимых кальциевых кана-
лов, которые рассматривают в качестве ключевых и
универсальных в патогенезе целого ряда психоней-
ропатологий [51–55]. Так, например, с аутизмом
ассоциированы четыре гена – Cacna1b, Cacna1g,
Cacna1h и Cacna1i, экспрессия которых, как пока-
зано в нашем исследовании, изменилась у депрес-
сивных животных. Этот факт согласуется с резуль-
татами другой работы, выполненной на этой пове-
денческой модели [41, 56], в которой выявлено
повышение экспрессии генов, связанных с аути-
стическими проявлениями у депрессивных мышей.
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Таблица 3. Гены-кандидаты психонейропатологий человека, участвующие в регуляции кальциевых процессов

Ген Психонейропатология

CACNA1A Эпилепсия. Аутизм. Болезнь Хантингтона. Расстройство аутистического спектра.Шизофре-
ния. Болезнь Паркинсона. Большое депрессивное расстройство. Биполярное расстройство. 
Большое аффективное расстройство. Умственная отсталость и глобальная задержка развития. 
Спиномозжечковая атаксия. Мигрень. Эпилептическая энцефалопатия

CACNA1B Шизофрения. Биполярное расстройство. Синдром Тимоти. Эпилепсия. Аутизм. Расстройство 
аутистического спектра. Большое депрессивное расстройство. Психоз. Спиномозжечковая 
атаксия. Эпилептическая энцефалопатия

CACNA1G Эпилепсия. Синдром Тимоти.  Расстройство аутистического спектра. Аутизм. Паркинсонизм. 
Шизофрения. Эпилепсия. Умственная отсталость и глобальная задержка развития, в том 
числе в тяжелой форме. Спиномозжечковая атаксия

CACNA1H Эпилепсия. Аутизм. Расстройство аутистического спектра. Синдром Тимоти. Биполярное рас-
стройство. Шизофрения. Психоз. Умственная отсталость и глобальная задержка развития. 
Семейная гемиплегическая мигрень

CACNA1I Эпилепсия. Шизофрения. Расстройство аутистического спектра. Болезнь Хантингтона. 
Умственная отсталость и глобальная задержка развития. Аутизм

CACNA2D1 Синдром Тимоти. Эпилепсия. Шизофрения.  Расстройство аутистического спектра. Аутизм.  
Шизофрения. Биполярное расстройство. Большое депрессивное расстройство. Умственная 
отсталость и глобальная задержка развития

CACNB1 Расстройство аутистического спектра. Аутизм. Большое депрессивное расстройство. Эпилеп-
сия. Болезнь Хантингтона

CACNB3 Биполярное расстройство. Синдром гиперактивности с дефицитом внимания
CACNG2 Шизофрения. Эпилепсия. Биполярное расстройство. Большое депрессивное расстройство. 

Умственная отсталость. Нарушение умственного развития
CACNG3 Эпилепсия. Расстройство аутистического спектра
CACNG5 Шизофрения. Биполярное расстройство. Болезнь Паркинсона. Эпилепсия
CALB1 Болезнь Хантингтона. Болезнь Альцгеймера. Болезнь Паркинсона. Шизофрения. Биполярное 

расстройство. Эпилепсия. Деменция. Расстройство аутистического спектра
CALCOCO1 Шизофрения. Паническое расстройство
CALM2 Болезнь Альцгеймера.  Большое депрессивное расстройство
CALN1 Шизофрения. Аутизм
CALY Шизофрения. Синдром гиперактивности с дефицитом внимания.  Большое депрессивное рас-

стройство. Посттравматическое стрессорное расстройство. Ментальная депрессия. Маразм. 
Паническое расстройство. Аутизм. Деменция. Биполярное расстройство.  Расстройство аути-
стического спектра. Эпилепсия

CAMK1G Болезнь Альцгеймера. Болезнь Хантингтона. Шизофрения
CAMK2D Большое депрессивное расстройство. Болезнь Паркинсона. Эпилепсия. Шизофрения. Бипо-

лярное расстройство
CAMK2N2 Шизофрения. Боковой амиотрофический склероз
PPP3R1 Болезнь Альцгеймера. Деменция. Болезнь Паркинсона. Большое депрессивное расстройство. 

Спиномозжечковая атаксия
SLC24A2 Эпилепсия. Аутизм. Болезнь Альцгеймера. Расстройство аутистического спектра. Шизофрения
SLC24A4 Болезнь Альцгеймера. Биполярное расстройство. Деменция
GRIN2A Эпилепсия. Шизофрения. Биполярное расстройство. Болезнь Хантингтона. Болезнь Альцгей-

мера. Аутизм. Обсессивно-компульсивное расстройство. Психоз. Ментальная депрессия. 
Болезнь Паркинсона. Большое аффективное расстройство

GRIN2C Болезнь Паркинсона, болезнь Альцгеймера, депрессия, шизофрения. Aутизм, умственная 
отсталость
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Мы соотнесли 26 ДЭГ, ассоциированных с
кальциевой сигнализацией у мышей (табл. 1), с ана-
логичными генами человека, используя генетиче-
ские базы данных https://www.malacards.org/ и
https://www.genecards.org/ и опубликованные дан-
ные [54]: 24 гена, дифференциально экспрессиру-
емые в гиппокампе мышей, связаны с нейродегене-
ративными и психическими заболеваниями чело-
века (табл. 3). Сходство генов, ассоциированных с
кальциевыми процессами у мышей и у человека,
позволяет прогнозировать возможность обнару-
жения общих механизмов формирования различ-
ных психонейропатологий, а также риск развития
этих патологий, с использованием установленных
генетических маркеров.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Установлено, что гены Calm2, Camk1g, Сamk2d

и Camk2n2, дифференциально экспрессируемые в
гиппокампе депрессивных мышей, связаны с
ДЭГ потенциалзависимых кальциевых каналов и
могут рассматриваться в качестве ключевых в ре-
гуляции работы этих каналов. Существенную
роль может играть ген Grin2a, кодирующий субъ-
единицу ионотропного глутаматного рецептора.
В целом, полученные данные свидетельствуют об
изменении экспрессии генов, связанных с кальци-
евой сигнализацией, и позволяют предположить
развитие кальциопатии, в том числе кальциевой
каналопатии, в гиппокампе мышей, находящихся
в депрессивноподобном состоянии, формируемом
под влиянием негативного опыта поражений при
воздействии хронического социального стресса.

Работа выполнена при поддержке Госпро-
граммы 47 ГП “Научно-технологическое разви-
тие Российской Федерации” (2019–2030), тема
0134-2019-0002, и ИЦиГ СО РАН в рамках БП
№ FWNR-2022-0019.
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Changes in the Expression of Genes, Associated with Calcium Processes,
in the Hippocampus of Mice under the Influence of Chronic Social Defeat Stress

M. B. Pavlova1, *, D. A. Smagin2, N. N. Kudryavtseva2, and N. A. Dyuzhikova1, **
1Pavlov Institute of Physiology, St. Petersburg, 199034 Russia

2Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia
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Using data from a complete transcriptome analysis, changes in the expression of genes encoding proteins in-
volved in calcium regulation processes in the hippocampus of male mice with symptoms of depression
caused by chronic social defeat stress were investigated. The expression of Cacna1g, Cacnb3, Camk1g,
Camk2d, Camk2n2, Caly, Caln1, S100a16, Slc24a4 genes in the hippocampus of depressed mice was in-
creased in relation to control, while the Cacna2d1, Cacng5, Grin2a, Calm2 gene expression was reduced. The
greatest number of significant correlations between the expression of the gene Calm2, which has the highest
transcriptional activity, and other differentially expressed genes was revealed. It is assumed that calcium sig-
naling in the hippocampus of mice is disrupted under the influence of chronic social defeat stress. The in-
volvement of the Calm2 gene and the Сamk1g, Camk2d and Camk2n2 genes in this process is discussed.

Keywords: Chronic social defeat stress, mouse, depression-like state, differentially expressed genes, calcium
signaling, hippocampus
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Р-ЭЛЕМЕНТ НЕ ОКАЗЫВАЕТ ЗАМЕТНОГО ВЛИЯНИЯ 
НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ Drosophila simulans1
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Известны случаи горизонтального переноса мобильных генетических элементов между видами се-
мейства Drosophilidae. В середине прошлого века описан случай горизонтального переноса Р-элемен-
та из генома Drosophila willistoni в геном D. melanogaster. Новая инвазия Р-элемента в геном D. simulans
из генома D. melanogaster произошла около 10 лет назад. В настоящее время Р-элемент распространил-
ся по всем популяциям D. melanogaster и 30% популяций D. simulans Европы, Африки и Америки. В
этой статье мы исследовали присутствие Р-элемента в линиях D. simulans, выделенных в разные годы
в трех азиатских популяциях (Ташкент, Нальчик и остров Сахалин), а также физиологические харак-
теристики (цитотип, длительность жизни, плодовитость и локомоторную активность) линий D. simu-
lans с Р-элементом и без него, чтобы оценить значимость появления нового мобильного элемента в ге-
номе этого вида. Р-элемент обнаружили в линиях, выделенных из природы после 2012 года. Число ко-
пий Р-элемента на геном (2‒3десятка согласно данным флуоресцентной гибридизации in situ) было
больше, чем в американских популяциях, и сопоставимо с африканскими популяциями. Обнаружены
признаки внутривидового гибридного дисгенеза для некоторых пар линий. Однако в целом присут-
ствие Р-элемента не оказывало заметного влияния на физиологические характеристики особей. Либо
адаптация к новому мобильному элементу прошла очень быстро, либо скорость перемещения Р-эле-
мента настолько незначительна, что его появление в геноме осталось незамеченным.

Ключевые слова: Drosophila simulans, Р-элемент, горизонтальный перенос, гибридный дисгенез
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The P-element Has Not Significant Effect on the Drosophila simulans Viability
L. P. Zakharenko1, *, D. V. Petrovskii1, and R. A. Bykov1

1Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia
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Cases of horizontal transfer of transposable elements (TEs) between species are known for the Drosophilidae
family. In the middle of the last century, the case of horizontal transfer of the P-element from the Drosophila
willistoni to the D. melanogaster was described. A novel P-element invasion into the D. simulans genome from
D. melanogaster occurred approximately 10 years ago. Currently, the P-element has spread across all D. mela-
nogaster population and 30% of D. simulans populations in Europe, Africa and America. In this paper, we inves-
tigated the presence of the P-element in D. simulans lines caught in different years in three Asian populations
(Tashkent, Nalchik and Sakhalin Island). We also examined the physiological characteristics (cytotype, lifes-
pan, fecundity and locomotor activity) of D. simulans lines with and without the P-element to determine the sig-
nificance of this new mobile element in the genome. The P-element was found in lines isolated from nature after
2012. The number of P-element copies per genome (two-to-three dozen according to fluorescence in situ hy-
bridization data) was greater than in the American and comparable to the African populations. There were signs
of intraspecific hybrid dysgenesis for some pairs of lines. However, in general the presence of the P-element did
not adversely affect the physiological characteristics. Either adaptation to the new TE occurs very quickly, or the
rate of movement of the P-element is so insignificant that its appearance in the genome remains unnoticed.

Keywords: Drosophila simulans, P-element, horizontal transfer, hybrid dysgenesis
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