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Эндотелиальные клетки, выстилающие внутреннюю стенку кровеносных сосудов, контактируют с
кровью и растворенными в ней веществами, подвергаются механическим воздействиям и демон-
стрируют заметную неоднородность в своей реакции на экзогенные и эндогенные стимулы. Эндо-
телиальные клетки обладают уникальными свойствами, которые зависят от их расположения, опре-
деляются сосудистыми нишами и играют важную роль в регуляции гомеостаза сосудистой системы.
Динамическое фенотипическое переключение эндотелиальной гетерогенности может привести к
дисфункции эндотелиальных клеток и сыграть существенную роль в патогенезе множества заболе-
ваний. В настоящее время пристальное внимание привлекает эндотелиально-мезенхимальный пе-
реход (endothelial-mesenchymal transition, EndMT) ‒ процесс, при котором эндотелиоциты приоб-
ретают новые свойства, экспрессируют маркеры мезенхимальных клеток, такие как альфа-актин
гладких мышц и виментин, что приводит к изменению их морфологии и появлению способности к
миграции. EndMT может индуцироваться различными стимулами или патологическими состояни-
ями, включая воспаление, гипоксию, окислительный стресс. EndMT играет важную роль в патоге-
незе ряда заболеваний, в том числе сердечно-сосудистых. В представленном обзоре рассмотрены
маркеры, индукторы и ингибиторы EndMT, методы изучения in vitro и in vivo EndMT, а также роль в
развитии сердечно-сосудистых заболеваний.

Ключевые слова: эндотелиоциты, эндотелиально-мезенхимальный переход, эндотелиальная дис-
функция, маркеры EndMT, индукторы и ингибиторы EndMT
DOI: 10.31857/S0026898423030138, EDN: CHRLDQ

ВВЕДЕНИЕ

Эндотелиальные клетки (ЭК) играют ключе-
вую роль в поддержании гомеостаза сосудов в ответ
на различные стимулы. Они могут контролировать
сосудистый тонус, проницаемость, коагуляцию и
воспаление за счет регуляции многочисленных ме-
диаторов, таких как продуцируемые эндотелием
расслабляющий и сокращающий факторы, молеку-
лы клеточной адгезии, цитокины и хемокины [1].

Однако сосудистое повреждение, вызванное
различными вмешательствами, такими как ан-
гиопластика, стентирование [2], и заболевания-
ми, например, сахарным диабетом и гипертони-
ей, а также иммуноопосредованное повреждение
могут привести к эндотелиальной дисфункции с
последующим нарушением или потерей нор-
мальных функций ЭК. В условиях хронического
воспаления устойчивая активация эндотелиоци-
тов провоспалительными стимулами, такими

Сокращения: ГМК – гладкомышечные клетки; ОТ-ПЦР – полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией в ре-
альном времени; ЭК – эндотелиальные клетки; BMP – костный морфогенетический белок (Bone Morphogenetic Protein);
EMT – эпителиально-мезенхимальный переход (Epithelial-to-Mesenchymal Transition); EndMT – эндотелиально-мезенхи-
мальный переход (Endothelial-Mesenchymal Transition); EPCR – эндотелиальный рецептор белка С (Endothelial Cell Protein
C Receptor); FGF – фактор роста фиброластов (Fibroblast Growth Factor); ICAM-1 – молекула межклеточной адгезии 1 (In-
tercellular Adhesion Molecule 1); IL – интерлейкин (Interleukin); NF-κB – транскрипционный ядерный фактор-κB (Nuclear
Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells); PAI-1 – ингибитор активатора плазминогена-1 (Plasminogen Activator
Inhibitor-1); PECAM-1 – молекула адгезии эндотелиальных клеток к тромбоцитам (Platelet Endothelial Cell Adhesion Mole-
cule); SM22α – гладкомышечный белок 22α (Smooth Muscle 22α); TGF-β – трансформирующий фактор роста β (Transforming
Growth Factor-β); TNF-α – фактор некроза опухоли-α (Tumor Necrosis Factor α); VCAM-1 – молекула адгезии сосудистых
клеток (Vascular Cell Adhesion Molecule 1); α-SMA – гладкомышечный актин α (α-Smooth Muscle Actin).

УДК 577.218
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СТРЕЛЬНИКОВА и др.

как интерлейкин (IL)-6, фактор некроза опухо-
ли-α (TNF-α), IL-1β и патогены, вызывает из-
менения нормальной функции ЭК, что приво-
дит к нарушению зависимого от эндотелия им-
мунного ответа, который является признаком
эндотелиальной дисфункции [3]. Эндотелиаль-
ная дисфункция вносит вклад в патогенез мно-
гих патологических состояний, включая фиброз,
атеросклероз, легочную артериальную гипер-
тензию и патологический ангиогенез.

ПОНЯТИЕ ЭНДОТЕЛИАЛЬНО-
МЕЗЕНХИМАЛЬНОГО ПЕРЕХОДА

Эндотелиально-мезенхимальный переход (еn-
dothelial-mesenchymal transition, EndMT) рас-
сматривается как ключевое звено патогенеза сер-
дечно-сосудистых заболеваний, посредством ко-
торого ЭК может претерпевать значительные
изменения. EndMT – это процесс фенотипиче-
ского перехода эндотелиоцитов, при котором
снижается экспрессия эндотелиальных маркеров
(CD31, фактор Виллебранда, vWF, VE-кадгерин)
и увеличивается экспрессия мезенхимальных
маркеров (α-SMA, виментин). EndMT сопровож-
дается потерей межклеточных контактов и клеточ-
ной полярности, что приводит к приобретению ве-
ретенообразной морфологии, мигрирующего и
инвазивного фенотипа с усилением продукции
компонентов внеклеточного матрикса. В некото-
рых случаях EndMT приводит к отслоению и ми-
грации происходящих из эндотелиоцитов мезен-
химальных клеток в подлежащую ткань [4, 5].
EndMT был впервые описан в эмбриональном
развитии в процессе ангиогенеза и образования
эндокардиальных подушек сердца, предшествен-
ников сердечных клапанов [6]. EndMT играет
фундаментальную роль в эмбриогенезе сердца и
сосудов в норме, все больше данных указывает на
его участие в патогенезе сердечно-сосудистых за-
болеваний [7].

Концептуально EndMT – это переход клеток
от эндотелиального фенотипа к мезенхимально-
подобному. Однако не существует согласованных
критериев определения EndMT на молекулярном
уровне. Это становится препятствием для трак-
товки результатов исследований, поскольку от-
сутствует стандартизация и низка сопостави-
мость данных, полученных на разных модельных
системах и в разных лабораториях. Далее мы рас-
смотрим современные маркеры EndMT.

МАРКЕРЫ EndMT
В число ключевых маркеров EndMT эндотели-

ального профиля входят:
1) молекула клеточной адгезии-1 (platelet endo-

thelial cell adhesion molecule, PECAM-1, или СD31).
Эта молекула участвует в определении барьерной

функции эндотелия путем образования межкле-
точных контактов, поддерживает множество со-
судистых функций, а также вовлечена в трансэн-
дотелиальную миграцию лейкоцитов, ангиогенез
и активацию интегринов [8]. PECAM-1 экспрес-
сируется на поверхности тромбоцитов и лейко-
цитов, концентрируется в межклеточных соеди-
нениях ЭК сосудов [9];

2) фактор Виллебранда (von Willebrand factor,
vWF) – гликопротеин крови, участвующий в про-
цессах воспаления и гемостаза, в частности, адге-
зии тромбоцитов. Основной функцией фактора
Виллебранда является адгезия тромбоцитов к ме-
стам повреждения сосудов путем связывания со
специфическими гликопротеинами мембраны
тромбоцитов и с компонентами соединительной
ткани, а также взаимодействие с другими белка-
ми, в частности с фактором VIII, важным для ад-
гезии тромбоцитов к раневым участкам [10];

3) VЕ-кадгерин (vascular endothelial cadherin,
VE-cadherin) – представитель семейства кадгери-
нов [11], кальций-зависимый гликопротеин, спе-
цифичный для ЭК. VE-кадгерин участвует в обра-
зовании адгезионных соединений, которые играют
важную роль в изменении сосудистой проницаемо-
сти, а также выполняет сигнальную функцию. Пе-
редача сигналов через VE-кадгерин влияет на по-
ведение ЭК, воздействуя на активность рецепто-
ров факторов роста и регулируя тем самым
ангиогенез. Благодаря своим адгезивным и сиг-
нальным свойствам, VE-кадгерин поддерживает
тонкий баланс между пластичностью и целостно-
стью межклеточных соединений, которые необ-
ходимы ЭК для поддержания барьерной функции
кровеносных сосудов и сохранению при этом
способности динамически реагировать на сигна-
лы воспаления и факторов роста [12].

К основным маркерам EndMT мезенхималь-
ного профиля относятся:

1) виментин – основной компонент цитоске-
лета мезенхимальных клеток, играющий значимую
роль в поддержании и закреплении положения ор-
ганелл в цитоплазме, формы клеток, целостности
цитоплазмы и стабилизации взаимодействий ци-
тоскелета [13]. Виментин – основной белок проме-
жуточных филаментов, обнаруженных в мезенхи-
мальных клетках. На важную роль виментина в
эволюционной физиологии указывает высокая
степень гомологии его аминокислотной последо-
вательности у различных видов животных. Одна-
ко до недавнего времени функции этого белка
оставались неизвестными. В исследовании Co-
lucci-Guyon E. и соавт. показано, что фенотип
мышей с дефицитом виментина мало отличался
от фенотипа мышей дикого типа [14]. Детальное
изучение мышей с дефицитом виментина выяви-
ло значительные дефекты, указывающие на уча-
стие этого белка в регуляции морфологии глиаль-
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ных клеток [15]. Обнаружено также снижение ми-
грационной активности фибробластов у мышей с
нокаутом гена виментина [16]. Виментин также
играет роль в механотрансдукции напряжения
сдвига, что отражается в воздействии на сосуди-
стое сопротивление [17]. Кроме того, недостаток
виментина влияет на трансмиграцию и экстрава-
зацию лимфоцитов и целостность эндотелия со-
судов. В дальнейшем выявили молекулярные ме-
ханизмы, лежащие в основе дефектов, связанных
с дефицитом виментина. Показано, что виментин
участвует в ряде важнейших клеточных процес-
сов, связанных с адгезией, миграцией и клеточ-
ной сигнализацией;

2) α-актин гладких мышц (α-smooth muscle actin,
α-SMA) – сократительный белок гладкой муску-
латуры, который участвует в изменении диаметра
просвета сосудов и гомеостазе артериального дав-
ления. Актин вовлечен во многие важные клеточ-
ные процессы, включая сокращение мышц, по-
движность клеток, деление и цитокинез, движение
вакуолей и органелл, передачу сигналов, а также
создание и поддержание клеточных соединений и
формы клеток [18]. У позвоночных идентифици-
рованы три основные группы изоформ актина:
альфа, бета и гамма. Альфа-актины, обнаружен-
ные в мышечных тканях, являются основным ком-
понентом сократительного аппарата. Бета- и гам-
ма-актины сосуществуют в большинстве типов
клеток как компоненты цитоскелета и как медиа-
торы внутренней подвижности клеток [19].

В качестве потенциальных маркеров EndMT,
которые могут играть важную роль в данном про-
цессе, рассматриваются ингибитор активатора
плазминогена типа 1 (рlasminogen activator inhibi-
tor-1, PAI-1) и эндотелиальные рецепторы белка
С (endothelial cell protein C receptor, EPCR).

PAI-1 в основном вырабатывается эндотелием,
но также может секретироваться гладкомышеч-
ными клетками (ГМК) и клетками жировой тка-
ни [20]. Основная функция PAI-1 заключается в
ингибировании активатора плазминогена уроки-
назного типа (uPA), фермента, ответственного за
расщепление плазминогена с образованием плаз-
мина. Плазмин либо непосредственно опосредует
деградацию внеклеточного матрикса, либо в со-
четании с матриксными металлопротеиназами.
В этом сценарии PAI-1 ингибирует uPA, предот-
вращая образование плазмина. Дополнительное
ингибирование опосредовано связыванием PAI-1
с комплексом рецепторов uPA/uPA, что приводит
к деградации последнего [21]. Кроме того, PAI-1
рассматривается в качестве маркера клеточного
старения (сенесценции) [22].

EPCR – трансмембранный гликопротеин, ко-
торый присутствует на поверхности ЭК артерий,
вен и капилляров в легких, сердце и коже, а также
экспрессируется другими типами клеток, вклю-

чая ГМК. EPCR является важным компонентом
антикоагулянтной системы белка C. Также пока-
зано, что EPCR опосредует передачу цитопротек-
торных сигналов, индуцированных активирован-
ным белком C, ему отводится решающая роль в
этом процессе [23].

Таким образом, существуют не только при-
знанные, но и потенциальные маркеры EndMT,
включая уже указанные PAI-1 и EPCR, продук-
ция которых характерна как для ЭК, так и для
ГМК. Роль этих факторов в процессах EndMT яв-
ляется объектом будущих исследований.

ИНДУКТОРЫ EndMT

В настоящее время известен ряд индукторов и
ингибиторов EndMT. Ключевым индуктором
считается трансформирующий фактор роста-β
(transforming growth factor-β, TGF-β). Важную
роль в регуляции EndMT играют TNF-α, IL-1β, а
также высокие концентрации глюкозы. TGF-β
относится к наиболее изученным и часто исполь-
зуемым в экспериментальных моделях индукто-
рам EndMT.

TGF-β1 – прототип большого семейства фак-
торов роста, которое включает активины и кост-
ные морфогенетические белки (bone morphoge-
netic protein, BMP). Установлен механизм переда-
чи сигналов TGF-β, необходимых для регуляции
экспрессии генов. У позвоночных 33 гена кодируют
связанные с TGF-β полипептиды, которые секре-
тируются в виде гомо- и гетеродимеров. Сигналы
TGF-β участвуют в регуляции экспрессии генов
следующим образом. Секретируемый димерный
лиганд связывается с гетеротетрамерным ком-
плексом киназных рецепторов типа I и II, распо-
ложенных на клеточной мембране. После связы-
вания с лигандом индуцируются рецепторы типа
II, которые фосфорилируют и тем самым активи-
руют рецепторы типа I, в свою очередь активирую-
щие белки SMAD4 (Mothers against decapentaplegic
homolog 4) путем прямого фосфорилирования кон-
цевых остатков серина. Два активированных
SMAD4 образуют тримерный комплекс с белком-
посредником; комплекс транслоцируется в ядро
и участвует во взаимодействиях со специфичными
к последовательности факторами транскрипции,
корепрессорами и коактиваторами регуляторных
последовательностей генов. Таким образом осу-
ществляется лиганд-индуцированная активация
или репрессия чувствительных генов-мишеней.
SMAD4 отвечает за передачу сигналов, обеспечи-
вающих регуляцию роста и дифференцировки
клеток [24].

TGF-β имеет три изоформы, TGF-β1, TGF-β2
и TGF-β3, которые могут индуцировать EndMT
in vitro: TGF-β2 необходим для индукции EndMT
во время развития сердца; при атеросклерозе экс-
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прессируются все изоформы TGF-β с выражен-
ной пространственной и клеточной вариабельно-
стью. Таким образом, EndMT может индуциро-
ваться множеством изоформ TGF-β, поэтому
необходимо дальнейшее изучение молекулярных
механизмов действия всех трех изоформ [5].

Еще один индуктор EndMT – провоспали-
тельный цитокин TNF-α, который играет важ-
ную роль в регуляции различных клеточных взаи-
модействий. В ЭК ответы TNF-α обусловлены
связыванием одного из двух рецепторов TNF типа I
или II, что позволяет активировать такие факто-
ры транскрипции, как ядерный фактор каппа
(NF-κB, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells). Эта активация индуцирует
транскрипцию множества генов, таких как гены
молекулы адгезии клеток сосудов 1 (vascular cell
adhesion molecule 1, VCAM-1) и PECAM-1. TNF-α
также индуцирует EndMT, активируя множество
сигнальных путей в различных типах ЭК [25].

Другой важный индуктор EndMT – провоспа-
лительный цитокин IL-1β. Впервые изменения
фенотипа эндотелиоцитов были обнаружены в
обработанных IL-1β кожных микрососудистых
ЭК человека, претерпевающих морфологические
изменения и реорганизацию цитоскелета, сниже-
ние экспрессии типичных эндотелиальных мар-
керов, таких как фактор Виллебранда и CD31
[26]. Показано [27], что длительное воздействие
IL-1β на эндотелиоциты микрососудов кожи че-
ловека индуцирует экспрессию мезенхимальных
маркеров, таких как α-SMA, коллаген типа I и каль-
понин, ингибирует экспрессию фактора Вилле-
бранда. Для молекулярного механизма, лежащего
в основе индуцированного IL-1β EndMT, харак-
терна повышенная экспрессия белка SM22α
(smooth muscle protein 22 alpha), кодируемого ге-
ном TAGLN (Transgelin) [27]. SM22α – это белок,
который экспрессируется в клетках мезенхималь-
ного происхождения, в частности, в миофиброб-
ластах и гладкомышечных клетках. TAGLN под-
вергается эпигенетической регуляции через
EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2), в ходе кото-
рой TAGLN, интегрируя передачу сигналов IL-1β
и TGF-β2, способствует трансдифференцировке
эндотелиоцитов посредством EndMT [28].

TGF-β2 и IL-1β синергически индуцируют
EndMT за счет увеличения экспрессии мезенхи-
мальных маркеров при одновременном сниже-
нии экспрессии эндотелиальных маркеров в ЭК
микрососудов пищевода человека и ЭК пупочной
вены человека (HUVEC). Комбинация факторов
TNF-α, IL-1β и TGF-β1 также индуцирует End-
MT в ЭК легочной артерии, при этом в клетках
выявлены морфологические изменения и экс-
прессия эндотелиальных и мезенхимальных мар-
керов [29].

Показано, что комбинация TGF-β1, IL-1β и
TNF-α в ЭК микрососудов кишечника человека
способна индуцировать EndMT опосредованно –
через фактор транскрипции Sp1 (specificity factor 1),
ключевой регулятор транскрипции генов, связан-
ных с EndMT [30].

ЭК активно участвуют в регуляции иммунного
ответа на различные раздражители, сопровожда-
ющиеся воспалением. Однако передача сигналов
EndMT, вызванных воспалением, остается недо-
статочно исследованной. Тем не менее, наблюде-
ние за процессом эпителиально-мезенхимально-
го перехода (еpithelial-to-mesenchymal transition,
EMT), связь которого с воспалением относитель-
но хорошо изучена, позволило постепенно устано-
вить молекулярные механизмы, лежащие в основе
EndMT, вызванного воспалением [3]. В настоящее
время известно, что EndMT, индуцированный
воспалением, как и EMT, регулируется преиму-
щественно посредством TGF-β, а также других
сигнальных путей [31].

EndMT, связанный с иммунным ответом,
можно индуцировать провоспалительными цитоки-
нами – TNF-α, IL-1β и их комбинацией. EndMT,
вызванный воспалением, характеризуется поте-
рей нормального фенотипа ЭК и усилением ме-
зенхимальных характеристик, а эндотелиаль-
ные/мезенхимальные маркеры контролируются
медиаторами EndMT: ZEB1 (Zinc finger E-box-
binding homeobox 1), β-катенин, Akt/NF-κB,
Snail, Slug, Notch1, белками BMP-4 и Sp1, фосфо-
инозитид-3-киназой PI3K и белком EZH2 (En-
hancer of zeste homolog 2) [32, 33] (рис. 1).

Изучение эндотелиальной дисфункции, вы-
званной такими метаболическими нарушениями,
как ожирение, гипергликемия и дислипидемия, вы-
явило связь с индукцией EndMT. Установлено, что
высокий уровень глюкозы индуцирует EndMT, ак-
тивируя пути Smad2/3, Snail, Rho-ассоциирован-
ной киназы ROCK1 (rho-associated, coiled-coil-
containing protein kinase 1), фактора сывороточно-
го ответа SRF (serum response factor) [34] и киназ
ERK, регулируемых внеклеточными сигналами
(extracellular signal-regulated kinases) в ЭК почеч-
ных клубочков при диабетической нефропатии
[35, 36]. Это приводило к повышению экспрессии
мезенхимальных маркеров, таких как α-SMA,
коллаген типа I, фибронектин, виментин, а также
к снижению экспрессии эндотелиальных марке-
ров (CD31 и VE-кадгерина) в ЭК разного типа.

ИНГИБИТОРЫ EndMT

Эндогенные ингибиторы EndMT в отличие от
индукторов изучены недостаточно. Фактор роста
фибробластов (fibroblast growth factors, FGF) –
один из наиболее изученных эндогенных ингиби-
торов EndMT – подавляет экспрессию TGF-βR1,
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ослабляет ответы ЭК на TGF-β и противодейству-
ет опосредованной TGF-β1 экспрессии α-SMA
[37]. FGF2 является основным фактором, участ-
вующим в поддержании экспрессии маркеров
ЭК, он играет важную роль в подавлении экс-
прессии мезенхимальных маркеров в эндотелио-
цитах [38].

Большинство BMP стимулируют EndMT, но
BMP7 действует как отрицательный регулятор
EndMT. BMP7 блокирует TGFβ-индуцирован-
ный EndMT регулируя активность промотора гена
VE-кадгерина, однако механизм отрицательной
регуляции остается недостаточно изученным [39].

Установлено, что ряд лекарственных препаратов
обладает способностью ингибировать EndMT. Так
показано, что противодиабетический препарат ли-
наглиптин – ингибитор дипептидилпептидазы-4
(DPP-4), нарушает взаимодействие интегриново-
го рецептора с интегрином β1 и блокирует таким
образом TGF-β2-индуцированный EndMT [40].
Иммунодепрессант рапамицин блокирует EndMT,
подавляя сигнальный путь киназы mTOR (се-
рин/треониновая протеинкиназа) [41]. Мацитен-
тан, ингибитор рецептора эндотелина-1, нарушает
EndMT, индуцированный либо эндотелином-1,
либо TGF-β1 [42]. Каллистатин блокирует TGF-β-

индуцированный EndMT, повышая уровень эн-
дотелиальной синтазы оксида азота (eNOS) и
дифференциально регулируя miR-21 [43]. Спиро-
нолактон, блокатор рецепторов альдостерона,
также способен ингибировать TGF-β-индуциро-
ванный EndMT, контролируя экспрессию Notch1
[44]. Лозартан, ингибитор рецептора ангиотензи-
на II типа 1, нарушает EndMT, блокируя передачу
сигналов TGF-β [45].

МЕТОДЫ ИЗУЧЕНИЯ EndMT
В МОДЕЛЯХ in vitro И in vivo

EndMT изучают с использованием систем
культивирования клеток in vitro. Обычно для ин-
дукции EndMT первичные эндотелиоциты или
линии ЭК подвергают воздействию химических
или физических стимулов, наиболее часто при-
меняют обработку TGF-β в течение 5–8 дней. Все
чаще наблюдается тенденция к использованию
TGF-β вместе с таким дополнительным стиму-
лом, как IL-1β или пероксид водорода (H2O2).
Модели in vitro обладают преимуществом, так как
предоставляют удобную контролируемую среду
для тестирования новых факторов и изучения мо-
лекулярных аспектов EndMT. Они также позво-

Рис. 1. Схематическое изображение эндотелиально-мезенхимального перехода (EndMT), участвующего в заболевани-
ях сердечно-сосудистой системы. Эндотелиальные клетки, стимулируемые трансформирующим фактором роста-β
(TGF-β), интерлейкином-1β (IL-1β), фактором некроза опухоли-α (TNF-α), гипергликемией и гипоксией, подверга-
ются EndMT. EndMT вызывает фенотипические изменения эндотелиоцитов в сторону мезенхимальной клетки, поте-
рю эндотелиальных маркеров и приобретение мезенхимальных маркеров.
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ляют получать клетки, прошедшие EndMT, кото-
рые можно изучать с помощью молекулярных и
функциональных методов. Основное ограниче-
ние этих моделей состоит в том, что условия куль-
тивирования клеток (например, среда, добавки)
влияют на степень и фенотип EndMT. Поскольку
для EndMT характерно изменение профиля мар-
керов и морфологии клеток, а также приобрете-
ние способности к миграции, логично использо-
вать модели, которые позволяют достоверно оце-
нить эти параметры.

•В число методов, используемых для изучения
EndMT, входят:

• иммунофлуоресцентное окрашивание;
• скарификационный тест;
• анализ клеточной миграции;
• анализ проницаемости эндотелия;
•Вестерн-блот-анализ;
• иммунопреципитация;
• ПЦР с обратной транскрипцией в реальном

времени (ОТ-ПЦР).
В рамках изучения EndMT in vivo используют

иммуноокрашивание гистологических препара-
тов, технологии модификации ДНК в организмах
лабораторных животных и секвенирование РНК.

РОЛЬ EndMT В РАЗВИТИИ
СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ

EndMT вовлечен в патогенез различных забо-
леваний, таких как фиброз сердца [46], почек [47] и
кожного покрова [48], сосудистый рестеноз [49], ле-
гочная артериальная гипертензия [50] и рак [51].

Основная функция эндотелия – формирова-
ние барьера между кровью и внесосудистым про-
странством, который контролирует прохождение
молекул и клеток из кровотока через стенку сосу-
да и обратно. Кроме того, эндотелий реагирует на
ряд химических и биомеханических сигналов,
секретируя факторы, регулирующие сосудистый
тонус, пролиферацию и миграцию ГМК, адгезию
иммунных клеток, тромборезистентность и воспа-
ление. Местное увеличение проницаемости пери-
ферических сосудов во время воспаления и сопут-
ствующая утечка белков плазмы играют решающую
роль в противодействии инфекциям и восстанов-
лении тканей. Микрососудистая гиперпроницае-
мость связана с развитием и смертностью от ост-
рых и хронических заболеваний [52, 53].

Недавно установили вклад EndMT в развитие
атеросклероза [5]. ЭК сосудов, подвергающиеся
различным воздействиям, претерпевают динами-
ческое фенотипическое переключение в контек-
сте эндотелиальной гетерогенности. Это может
привести к дисфункции ЭК и, в свою очередь, к
развитию различных заболеваний. Показана важ-
ность EndMT при эндотелиальной дисфункции,

которая играет решающую роль в развитии атеро-
склероза [54].

Большинство факторов риска атеросклероза
активируют эндотелий, что приводит к экспрес-
сии хемокинов и цитокинов (например, IL-1, IL-6,
IL-8, MCP-1) и молекул адгезии (VCAM-1, ICAM-1,
E-селектин), которые привлекают иммунные клетки
и способствуют их экстравазации [55]. Для актива-
ции ЭК критично переключение между сигналами
оксида азота (NO) и активных форм кислорода
(АФК). NO способствует гомеостазу и поддержи-
вает сосудистую стенку в состоянии покоя за счет
ингибирования секреции провоспалительных
цитокинов, экстравазации иммунных клеток,
пролиферации ГМК, тромбоза, тогда как АФК
индуцируют передачу сигналов NF-κB, основного
регулятора воспаления. В основе механизмов
дисфункции ЭК в ответ на патофизиологические
стимулы (биохимические и биомеханические) ле-
жит состояние окислительного стресса. При ак-
тивации эндотелий приобретает провоспалитель-
ное состояние и становится более проницаемым,
что способствует накоплению лейкоцитов и липи-
дов в интиме артерии и приводит к образованию
пенистых клеток и жировой полосы – отличитель-
ных признаков развития атеросклероза [56].

Образование бляшек при атеросклерозе связано
с накоплением мезенхимальных клеток (сосуди-
стых ГМК и миофибробластов) в интиме артерий.
Эти мезенхимальные клетки имеют решающее
значение в прогрессировании атеросклероза, по-
скольку они секретируют провоспалительные мо-
лекулы, синтезируют белки внеклеточного мат-
рикса и металлопротеазы, которые способствуют
образованию бляшек и регулируют их стабиль-
ность. Происхождение неоинтимных мезенхи-
мальных клеток в бляшке, изучаемое в течение
десятилетий, все еще не установлено. В патологи-
ческих условиях ГМК, происходящие из средней
оболочки сосуда, и фибробласты из адвентиции
мигрируют, пролиферируют и участвуют в утол-
щении неоинтимы. Кроме того, клетки костного
мозга вносят вклад в формирование неоинтимы
при патологических условиях. Недавние наблю-
дения, сделанные на атеросклеротических бляш-
ках человека, свиней и мышей, предполагают эн-
дотелиальное происхождение мезенхимальных
клеток неоинтимы, которые экспрессируют как
эндотелиальные (например, PECAM-1, Endocan,
VE-кадгерин), так и мезенхимальные маркеры
(α-SMA и виментин) [5, 57].

Синергизм воспалительной передачи сигна-
лов и TGF-β в индукции EndMT, а также воспа-
лительный стресс усугубляют прогрессирование
атеросклероза у мышей [58]. Провоспалительные
цитокины (например, IL-1β и TNF-α) активиру-
ют фактор транскрипции NF-κB, что приводит к
повышенной экспрессии TGF-β1 и TGF-β2, ос-
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новного индуктора EndMT. Помимо конверген-
ции воспаления с передачей сигналов TGF-β,
провоспалительные цитокины также могут инду-
цировать EndMT независимым от TGF-β обра-
зом. EndMT, запускаемый воспалением, основан
на индукции Snail с помощью NF-κB, основных
регуляторов транскрипции EndMT. Точный путь
индуцированного воспалением EndMT еще пред-
стоит выяснить. Дальнейшего изучения требует и
его сходство или отличие от канонического EndMT,
индуцированного TGF-β [59].

Получены данные, свидетельствующие о важ-
ной роли EndMT в патогенезе легочной артери-
альной гипертензии. К отличительным призна-
кам патогенеза легочной артериальной гипертен-
зии относятся эндотелиальная дисфункция и
аберрантное ремоделирование сосудов с окклю-
зионным α-SМА-положительным накоплением
клеток, образующих неоинтиму. При легочной
артериальной гипертензии эндотелиоциты ло-
кально подвергаются хроническому воспалению,
гипоксии, механическому стрессу и потере кле-
точных контактов. TNF-α, IL-6, TGF-β или IL-8
способствуют экспрессии ZEB/Snail/Twist через
передачу сигналов NF-κB и JAK/STAT. Клетки,
подвергающиеся EndMT, также индуцируют
местное воспаление через повышенную секре-
цию цитокинов IL-6, IL-8 и TNF-α. Из-за нару-
шений кровотока повышенное давление и напря-
жение сдвига вызывают EndMT, направленный
на усиление гладкомышечного компонента изме-
ненных сосудов, что ведет к увеличению толщи-
ны сосудистой стенки. Напряжение сдвига, воз-
никающее в результате увеличения сосудистого
сопротивления, еще больше повреждает клеточ-
ные соединения эндотелиоцитов [60].

Миокард приспосабливается к повышенной
нагрузке давлением путем изменения своей
структуры и функции. Эти изменения сопровожда-
ются серией сложных клеточных и молекулярных
перестроек, которые приводят к прогрессированию
компенсаторной гипертрофии в сердечную недо-
статочность [61]. Морфологические изменения
включают гипертрофию кардиомиоцитов и по-
вышение синтеза межклеточного вещества, что
ведет к нарушению динамического баланса вне-
клеточного матрикса, влияющего на васкуляри-
зацию, синтез и деградацию коллагена [2–4].
В компенсаторной стадии гипертрофии эти из-
менения позволяют параллельно увеличивать
рост кардиомиоцитов и отложение коллагена.
Развитие гипертрофии приводит к апоптозу кар-
диомиоцитов, избыточному отложению коллаге-
на для замены некротизированных или апоптоти-
ческих клеток, изменению профиля факторов ро-
ста, созданию антиангиогенной среды. Это
вызывает нарушение микроциркуляторного рус-
ла и обусловленную этим гибель кардиомиоцитов
и запускает активацию TGF-β. Повышенное со-

держание коллагена в сердце (фиброз) тесно свя-
зано с передачей сигналов TGF-β, что делает этот
фактор перспективной терапевтический мише-
нью при сердечной недостаточности [62].

Сердечный фиброз тесно связан с множеством
сердечно-сосудистых заболеваний, характеризу-
ющихся отложением компонентов внеклеточно-
го матрикса [63]. Процесс фиброза заключается в
пролиферации фибробластов с их последующей
дифференцировкой в миофибробласты, что при-
водит к повышенной экспрессии α-SMA и про-
дукции белков внеклеточного матрикса, таких
как коллагены I, III, VI и V [64]. EndMT также
служит источником фибробластов и ЭК, дающих
начало миофибробластам, связанным с фиброз-
ными заболеваниями. Этот переход способствует
миграции миофибробластов в интерстициальные
ткани, что приводит к фиброзу.

Окислительный и нитрозативный стресс рас-
сматривают в качестве возможных патологических
условий, способствующих активации EndMT. Так,
в последние годы выявлена важная роль соедине-
ний оксида азота во многих физиологических и
патологических процессах [65].

TGF-β индуцирует окислительный стресс в
ЭК посредством индукции митохондриальной
дисфункции, которая приводит к активации тран-
скрипционного фактора NF-κB. Повышенные
уровни эндотелиального окислительного стресса и
активность NF-κB увеличивают экспрессию TGF-
β1 и TGF-β2, что приводит к усилению EndMT [66].
Более того, окислительный стресс может активи-
ровать TGF-β несколькими способами: через
окисление ассоциированного с латентностью
пептида (LAP) и через опосредованное разруше-
ние LAP матриксной металлопротеиназой. Сни-
жение окислительного стресса экзогенными ан-
тиоксидантами снижает уровень эндотелиаль-
ного окислительного стресса и, следовательно,
EndMT [67]. Интересно, что матриксная метал-
лопротеиназа 9, активирующая TGF-β, способ-
ствует EndMT при фиброзе почек, что указывает
на роль ответа на окислительный стресс в мезен-
химальном переходе. Эти данные говорят о том,
что воспаление, гипоксия и окислительный
стресс в эндотелии способствуют EndMT, инду-
цируя каноническую передачу сигналов TGF-β.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

EndMT является сложным молекулярно-кле-
точным процессом, сопровождающимся феноти-
пическим переходом эндотелиоцитов, который
характеризуется потерей эндотелиальных марке-
ров (CD31 и фактор Виллебранда) и экспрессией
мезенхимальных маркеров (α-SMA и виментин).
EndMT участвует в эмбриональном развитии, ре-
генерации органов и тканей, формировании им-
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мунных и воспалительных ответов в различных
физиологических и патологических условиях, а
также играет одну из ведущих ролей в развитии
сердечно-сосудистых заболеваний. Таким обра-
зом, изучение механизмов индукции и ингибиро-
вания EndMT под влиянием экзогенных и эндо-
генных факторов представляет перспективное
направление клеточной биологии.

Написание обзора не потребовало специаль-
ного финансирования.

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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Endothelial cells (ECs), which form the inner surface of the blood vessels, contact with blood, withstand me-
chanical pressure, and demonstrate heterogeneous reactions to exogenous and endogenous stimuli. ECs have
unique properties in accordance with their niche, and play an important role in regulating vascular homeostasis.
Endothelial cells may undergo a dynamic phenotypic switch in terms of its heterogeneity, which may lead to en-
dothelial dysfunction and a number of associated pathologies. Endothelial-mesenchymal transition (EndMT)
is one of the possible molecular and cellular mechanisms of such kind. EndMT is characterized by phenotypic
changes in ECs through which the cells obtain new properties, i.e. start producing mesenchymal markers such
as alpha-SMA and vimentin, change morphology, and become able to migrate. EndMT is a complex biological
process, which may be induced by inflammation, hypoxia or oxidative stress, and be involved in pathogenesis
of cardiovascular disease. This manuscript presents the key markers, inhibitors, inducers of endothelial-mesen-
chymal transition, and overall state-of-the-art of EndMT in cardiovascular diseases.
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Обмен молекулами между основными компартментами эукариотической клетки ‒ ядром и цито-
плазмой, происходит через комплексы ядерной поры (Nuclear Pore Complex, NPC), пронизываю-
щие двуслойную ядерную мембрану. NPC – сложная многобелковая структура с центральным ка-
налом, имеющая октагональную симметрию и состоящая из нуклеопоринов. Каждый из нуклеопо-
ринов в составе NPC представлен большим количеством копий. В сквозном канале в центре NPC
образуется водопроницаемый барьер, который обеспечивает способность NPC к селективному и
быстрому перемещению молекул с одной стороны ядерной оболочки на другую. В основе структур-
ной организации NPC лежит иерархический принцип. Нуклеопорины объединены в комплексы,
которые служат мономерами для формирования октамеров основных структурных элементов NPC.
В нашем обзоре рассмотрены структура и сборка NPC, механизм которой зависит от стадии клеточ-
ного цикла.

Ключевые слова: комплекс ядерной поры, NPC, нуклеопорины, FG- нуклеопорины, Y-комплекс,
SLiM-мотив, сборка комплекса ядерной поры, неядерный поровый комплекс
DOI: 10.31857/S0026898423040171, EDN: QLVYOP

ВВЕДЕНИЕ

Для функционирования эукариотической
клетки необходим постоянный обмен молекула-
ми между ядром и цитоплазмой. В ядро поступают
белки транскрипционного аппарата и факторы
сплайсинга, белки, связанные с репликацией и
пространственной организацией ДНК, рибосом-
ные белки, а также малые молекулы, необходи-
мые для осуществления репликации, транскрипции,
сплайсинга и процессинга РНК. Через ядерные по-
ры в ядро проходят протеасомы, проникают ви-
русные частицы. В цитоплазму экспортируются
синтезированные в процессе транскрипции мо-
лекулы РНК: мРНК и некодирующие регулятор-
ные РНК в составе рибонуклеопротеиновых ком-

плексов, а также рРНК в составе рибосомных
субъединиц.

Перемещение молекул между ядром и цито-
плазмой происходит по каналам комплекса ядер-
ной поры (NPC). Различают два вида транспорта
через NPC ‒ активный и пассивный (диффузия).
Молекулы размером до 30 кДа преодолевают ка-
нал NPC посредством пассивного транспорта,
тогда как молекулы большего размера переходят с
одной стороны ядерной оболочки на другую пу-
тем активного транспорта в комплексе с транс-
портными рецепторами, которые, в свою оче-
редь, взаимодействуют с нуклеопоринами NPC.
Сложная архитектура NPC позволяет проходить
через канал NPC (диаметр которого равен при-
мерно 50 нм) как структурам с огромной молеку-
лярной массой, таким как протеасомы, вирусные
частицы, субъединицы рибосом, так и очень ма-
леньким молекулам, таким как нуклеотиды. Ме-
ханизм обмена молекулами между ядром и цито-
плазмой интенсивно изучается [1, 2].

Способ сборки NPC зависит от стадии клеточ-
ного цикла. На ядерной оболочке растущей клет-
ки происходит сборка NPC de novo, а в дочерних
клетках, образующихся после деления, NPC фор-
мируется из нуклеопоринов материнской клетки.
Эти процессы осуществляются посредством раз-
ных механизмов. Кроме того, существуют так на-

Сокращения: NPC (Nuclear Pore Complex) – комплекс
ядерной поры; FG-повтор (повтор Phe-Gly) – фрагмент
нуклеопорина, обогащенный остатками фенилаланина и
глицина; SLiM (Short Linear Motif) – короткие (до 10 ами-
нокислот) фрагменты белковой молекулы, играющие клю-
чевую роль в формировании взаимодействий с другими
белками; CDK (Cyclin-dependent kinase) – циклинзависи-
мая киназа; PLK (Polo-like kinase) – Полоподобная киназа;
PP1 (Protein phosphatase 1) – протеинфосфатаза 1; ELYS
(Embryonic Large molecule derived from Yolk Sac) – компо-
нент Y-комплекса; ЭПР – эндоплазматический ретику-
лум; AL (Anullate Lamellae) – цистерноподобные элементы
ЭПР; ALPC (Anullate Lamellae Pore Complex) – неядерный
поровый комплекс.

УДК 577.29
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зываемые неядерные поровые комплексы, о
функции и механизмах сборки которых известно
совсем немного.

СОСТАВ И РАЗМЕР NPC

NPC – консервативная структура, имеющая
сходное строение у всех эукариот, от дрожжей до
человека. Белки, входящие в состав NPC, называ-
ются нуклеопоринами. Индивидуальные нуклео-
порины принято обозначать Nup с указанием его
молекулярной массы. Например, Nup107 челове-
ка и Nup84 дрожжей это белки с молекулярной
массой 107 и 84 кДа. Ряд нуклеопоринов имеет
свои собственные названия (TPR, Pom121, ELYS
и другие), которые они получили еще до того, как
обнаружили, что они входят в состав NPC. В на-
шем обзоре описана структура NPC человека, по-
этому используются названия нуклеопоринов че-
ловека, если иное не указано дополнительно.

NPC – самый крупный белковый внутрикле-
точный комплекс. При молекулярной массе 44–
125 МДа (о разбросе в значениях молекулярной
массы сказано ниже) диаметр NPC составляет 120 нм
[3, 4]. Для сравнения можно сказать, что молеку-
лярная масса рибосомы составляет 4.3 МДа [5].
Столь значительные размеры сделали NPC удоб-
ным объектом для исследований, в первую оче-
редь, микроскопических. Впервые NPC увидели
в микроскоп в 1950 году [6]. Начиная с этого вре-
мени, увеличение разрешающей способности
микроскопов приводило к расширению знаний о
структуре NPC. В общих чертах устройство NPC
представлено на рис. 1а. Установлено, что NPC
имеет кольцевую структуру с октагональной сим-
метрией, которая пронизывает двуслойную ядер-
ную мембрану. В центре NPC располагается ка-
нал, соединяющий нуклеоплазму с цитоплазмой.
В канале находится водопроницаемый барьер –

структура, обуславливающая селективные про-
пускные способности NPC. На ядерной и цито-
плазматической стороне NPC находятся перифе-
рические структуры.

Впервые NPC выделили из печени крысы в
1976 г. [7], когда общая структура NPC уже была
достаточно хорошо изучена. Молекулярная масса
NPC, определенная в разных работах, варьировала
достаточно сильно. Так, размер NPC, выделенно-
го из ооцитов Xenopus laevis, составил примерно
125 МДа [8]. Молекулярная масса NPC Saccharo-
myces cerevisiae, рассчитанная с использованием
коэффициента седиментации, который составил
310S (для рибосомы 80S), соответствует 56–73 МДа
[9]. Сумма молекулярных масс всех выделенных и
очищенных нуклеопоринов дрожжей S. cerevisiae
в составе NPC, т.е. молекулярная масса всего
комплекса, равна 44 МДа [9].

В попытке объяснить эту разницу применили
метод оценки размеров молекулярных комплек-
сов по микроскопическим размерам отдельных
NPC [10]. Этот подход позволял измерять только
те NPC, которые не потеряли своей целостности
в процессе приготовления препаратов. В резуль-
тате установлено, что размер NPC составляет
55 МДа, что также заметно превышает биохими-
чески определенную молекулярную массу NPC,
равную 44 МДа.

Значительно больший размер NPC у высших
эукариот (125 против 55 МДа) изначально объяс-
няли их более сложной структурой, в состав кото-
рой входит много нуклеопоринов, которых нет в
NPC дрожжей. При этом, судя по электронным
фотографиям, размер NPC у высших эукариот
больше, чем у дрожжей, примерно на 10–15% [3, 4].

Кроме того, при делении клеток дрожжей не
происходит фрагментации ядерной оболочки на
везикулы и от нее не отделяются NPC. В клетках
высших эукариот ядерная оболочка диссоцииру-

Рис. 1. Основные структурные элементы NPC (а) и схематичное изображение устройства NPC (б).
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ет на везикулы, NPC отделяются от ядерных мем-
бран и частично разбираются до отдельных нук-
леопоринов, а частично до небольших комплек-
сов, состоящих из нескольких нуклеопоринов.
Механизм сборки NPC сразу после деления клетки
отличается от механизма, посредством которого в
интерфазе образуются новые NPC.

Чтобы объяснить большое различие в молеку-
лярной массе NPC у высших и низших эукариот,
проведен поиск нуклеопоринов, специфичных
для высших эукариот. Однако оказалось, что
NPC из печени крысы [11] содержат только шесть
нуклеопоринов, гомологи которых не найдены в
NPC дрожжей. Молекулярная масса NPC выс-
ших эукариот (с учетом открытых нуклеопори-
нов) составляет 60 МДа. Эта цифра лишь незна-
чительно (на 5 МДа) превышает молекулярную
массу NPC S. cerevisiae. Сделан вывод, что в зави-
симости от условий очистки с NPC могут сооса-
ждаться транспортируемые молекулы, что и мо-
жет быть причиной столь значительного увеличе-
ния молекулярной массы.

В связи с этим возникла необходимость более
точно охарактеризовать нуклеопорины и опреде-
лить те их свойства, благодаря которым тот или
иной белок попадает в категорию компонентов
NPC. Первая попытка подобного рода сделана в
работе [12], в которой предложено следующее
определение нуклеопоринов – нуклеопорины это
белки, постоянно входящие в состав NPC и не
имеющие других известных функций. При таком
определении в число нуклеопоринов не входят,
например, факторы транспорта – белки, опосре-
дующие взаимодействие между транспортируе-
мыми молекулами и каналом NPC, хотя основная
их функция – прохождение через ядерную пору, а
основное место расположения в клетке – в непо-
средственной близости от NPC.

Благодаря этому подходу, из состава NPC уда-
лили ряд белков, в том числе компоненты эндо-
плазматического ретикулума (ЭПР), факторы
транспорта, рибосомные белки [12].

Однако не обошлось и без спорных случаев.
Во-первых, принимая подобное определение, из
числа нуклеопоринов удаляют белки, которые
могут выполнять двойную функцию. В частно-
сти, из нуклеопоринов исключили белок Sec13p
[12], обнаруженный ранее в составе комплекса
размером 150 кДа, компоненты которого локали-
зуются на ЭПР. В дальнейшем выяснили, что
Sec13p является компонентом Y-комплекса, од-
ного из основных структурных компонентов
NPC, и его снова включили в число нуклеопори-
нов [2].

Еще один пример белка с двойной функцией –
белок Gp210 (или Nup210). Этот белок содержит
трансмембранный домен, участвующий в заяко-
ривании комплекса NPC на внешней и внутрен-

ней ядерных мембранах. При этом Gp210 одно-
временно является белком ЭПР и участвует в
поддержании его гомеостаза [13].

Во-вторых, к моменту введения указанного
определения нуклеопоринов ничего не было из-
вестно о неядерных поровых комплексах, распо-
ложенных на мембранах ЭПР. Эти поровые ком-
плексы состоят из тех же белков, что и NPC, но
механизмы их формирования изучены недоста-
точно. Таким образом, нуклеопорины могут вхо-
дить не только в состав NPC, расположенных на
ядерной оболочке, но и в состав неядерных поро-
вых комплексов.

Нуклеопорины имеют довольно простую про-
странственную структуру. Многие из них содер-
жат такие домены, как WD40, спиральная катуш-
ка (coiled-coil), LRR, кадгерин-подобная структура,
β-пропеллер, α-соленоид. Эти структуры встре-
чаются у большого числа функционально различ-
ных белков и ответственны за формирование вза-
имодействий с другими белками.

Примерно треть всех белков, которые относят-
ся к нуклеопоринам, содержит FG-повторы –
участки, обогащенные остатками фенилаланина
и глицина. FG-повторы формируют водопрони-
цаемый барьер, через который осуществляется
селективный транспорт молекул. Имеются нук-
леопорины, состоящие преимущественно из FG-
повторов (их называют FG-нуклеопоринами),
которые располагаются в центральном канале
NPC и основная функция которых состоит в фор-
мировании водопроницаемого барьера. Однако
нуклеопорины, локализованные в перифериче-
ских структурах как с ядерной (Nup153), так и с
цитоплазматической стороны (Nup358) NPC,
также имеют FG-повторы. Они также участвуют в
формировании водопроницаемого барьера NPC.

Нуклеопорины, формирующие кольцевую
структуру внутри ядерных мембран, постоянно
находятся в составе NPC. В то же время, ряд нук-
леопоринов, формирующих периферические
структуры NPC, то присоединяются к NPC на не-
продолжительное время, то существуют отдельно
от него. Такое поведение характерно как для нук-
леопоринов периферических структур цитоплаз-
матической стороны (Gle1), так и для нуклеопо-
ринов, входящих в периферические структуры
ядерной стороны (Nup153, Nup50). Nup98 распо-
ложен в периферических структурах и ядерной, и
цитоплазматической стороны, и для него также
показан динамичный характер присоединения к
NPC [14–16]. Обнаружено, что при ингибирова-
нии транскрипции РНК-полимеразами I или II
Nup153 и Nup98 “застывают” на ядерной поре.
При этом прекращается динамический обмен
этих нуклеопоринов между NPC и нуклеоплаз-
мой [17]. Интересно, что Nup153, Nup50, Nup98
содержат FG-повторы, которые участвуют в фор-
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мировании водопроницаемого барьера, необхо-
димого для выполнения основной функции NPC,
поэтому можно предположить, что они относятся
к постоянным компонентам NPC.

Наконец, показано взаимодействие ряда нук-
леопоринов многоклеточных эукариот с хрома-
тином, причем как с активно транскрибируемым
(Sec13, Nup98, Nup50, Nup62), так и с гетерохро-
матином (Nup88, Nup93) [18–20].

Таким образом, очевидно, что существующее
определение нуклеопоринов нуждается в коррек-
тировке. Нуклеопоринами следует называть белки,
одной из функций которых является поддержа-
ние структуры и транспортной активности NPC,
однако они могут участвовать и в других процес-
сах в клетке.

Помимо FG-нуклеопоринов, условно можно
выделить структурные нуклеопорины, т.е. те,
которые в основном состоят из доменов, отвеча-
ющих за взаимодействие с другими белками.
В первую очередь из них формируется кольцевая
структура, расположенная внутри ядерной обо-
лочки. В некоторых структурных нуклеопоринах
также присутствуют немногочисленные FG-по-
вторы. Видимо, их ориентация в NPC такова, что
они принимают участие в формировании водо-
проницаемого барьера.

Известны три нуклеопорина (Gp210, Ndc1 и
Pom121), содержащие трансмембранный домен.
Их выделяют в группу трансмембранных нуклео-
поринов.

ПРИНЦИПЫ ОРГАНИЗАЦИИ NPC
Как уже сказано, NPC – самый крупный бел-

ковый комплекс клетки. При массе 60 МДа в со-
став NPC входят всего 30 разных белков, тогда
как рибосома, имеющая молекулярную массу
4.2 МДа, состоит из 80 различных белков. Столь
значительное различие обусловлено тем, что каж-
дый из этих 30 нуклеопоринов представлен не ме-
нее чем восемью копиями. В формировании од-
ного NPC участвуют около 1000 молекул белка [21].

NPC имеют октагональную симметрию. Ос-
новные структурные элементы NPC – это три
кольца, взаимное расположение которых показа-
но на рис. 1б, периферические структуры (ядер-
ная и цитоплазматическая), а также комплекс
центрального канала.

Внутреннее кольцо – среднее из трех, распо-
ложенное в глубине ядерной оболочки, стабили-
зирует место слияния внешней и внутренней
ядерных мембран. Два внешних кольца, ядерное
и цитоплазматическое, присоединены к внутрен-
нему с разных сторон (рис. 1б) [22].

К внешним кольцам присоединены перифе-
рические структуры, ядерные и цитоплазматиче-
ские (рис. 1б). Ядерная периферическая структу-

ра напоминает корзину с гибкими стенками и со-
стоит из дистального кольца и филаментов,
которые присоединяют это кольцо к внешнему
ядерному кольцу (рис. 1б).

Цитоплазматическая периферическая струк-
тура состоит из кольца, присоединенного к внеш-
нему цитоплазматическому кольцу, и филамен-
тов, которые направлены в цитоплазму (рис. 1б).

Комплекс центрального канала расположен
внутри трех колец. Он состоит из FG-нуклеопо-
ринов, которые формируют водопроницаемый
барьер. В формировании барьера принимают уча-
стие не только FG-нуклеопорины, но и FG-по-
вторы нуклеопоринов, расположенных в других
частях NPC: в периферических структурах и в
трех основных кольцах NPC. Один из трансмем-
бранных нуклеопоринов – Pom121, также содер-
жит значительное количество FG-повторов.

NPC закреплен на ядерной мембране при по-
мощи трансмембранных нуклеопоринов. Все
структурные элементы NPC представляет собой
октамеры, мономеры которых сначала собирают-
ся из отдельных нуклеопоринов. Затем из восьми
мономеров образуется кольцевая структура каж-
дого из компонентов NPC. Общая для всех ос-
новных структурных компонентов NPC схема
олигомеризации показана на рис. 2а.

Структурные элементы NPC собираются из
таких мономеров, как Y-комплекс, получивший
название от своей Y-образной формы, и исполь-
зуемый для постройки ядерного и цитоплазмати-
ческого внешних колец [24].

В составе этого комплекса выделяют три
структурных элемента [25]: “маленький отро-
сток” (состоит из Nup85, Seh1, Nup43), “большой
отросток” (образован Nup160 и Nup37) и “сте-
белeк” (Nup96, Sec13, Nup107, Nup133) (рис. 2б).
“Отростки” направлены в сторону от ядерной
мембраны: в ядерном внешнем кольце в нуклео-
плазму, в цитоплазматическом внешнем кольце в
цитоплазму. “Стебелeк” прикрепляется к ядер-
ной мембране, взаимодействуя с трансмембран-
ными нуклеопоринами, а также участвует во вза-
имодействии голова к хвосту с другими Y-ком-
плексами (голова – отростки, хвост – дистальная
часть стебелька). Это приводит к формирова-
нию кольцевой октамерной структуры из вось-
ми Y-комплексов (рис. 2б). В клетках человека
каждое внешнее кольцо (и ядерное, и цитоплаз-
матическое) состоит из двух таких октамеров [26].
В клетках дрожжей каждое внешнее кольцо со-
стоит из одного октамера Y-комплексов [27]. На
рис. 2б приведены структуры дрожжевых внеш-
них колец.

В состав большого отростка Y-комплексов, со-
ставляющих ядерное внешнее кольцо, также вхо-
дит белок ELYS, который участвует во взаимодей-
ствии между NPC и хроматином, запуская при
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этом сборку NPC после митоза [28]. Подробнее
механизм этого процесса рассмотрен ниже.

Нуклеопорины, составляющие Y-комплекс,
называются структурными. Они содержат α-спи-
ральные и β-пропеллерные структуры, необходи-
мые для формирования Y-комплекса и взаимо-
действия Y-комплексов между собой.

Nup93-комплекс ‒ это мономер, из которого
формируется октамер внутреннего кольца и са-
мый консервативный элемент NPC, поскольку
его состав одинаков у всех эукариот [29]. Nup93-
комплекс состоит из нуклеопоринов Nup35,
Nup205, Nup188, Nup93, Nup155 и Nup98. Четыре
Nup93-комплекса формируют так называемое ве-
ретено (spindle). Веретено, в свою очередь, явля-
ется мономером, из которого формируется окта-
мер внутреннего кольца (рис. 2в).

Таким образом, внутреннее кольцо состоит из
восьми веретен (из 32 копий Nup93-комплекса).
Внутреннее кольцо может расширяться, при этом
веретена отодвигаются друг от друга [30, 31]. В на-
стоящее время не установлено, каким образом
поддерживается такая расширенная конформа-
ция, изменяет ли она функции NPC и как это со-
стояние регулируется. Nup35 и Nup133 закрепляют
внутреннее кольцо на мембране путем взаимо-
действия с трансмембранными нуклеопоринами.

Из Nup62-комплексов формируется комплекс
центрального канала. Каждый Nup62-комплекс
состоит из трех FG-нуклеопоринов: Nup62,

Nup58 и Nup54, основная функция которых ‒
формирование водопроницаемого барьера.

Нуклеопорины, входящие в состав Nup62-
комплекса, взаимодействуют между собой при
помощи доменов со структурой спиральной ка-
тушки.

Каждый Nup62-комплекс присоединен к од-
ному из веретен внутреннего кольца. FG-повто-
ры Nup62, Nup58 и Nup54 сосредоточены в эква-
ториальной части центрального канала NPC.

P-комплекс ‒ это мономер, из восьми копий
которого составляется кольцо, которое является
компонентом цитоплазматической перифериче-
ской структуры (рис. 1б). Р-комплекс состоит из
двух нуклеопоринов – Nup214 и Nup88 – и играет
ключевую роль в экспорте мРНК из ядра, а также
в транспорте белков между ядром и цитоплазмой
[32–35].

Nup214 содержит большое количество FG-по-
второв, участвующих в формировании водопрони-
цаемого барьера, а также домены, ответственные за
взаимодействие с другими белками. В Nup88 ма-
ло FG-повторов, в Р-комплексе он выполняет
структурную функцию.

Цитоплазматические филаменты ‒ второй
компонент цитоплазматической перифериче-
ской структуры, состоят из нуклеопорина Nup358
(один филамент – одна копия Nup358, всего во-
семь филаментов в каждом NРC). Цитоплазматиче-

Рис. 2. Схема образования кольцевых структурных компонентов NPC (схема общая, нуклеопорины, составляющие
каждое из колец, разные) (а). Схематичная структура Y-комплекса на примере NPC Homo sapiens и схема образования
внешних колец из Y-комплексов (взаимодействие голова к хвосту) на примере NPC Saccharamyces cerevisiae [23] (б).
Схема олигомеризации Nup93-комплекса при формировании внутреннего кольца NPC (в).

а б

в
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ские филаменты присоединены к кольцу из P-ком-
плексов с цитоплазматической стороны (рис. 1б).

Nup358 – большой белок с молекулярной мас-
сой 350 кДа, содержащий много доменов с из-
вестными функциями, в том числе Ran-связыва-
ющие домены, на которых происходит разборка
экспортных комплексов [36], E3-лигазный до-
мен, FG-повторы, α-спиральные домены, ответ-
ственные за взаимодействие с другими белками,
домены цинковых пальцев и другие.

Nup358 необходим как для экспорта, так и для
импорта молекул в ядро [37]. Он принимает уча-
стие в контроле трансляции [38] и в проникнове-
нии патогенов в ядро [39]. Кроме того, Nup358
стабилизирует взаимодействие между Y-ком-
плексами ядерного и цитоплазматического внеш-
них колец за счет N-концевых α-спиральных
участков.

Ядерная периферическая структура NPC
сформирована из Nup153, Nup50 и TPR. Она
представляет собой дистальное кольцо из восьми
копий белка TPR и восьми отходящих от него в
сторону нуклеоплазмы филаментов [40], состоя-
щих из нуклеопоринов Nup50 и Nup153 (рис. 1б).

Nup153 вовлечен в формирование водопрони-
цаемого барьера своими FG-повторами. TPR
принимает участие в создании в районе NPC зон,
свободных от хроматина [41].

Все компоненты ядерной периферической
структуры задействованы в сборке и разборке
экспортных и импортных комплексов, участвую-
щих в транспорте молекул между ядром и цито-
плазмой [1, 42].

Трансмембранные нуклеопорины Pom121,
Gp210 и Ndc1 не формируют олигомерные струк-
туры, а их собственная структура изучена недо-
статочно. Известно, что они принимают участие в
соединении трех основных структурных колец
NPC, а также играют ключевую роль в заякорива-
нии NPC на ядерной мембране [43–45]. Pom121
содержит большое количество FG-повторов и
участвует в формировании водопроницаемого ба-

рьера. Распределение нуклеопоринов в структур-
ных компонентах NPC показано в табл. 1.

УЧАСТИЕ SLiM-МОТИВОВ 
В ФОРМИРОВАНИИ NPC

В структуре нуклеопоринов выявлено и оха-
рактеризовано значительное количество доме-
нов, ответственных за белок-белковые взаимо-
действия, показано их участие в формировании
NPC, найдено также много мотивов, называемых
SLiM (Short Linear Motif).

SLiM-мотивы обнаружены в неструктуриро-
ванных участках аминокислотной последователь-
ности различных белков [46, 47]. Это короткие (до
10 аминокислот) участки, содержащие несколько
(обычно три или четыре) аминокислотных остат-
ков, которые остаются неизменными у различ-
ных организмов [48, 49] и считаются ключевыми
для взаимодействия с другими белками: при их
удалении взаимодействие исчезает. Интересно,
что все остальные аминокислотные остатки
SLiM-мотивов не консервативны в ряду организ-
мов. Неизменными остаются лишь аминокислот-
ные остатки в ключевых позициях и расстояние
между ними. SLiM-мотивы считаются горячими
точками эволюции [50]. Внесение точечных за-
мен в последовательность SLiM может приводить
к заметному изменению свойств этих мотивов.
В основном SLiM-мотивы участвуют в слабых и
кратковременных взаимодействиях между белка-
ми. SLiM-мотивы, имеющие разную последова-
тельность, обнаружены в нуклеопоринах Nup98,
Nup35, Nup93 (компоненты внутреннего кольца)
и Nup96 (компонент Y-комплекса) [43, 51, 52].
SLiM-мотивы необходимы как для сборки моно-
меров различных октамерных структур NPC
(SLiM Nup98, Nup35), так и для присоединения
Nup62-комплексов к спицам внутреннего кольца
(SLiM IM-1 на N-конце Nup93) [50]. Таким обра-
зом, SLiM-мотивы могут принимать участие во
взаимодействиях, которые сохраняются длитель-
ное время. SLiM-мотив Nup98 также необходим

Таблица 1. Распределение нуклеопоринов в структурных компонентах NPC

Структурный компонент NPC Нуклеопорин

Цитоплазматическая периферическая структура Nup358, Nup214, Nup88
Цитоплазматическое внешнее кольцо Nup160, Nup133, Nup107, Nup96, Nup85, Nup43, Nup37, 

Sec13, Seh1
Внутреннее кольцо Nup205, Nup188, Nup155, Nup98, Nup93, Nup35
Трансмембранные нуклеопорины Gp210, Ndc1, Pom121
Комплекс центрального канала Nup62, Nup58, Nup54
Ядерное внешнее кольцо Nup160, Nup133, Nup107, Nup96, Nup85, Nup43, Nup37, 

Sec13, Seh1, ELYS
Ядерная периферическая структура Nup153, Nup50, TPR
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для формирования водопроницаемого барьера
NPC [53].

СБОРКА NPC
В жизни клетки есть два момента, когда проис-

ходит образование NPC. Во-первых, при делении
клетки. В митозе и мейозе ядерная оболочка в
клетках высших эукариот утрачивает свою це-
лостность и разделяется на отдельные везикулы.
При этом NPC материнской клетки диссоцииру-
ют частично на отдельные нуклеопорины (нук-
леопорины периферических структур, внутрен-
него кольца, трансмембранные нуклеопорины),
частично на комплексы-мономеры основных
структурных элементов NPC (Y-комплекс). На
везикулах, которые образовались из распавшейся
ядерной оболочки, остаются только сквозные от-
верстия в том месте, где находились NPC. От-
дельные нуклеопорины и нуклеопориновые суб-
комплексы разделяются между дочерними клет-
ками. После образования ядерной оболочки в
дочерних клетках происходит сборка NPC на уже
имеющихся сквозных отверстиях из нуклеопори-
нов материнской клетки. Этот процесс идет
быстро и занимает несколько минут.

Во-вторых, потребность в новых NPC возни-
кает в интерфазе, когда клетка растет, увеличива-
ется в размерах клеточное ядро и площадь по-
верхности ядерной оболочки. При этом происхо-
дит образование новых NPC. Этот процесс идет

медленно, его лимитирующим этапом является
формирование сквозных отверстий в ядерной
оболочке [54].

Сборка NPC в процессе деления клетки

Диссоциация NPC в профазе митоза иниции-
руется фосфорилированием нуклеопоринов
Nup98 и Nup35, киназами PLK-1 и CDK-1 [55].
Сначала фосфорилируется Nup98, что приводит к
его отделению от NPC и к нарушению водопро-
ницаемого барьера в канале поры [56]. После этого
фосфорилированию подвергается компонент
внутреннего кольца Nup35, что нарушает его вза-
имодействие с трансмембранным нуклеопори-
ном Ndc1 и компонентом внутреннего кольца
Nup155. Это приводит к диссоциации всего NPC
на отдельные нуклеопорины. Исключение со-
ставляют Y-комплексы, которые сохраняют свою
целостность [55] (рис. 3).

В процессе деления часть нуклеопоринов свя-
зывается с митотическими структурами: Y-ком-
плекс [28, 57–59] и Nup358 [60] локализуются на
кинетохоре. Остальные нуклеопорины, высвобо-
дившееся после диссоциации NPC, находятся в
цитоплазме в комплексе с импортином β.

После разделения сестринских хроматид в
анафазе ядерные оболочки дочерних клеток вос-
станавливаются и одновременно происходит
формирование NPC. Фосфатаза PP1 дефосфори-

Рис. 3. Схема разборки NPC в профазе и ее сборка на ядерной оболочке дочерней клетки. 1 – цитоплазматическое внеш-
нее кольцо, 2 – внутреннее кольцо, 3 – водопроницаемый барьер, 4 – трансмембранные нуклеопорины, 5 – ядерное
внешнее кольцо, Ф – фосфатные остатки.
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лирует нуклеопорины Y-комплексов, ассоцииро-
ванные с кинетохором [61].

Повторная сборка NPC после митоза происхо-
дит в несколько этапов. Схема этого процесса
представлена на рис. 3.

На первом этапе происходит формирование
границ ядра: везикулы, образовавшиеся из ядер-
ной оболочки материнской клетки, сливаются,
окружая со всех сторон деконденсирующиеся
хромосомы новообразованной клетки. Этот про-
цесс занимает несколько минут [62, 63]. Диаметр
имеющихся отверстий уменьшается до 40 нм и на
них начинают формироваться NPC. Этот процесс
инициируется привлечением на хроматин белка
ELYS – компонента Y-комплекса [64, 65]. Через
ELYS в район формирования NPC привлекается
Y-комплекс [54, 64], происходит дефосфорили-
рование его компонентов за счет активности фос-
фатазы PP1, также привлекаемой на хроматин
белком ELYS [61]. Истощение ELYS приводит к
нарушению постмитотической сборки NPC в
экспериментах на культуре клеток человека [66] и
Caenorhabditis elegans [67] – вместо будущей ядер-
ной оболочки NPC начинают собираться на мем-
бранах ЭПР. Таким образом, ELYS определяет,
где будет происходить сборка NPC. В настоящее
время неясно, необходимо ли присутствие ELYS
для изменения диаметра отверстий в формирую-
щейся ядерной оболочке и, если да, то посред-
ством какого механизма это происходит.

В постмитотической сборке NPC принимает
участие также ассоциированный с хроматином
белок RCC1 (regulator of chromosome condensation 1).
Он катализирует замену GDP на GТP в составе
GТPазы Ran. При этом создается повышенная
концентрация Ran-GТP с внутренней стороны
формирующейся ядерной оболочки дочерней
клетки. В комплексе с импортином β-нуклеопо-
рины проникают в ядро. Там под действием
GТPазы Ran-GТP отдельные нуклеопорины от-
деляются от импортина β и встраиваются в фор-
мирующиеся NPC [68].

После дефосфорилирования нуклеопоринов
Y-комплексы встраиваются в формирующийся
NPC через взаимодействие с трансмембранными
нуклеопоринами Ndc1 и Pom121 [44, 45, 69].
Трансмембранные нуклеопорины привлекаются
в район формирования NPC одновременно с де-
фосфорилированием нуклеопоринов Y-комплексов.
В их привлечении принимает участие нуклеопо-
рин внутреннего кольца Nup35, взаимодействую-
щий с ядерной мембраной в районе формирова-
ния NPC своим мембраносвязывающим доменом
[43, 70]. Связывание Ndc1 и Nup35 необходимо
для усиления взаимодействия Nup35 с мембра-
ной [41].

Формирующиеся NPC приобретают октаго-
нальную симметрию [71]. На этом этапе они со-

стоят из Y-комплексов внешнего ядерного кольца,
трансмембранных нуклеопоринов и ряда нуклео-
поринов внутреннего кольца. Диаметр отверстия
в частично собранном NPC меньше, чем в полно-
стью сформированном. В процессе сборки внут-
реннего и цитоплазматического внешнего колец
оно расширяется [71].

На следующем этапе сборки к формирующе-
муся NPC присоединяются недостающие нук-
леопорины внутреннего кольца. В привлечении
Nup155 и Nup93 принимает участие Nup35. Nup93
привлекается в составе димеров двух типов – с
Nup205 или с Nup188, которые также являются
компонентами внутреннего кольца. Взаимодей-
ствие Nup155 с мембраной необходимо для сборки
NPC [72]. Как сборка внутреннего кольца влияет
на увеличение диаметра NPC пока не выяснено.
Nup93 в составе Nup93-комплекса формирует по-
садочную платформу внутри центрального кана-
ла NPC за счет N-концевого SLiM-мотива. На эту
платформу привлекаются компоненты Nup62-ком-
плекса, что приводит транспортный канал в рабо-
чее состояние. Периферические нуклеопорины
Nup214, Nup358 и Nup153 присоединяются в кон-
це сборки NPC [69, 73]. Водопроницаемый ба-
рьер возникает в полностью собранном NPC [74].
Этот процесс может быть связан с взаимодей-
ствием FG-повторов разных нуклеопоринов
между собой, а также с взаимодействием с рецеп-
торами ядерного транспорта или посттрансляци-
онными модификациями белков, входящих в со-
став канала ядерной поры [75, 76].

Постмитотическая сборка NPC занимает мало
времени. За несколько минут тысячи NPC соби-
раются на мембранах ядерных оболочек новооб-
разованных клеток. К отличительным особенно-
стям сборки NPC в дочерних клетках относятся
наличие отверстий в ядерной оболочке и предсо-
бранные Y-комплексы, опосредованное дефос-
форилированием переключение NPC с разборки
на сборку, участие Ran-GТP в отделении нуклео-
поринов от импортина β, вследствие которых
этот процесс занимает мало времени.

Образование новых NPC в интерфазе
Образовавшиеся в результате деления клетки

вступают в интерфазу и начинают расти, при этом
увеличивается площадь поверхности ядерной
оболочки. Одновременно увеличивается и коли-
чество NPC. Встраивание NPC в ядерную обо-
лочку de novo идет медленно. У S. cerevisiae в линиях,
где нарушено формирование NPC, происходит на-
копление дефектных NPC с внутренней стороны
ядерной оболочки. Это наблюдение позволило
предположить, что сборка NPC начинается в нук-
леоплазме [77–79]. Механизм образования отвер-
стий в ядерной мембране описан в работе на
культуре клеток человека [71]. Схематично после-
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довательность событий формирования NPC
de novo представлена на рис. 4.

Формирование NPC начинается с того, что
Nup153, находящийся в нуклеоплазме, иниции-
рует заякоривание Y-комплекса на внутренней
мембране ядерной оболочки [80]. Нуклеопорины
внутреннего кольца вместе с белками ЭПР [81]
изгибают внутреннюю ядерную мембрану в месте
присоединения и далее при участии Y-комплекса
закрепляют изгиб мембраны, в результате чего
начинается формирование препоры. Как и в слу-
чае постмитотической сборки, этот предшествен-
ник поры имеет октагональную структуру.

Изгиб мембраны увеличивается, а внутренняя
ядерная мембрана в процессе деформации сбли-
жается с внешней [71]. За счет чего происходит
расширение и углубление деформации пока не-
понятно. Известно, что в расширении диаметра
ядерной поры, как и в постмитотической сборке,
принимают участие компоненты внутреннего
кольца NPC. У S. cerevisiae FG-повторы Nup116
(Nup98 у млекопитающих) и Nup188 формируют
множественные связи с нуклеопоринами ядерно-
го внешнего кольца и внутреннего кольца, что
приводит к присоединению этих нуклеопоринов
к формирующемуся NPC. Через 40–50 мин после
начала образования NPC происходит слияние
внешней и внутренней ядерной мембран и в них
образуется отверстие. Механизм этого процесса
на данный момент не установлен.

После образования сквозного отверстия к
формирующемуся NPC присоединяются цито-

плазматическое внешнее кольцо и цитоплазмати-
ческие периферические структуры [71].

Если сравнить два механизма формирования
NPC, постмитотический и интерфазный, то мож-
но заметить ряд различий. Так ELYS, играющий
важную роль в постмитотической сборке, не обя-
зателен для образования NPC de novo.

Напротив, активный импорт Nup153 в ядро
необходим для привлечения Y-комплексов к ме-
сту сборки NPC в интерфазе, но не важен для
постмитотической сборки NPC [80]. Nup133,
Nup153, Nup155 и Nup35 способны связывать и
частично изгибать внутреннюю ядерную мембра-
ну своими амфипатическими спиралями. Удале-
ние этих структурных мотивов Nup153, Nup133 и
Nup35 приводит к нарушению интерфазной, но
не постмитотической сборки NPC [54, 80, 82].

Неядерные поровые комплексы

В некоторых клетках поровые комплексы об-
наруживаются на стопках мембран ЭПР. Эти
мембраны называются кольцевидными ламелла-
ми (annulate lamellae, AL). Чтобы отличать такие
поровые комплексы от ядерных, их называют не-
ядерные поровые комплексы, или ALPC (Annu-
late Lamellae Pore Complexes).

ALPC могут образовываться при нарушениях
экспрессии отдельных нуклеопоринов, которые
наблюдаются в опухолевых клетках разного типа.
Также ALPC присутствуют в половых клетках и в

Рис. 4. Схема сборки NPC de novo.
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ранних эмбрионах разных организмов, в том чис-
ле человека.

Предполагается, что AL служит резервуаром
собранных в материнской клетке поровых ком-
плексов, которые используются в раннем эм-
бриогенезе. Это предположение подтверждается
при наблюдении за эмбриогенезом у Drosophila
melanogaster – AL встраивается в ядерную мем-
брану вместе с расположенными на ней поровы-
ми комплексами [83]. На электронных фотогра-
фиях видно значительное сходство NPC и ALPC.
Фракционирование эмбрионов с разделением
NPC и ALPC выявило сходное устройство в орга-
низации внутреннего кольца, Y-комплексов и
расположения трансмембранных нуклеопоринов,
однако в ALPC отсутствуют ядерная “корзина”,
большая часть цитоплазматических филаментов
и нуклеопорины центрального канала [83].

Как формируются ALPC остается пока неяс-
ным. Если ALPC образуются de novo на цитоплаз-
матических мембранах ЭПР, то непонятно каким
образом детерминируется “ядерная” и “цито-
плазматическая” стороны порового комплекса, с
какой стороны начинается деформация мембра-
ны ЭПР и присоединение нуклеопоринов. При
формировании поровых комплексов на ядерной
мембране ассоциированные с хроматином белки
запускают сборку NPC на внутренней стороне
ядерной мембраны (PP1, ELYS). На данный мо-
мент не установлены белки, инициирующие об-
разование ALPC. В формировании и диссоциа-
ции NPC и ALPC должны участвовать сходные
механизмы регуляции – в профазе происходит
фосфорилирование и диссоциация как NPC на
ядерной мембране, так и ALPC на AL. В анафазе
оба вида поровых комплексов появляются снова.
Таким образом, разборка и сборка и NPC, и
ALPC зависят от стадии клеточного цикла [84,
85]. Кроме того, при Ran-GTP-зависимой диссо-
циации комплекса импортина β и нуклеопоринов
происходит сборка и NPC, и ALPC [68, 86]. Полу-
чены данные, позволяющие предположить, что
постмитотическая сборка ALPC происходит по
тому же механизму, что и постмитотическая
сборка NPC, только собираются они на отверсти-
ях в стопках мембран ЭПР. В пользу этой гипоте-
зы свидетельствует тот факт, что в отсутствие
ELYS на мембранах ЭПР начинает собираться
больше поровых комплексов, и меньше – на
ядерной мембране [64].

На данный момент нет никаких представле-
ний о том, как происходит формирование ALPC в
интерфазе. Заякоривание Nup153 на мембране
ЭПР может приводить к рекрутированию Y-ком-
плексов и к запуску формирования ALPC [80].
По-видимому, при сборке APLC возможно созда-
ние подобия нуклеоплазматического компартмента
за счет локального повышения концентрации Ran-

GTP. Участие Ran-GTP в формировании APLC
показано на экстрактах ооцитов X. laevis [68]. По-
скольку импортин β присутствует на ALPC [87],
неядерное скопление Ran-GTP может принимать
участие в диссоциации комплексов импортин
β-нуклеопорин для освобождения нуклеопори-
нов, необходимых для сборки ALPC.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
За 70 лет изучения NPC мы получили доволь-

но точные представления о структуре NPC и об-
разующих их белках. Мы понимаем, как нуклео-
порины взаимодействуют между собой и какие
структурные особенности характерны для них.
Многое известно о функциях конкретных нук-
леопоринов в составе NPC и за счет чего форми-
руется водопроницаемый барьер внутри поры.
При этом стадии формирования NPC изучены
недостаточно. Начаты исследования двух различ-
ных механизмов формирования NPC – образова-
ния de novo в интерфазной клетке и постмитотиче-
ской сборки в новообразованных клетках. Пока нет
четкой картины, в какой последовательности
происходит сборка NPC, однако выявлены клю-
чевые нуклеопорины (разные для двух механиз-
мов), запускающие формирование NPC.

Представляет интерес и дальнейшее изучение
вариантов NPC, присутствующих как в разных
тканях, так и внутри одной клетки, а также того,
как замена нуклеопоринов на их тканеспецифич-
ные варианты может влиять на транспортные и
другие функции NPC.

Еще одна область, которая интенсивно иссле-
дуется, это участие нуклеопоринов в различных
клеточных процессах, не связанных непосред-
ственно с формированием NPC и с транспортом
молекул с одной стороны ядерной оболочки на
другую. Так, большое внимание приковано к изу-
чению влияния нуклеопоринов на хромосомную
архитектуру и регуляцию экспрессии генов.

Обзор написан за счет гранта Российского на-
учного фонда (проект №22-14-00270).
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Assembly and Disassembly of Nuclear Pore Complex: a View from Structural Side
А. V. Orlova1, *, S. G. Georgieva1, and D. V. Kopytova1
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Nucleocytoplasmic exchange in the cell occurs through the nuclear pore complexes (NPCs). NPCs are large
multiprotein complexes with octagonal symmetry about their axis and imperfect mirror symmetry about a
plane parallel with the nuclear envelop (NE). NPC fuses the inner and outer nuclear membranes and opens
up а channel between nucleus and cytoplasm. NPC is built of nucleoporins. Each nucleoporin occurs in at
least eight copies per NPC. Inside the NPC forms a permeability barrier by which NPC can ensure fast and
selectable transport of molecules from one side of nuclear membrane to another. NPC architecture is based
on hierarchical principle of organization. Nucleoporins are integrated into complexes that oligomerizes into
bigger octomeric high-order structures. These structures are the main components of NPC. In the first part
of this work the main attention is paid to NPC structure and nucleoporins’ properties. The second part is ded-
icated to mechanisms of NPC assembly and disassembly at different stages of cell cycle.

Keywords: NPC, nucleoporins, FG-repeats, Y-complex, SLiM-domain, nuclear pore complex assembly,
annulate lamellae pore complexes (APLC)
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5-Метил-2'-дезоксицитидин (mC) в составе СpG-сайтов играет ключевую роль в эпигенетической
регуляции работы генов, механизмах дифференцировки клеток и канцерогенезе. Несмотря на важ-
ность mС для нормального функционирования клетки, CpG-динуклеотиды являются горячими
точками мутагенеза. mC дезаминируется с образованием Т, вызывая транзиции C→T. Однако в по-
следние годы появляются отдельные исследования о влиянии эпигенетических модификаций С на
точность и эффективность работы ДНК-полимераз и ферментов эксцизионной репарации. В на-
стоящем обзоре обобщены данные, указывающие на существование независимых от дезаминиро-
вания механизмов мутагенеза в CpG-сайтах.

Ключевые слова: 5-метил-2'-дезоксицитидин, CpG-сайты, ДНК-полимеразы, повреждения ДНК,
репарация
DOI: 10.31857/S0026898423040195, EDN: QLYEPA

ВВЕДЕНИЕ

Одной из наиболее распространенных моди-
фикаций ДНК в клетках высших эукариот явля-
ется эпигенетическое метилирование основания C
по С5-положению с образованием 5-метил-2'-дез-
оксицитидина (5-метил-С, mC). Эпигенетиче-
ская модификация mC играет ключевую роль в
регуляции транскрипции генов, подавлении мо-
бильных элементов, геномном импринтинге,
инактивации Х-хромосомы и компактизации
хроматина [1–3]. Цитозин-ДНК-метилтрансфе-
разы позвоночных специфичны к последователь-
ности CpG, что обеспечивает преимущественное
метилирование CpG-динуклеотидов [4]. В геноме
человека метилировано >75% СpG-сайтов [3, 5].

Прочность С–С-связи обусловливает высо-
кую химическую стабильность модификации и
затрудняет прямое удаление метильной группы.
Активное деметилирование в клетках млекопи-
тающих инициируют ТЕТ-диоксигеназы (TET,
ten-eleven translocation), последовательно окис-
ляющие mC до 5-гидроксиметил-2'-дезоксици-
тидина (hmC), 5-формил-2'-дезоксицитидина (fC) и
5-карбоксил-2'-дезоксицитидина (caC) [6–8].
Последние два производных (fC и саС) узнает ти-
мин-ДНК-гликозилаза (TDG), запуская процесс
эксцизионной репарации оснований (ЭРО), вос-
станавливающий исходное неметилированное
состояние С [9–11]. Окисленные формы mC ме-
нее распространены: у человека метилированы
~4% всех С, тогда как содержание hmC варьирует
от ~0.1% (клетки крови и почек) до 1.5% (нейро-
ны головного мозга) [12], а содержание fC и caC
оценивается в ~0.0001% от общего числа С [13].
Тем не менее, hmC также принимает участие в
эпигенетической регуляции экспрессии генов.
Показана роль hmC в дифференцировке стволо-
вых клеток и связь hmC с канцерогенезом [14–
16]. Биологическая роль fC и caC менее изучена,

Сокращения: ДНКП – ДНК-полимераза; mC – 5-метил-
2'-дезоксицитидин, hmC – 5-гидроксиметил-2'-дезокси-
цитидин, fC – 5-формил-2'-дезоксицитидин, caC –
5-карбоксил-2'-дезоксицитидин, 8-oxoG – 8-оксо-2'-дез-
оксигуанозин, ЦПД – цис-син-циклобутановые пирими-
диновые димеры, ЭРО – эксцизионная репарация основа-
ний, ЭРН – эксцизионная репарация нуклеотидов,
КНО – коррекция неспаренных оснований (мисматчей),
TDG – тимин-ДНК-гликозилаза.

УДК 577.213:575.224.47
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хотя описаны белки, специфично узнающие эти
модификации [17, 18].

Несмотря на важность модификаций С для нор-
мального функционирования клетки, CpG-динук-
леотиды являются горячими точками мутагенеза.
При спонтанном и/или энзиматически индуци-
рованном дезаминировании C образуется dU, а
при дезаминировании mC – Т, что приводит к
формированию мисматчей dU:G и T:G и после-
дующей фиксации транзиций C→T [19, 20].
Вследствие меньшей химической стабильности
mC дезаминируется чаще, чем С. Кроме того, ре-
парация мисматчей T:G менее эффективна, чем
dU:G [19, 20]. Показано также, что метилирова-
ние С повышает вероятность повреждения ДНК,
увеличивая мутагенный потенциал CpG-динук-
леотидов. В частности, соседний или комплемен-
тарный mC G чаще окисляется с образованием 8-
oxoG [21] и образует аддукты с канцерогенными
соединениями, такими как бенз[а]пирен, афла-
токсин В1 и N-гидрокси-2-аминофлуорен [22, 23].
Под действием ультрафиолетового (УФ) излуче-
ния mC формирует ряд промутагенных продуктов
[24, 25]. Кроме того, некоторые ДНК-синтезиру-
ющие ферменты чувствительны к модификации
С в ДНК. Например, метилирование С в 2 раза
снижает эффективность включения комплемен-
тарного dGMP и в 5 раз повышает частоту включе-
ния некомплементарного dAMP обратной тран-
скриптазой вируса птичьего миелобластоза. При
этом фермент включает следующий нуклеотид по-
сле образования некомплементарной пары A:mC в
3 раза эффективнее, чем после пары A:C [26].

В ходе репликации геномной ДНК, репарации
повреждений и транслезионного (от translesion –
“через повреждение”) синтеза ДНК-полимеразы
(ДНКП) сталкиваются с матричным mC и его
окисленными производными. В последние годы
появились данные о влиянии эпигенетических
модификаций С на точность и эффективность ра-
боты ДНКП, а также данные, указывающие на су-
ществование независимых от дезаминирования
механизмов мутагенеза в CpG-сайтах, связанных
с работой ДНКП и ферментов репарации. В на-
стоящем обзоре обобщены данные о возможной
роли ДНКП и ферментов репарации в мутагенезе
в CpG-сайтах.

ВЛИЯНИЕ ЭПИГЕНЕТИЧЕСКИХ 
МОДИФИКАЦИЙ ЦИТОЗИНА 

НА РЕПЛИКАЦИЮ
Ключевыми ферментами, осуществляющими

точную репликацию геномной эукариотической
ДНК, являются ДНКП В-семейства – Pol ε и Pol δ.
Высокая точность этих ферментов обусловлена
корректирующей 3'–5'-экзонуклеазной активно-
стью, удаляющей некомплементарные нуклеоти-
ды в ходе синтеза ДНК. Мутации в экзонуклеаз-

ном домене каталитических субъединиц POLE
(Pol ε) и POLD1 (Pol δ) вызывают гипермутатор-
ный фенотип, характеризующийся частотой му-
таций свыше 1 на 104 [27–29]. Мутационные подпи-
си, оставляемые такими вариантами POLEexo-mut (ча-
сто это замены P286R и V411L) в клетках
злокачественных опухолей, характеризуются
транзициями TCG→TTG (>20%), трансверсиями
TCT→TAT (>20%) и TTT→TGT (~7%); варианта-
ми POLD1exo-mut – TCT→TAT [30–32]. Несмотря
на множество работ, в которых гипермутаторные
варианты Pol ε и Pol δ изучали в том числе на мы-
шиных и дрожжевых модельных системах (см.
подробные обзоры [33, 34]), точные механизмы
индуцируемого мутагенеза неясны.

Если бы транзиции CpG→TpG были след-
ствием исключительно спонтанного дезаминиро-
вания mC, то ожидаемые частоты мутаций в
CpG-сайтах не увеличивались бы существенно в
POLEexo-mut опухолях. Однако по данным полно-
геномного анализа опухолей POLEexo-mut клетки
существенно обогащены TCG→TTG мутациями,
что проявляется в мутационной подписи SBS10b
(https://cancer.sanger.ac.uk/signatures/sbs/sbs10b/
[31, 35]). “Горячие точки” мутагенеза в POLEexo-mut

опухолях обнаружены в CpG-сайтах высокомети-
лированных областей генов-онкосупрессоров
АРС и TP53 [32]. Частота мутаций в таких опухо-
лях коррелирует с уровнем метилирования [35,
36]. Таким образом, транзиции CpG→TpG в
POLEexo-mut опухолях чаще происходят в сайтах,
содержащих mC. Кроме того, мутации в POLEexo-mut

опухолях неравномерно распределены относи-
тельно направления репликации ДНК: наблюда-
ется обогащение на ведущей цепи, синтезируе-
мой Pol ε [35, 37]. Сравнительный биоинформа-
тический анализ областей геномов с разной
активностью системы коррекции неспаренных
оснований (КНО) также показал, что КНО не
влияет на распределение транзиций CpG→TpG в
геномной ДНК [36, 38]. Таким образом, мутаци-
онная подпись TCG→TTG в POLEexo-mut опухо-
лях, вероятно, обусловлена ошибочным включе-
нием dAMP напротив матричного mC вариантами
Pol ε с нарушенной экзонуклеазной активностью
(рис. 1).

Точность и эффективность синтеза Pol ε дико-
го типа и варианта Pol εexo– на ДНК с mC в насто-
ящий момент не исследована. Однако показано,
что родственная ДНКП семейства В из Thermo-
coccus kodakarensis с инактивированным экзо-
нуклеазным доменом (KODexo–) включает следую-
щий нуклеотид после образования некомплемен-
тарной пары A:mC, эффективнее, чем после A:С.
Замена G498M (ДНК-связывающий домен) до-
полнительно повышает эффективность удлине-
ния мисматча А:mC вариантом KODexo–. Извест-
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но также, что метилирование C снижает эффек-
тивность включения комплементарного dGMP
ДНКП T. kodakaraensis в 1.3–2 раза [39, 40]. При
этом одиночная замена G245D в экзонуклеаз-
ном домене варианта KODexo– еще больше по-
давляет включение комплементарного dGMP на-
против mC по сравнению с С [41]. Полученные
данные подтверждают, что мутации экзонуклеаз-
ного домена ДНКП В-семейства могут избирательно
снижать точность копирования mC (табл. 1).

Известно, что скорость репликации метилиро-
ванных участков генома ниже, чем немодифици-
рованных [42]. Это может объясняться как замед-
лением работы ДНК-хеликазы [42], так и незна-
чительным снижением эффективности синтеза
напротив mC вследствие высокой термодинами-
ческой стабильности метилированных ДНК-дуп-
лексов [42–44]. Активность Pol δ человека проте-
стирована на ДНК с mC, hmC, fC и саС [45]. В ре-
акциях удлинения праймера Pol δ включала
только комплементарный dGMP напротив не-
модицифированного и модифицированных С с
примерно одинаковой эффективностью, но де-

тальные параметры реакции не были определены.
Однако Pol δ человека образует более стабиль-
ный комплекс Pol δ : (m)C:dGTP в случае мат-
ричного mC за счет снижения константы скоро-
сти диссоциации тройного комплекса [46]. Пока-
зано также, что метилирование C в 1.5–2.5 раза
увеличивает задержку ДНКП В-семейства фага
phi29 в позициях +2, +3 и +6 от метилированного
сайта [47] и незначительно снижает эффектив-
ность репликации напротив mC Pol α Drosophila
melanogaster [26]. При этом включение следующе-
го нуклеотида после G:mC и G:C пар KODexo-

происходит с примерно равной эффективностью
либо с небольшим предпочтением метилирован-
ного С [26, 41]. Можно предположить, что мети-
лирование замедляет транслокацию фермента
после включения dGMP или при включении
dNMP в позициях +2…+6.

Репликация мтДНК обеспечивается Pol γ се-
мейства А [53]. В настоящий момент остается от-
крытым вопрос о том, имеет ли место эпигенети-
ческая регуляция с участием mC в мтДНК высших
эукариот. Однако постепенно накапливаются сви-

Рис. 1. Возможная схема Pol ε-ассоциированного мутагенеза в CpG-сайтах. Нарушение корректирующей активности
у Pol εexo-mut вариантов повышает частоту ошибочного включения dAMP напротив mC. Если мисматч А:mC избегает
репарации, то в следующем раунде репликации фиксируется транзиция CpG→TpG.
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Таблица 1. Включение dGMP и dAMP напротив эпигенетически модифицированного С ДНКП разных семейств

* Данные на основе реакции удлинения праймера, кинетические параметры не определяли.
Примечание. ↓ и ↑ – снижение и повышение эффективности включения напротив модифицированного С соответственно;
НД – нет данных.

Семейство Включение dGMP Включение dAMP 
относительно dGMP Мутагенез в CpG

В mC↓ (KODexo– [39–41], *Pol α D. melanogaster 
[26]), mC, hmC, fC, caC не влияют (*Pol δ [45])

НД TCG→TTG (Pol ε 
[30–32, 36, 37])

Х mC, hmC, fC не влияют (Pol β [48, 49]),
caC↓ (Pol β [48]) mC и hmC не влияют (*Pol λ 
[49])

mC↑ (Polβ [48]) НД

А mC↓ зависит от последовательности, fC↓, caC↓ 
(KF Pol I [45, 50, 51]), hmC не влияет (KF Pol I)

mC↑, fC↑ (KFexo- Pol I [45, 
50])

НД

Y mC в ЦПД не влияет (*Pol η [52])
mC и hmC не влияет (*Pol κ, *Pol η [49])
mC↓, hmC↓ (Pol ι [49])

mC в ЦПД не влияет 
(*Pol η [52])

TCG→TTG 
CCG→TTG (Pol η)

AEP mC и hmC не влияет (*PrimPol [49]) НД НД
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детельства того, что mC и hmC присутствуют в ми-
тохондриальном геноме, хотя и на более низком
уровне, чем в ядерной ДНК [54–57]. Сегодня из
ДНКП А-семейства на биохимическом уровне
частично охарактеризован только фрагмент Кле-
нова (KF) Pol I E. coli. Показано, что KF включает
dGMP напротив fC и caC с меньшей эффектив-
ностью [45, 50], но hmC не влияет на эффектив-
ность включения dGMP [45, 51]. Эффективность
включения dGMP напротив mC зависит от кон-
текста нуклеотидной последовательности, но в
большинстве случаев незначительно снижена
(~30%) [50]. Важно отметить, что вариант KFexo– с
инактивированным 3'–5'-экзонуклеазным доме-
ном включает некомплементарный dAMP напро-
тив mC и fC в 1.5–2 раза чаще, чем напротив не-
модифицированного С, хотя частота ошибок
остается на уровне 10–4 [50].

ТОЧНОСТЬ СИНТЕЗА ДНК,
СОДЕРЖАЩЕЙ mC, ПРИ РЕПАРАЦИИ

Помимо репликации, копирование ДНК при
наличии mC в матричной цепи происходит при
репаративном синтезе ДНК. Особый интерес
представляет репарация при повреждении осно-
вания G в метилированных CpG-динуклеотидах,
поскольку в этом случае первый же шаг репара-
тивного синтеза происходит с включением dGMP
напротив mC. Метилирование С умеренно по-
вышает вероятность окисления G в CpG-кон-
тексте с образованием 8-oxoG [21], а картирова-
ние 8-oxoG в геноме с нуклеотидным разрешени-
ем показывает значительное обогащение этим
повреждением CpG-сайтов [58]. Помимо спон-
танного повреждения, модифицированные осно-
вания G могут появляться в ДНК при включе-
нии метаболитов некоторых противоопухолевых
средств, например, 6-тиогуанина, а затем подвер-
гаться репарации [59]. Репарация 8-oxoG осу-
ществляется с помощью ЭРО и в CpG-контексте
(рис. 2а) имеет свои особенности. Метилирова-

ние соседнего или комплементарного с 8-oxoG
C снижает эффективность работы ДНК-глико-
зилаз [60, 61], а дезаминирование с образовани-
ем T(8-oxoG)/CG-динуклеотида ингибирует как
репарацию мисматча T/G, так и окисленного
производного гуанина [61, 62]. Нарушения в ра-
боте ДНК-гликозилаз, участвующих в репарации
8-oxoG, повышают частоту трансверсий C→A в
контекстах TCG и CCG [30, 63]. Предполагалось,
что 3'→5'-экзонуклеазная активность АП-эндо-
нуклеазы APEX1 может приводить к удалению
соседнего с поврежденным G остатка mC, что
привело бы к увеличению размера заполняемой
бреши с возможным изменением специфичности
репаративного синтеза [60, 61]. Однако сравни-
тельный анализ удаления 3'-концевых остатков
показывает, что mC представляет собой наихуд-
ший возможный субстрат для такой активности
APEX1 и, по-видимому, этот вариант репарации
не реализуется [64].

Кроме того, ЭРО отвечает за репарацию окис-
ленных производных mC (fC и саС) в ходе актив-
ного деметилирования и репарацию мисматчей
hmdU:G, образующихся вследствие дезаминиро-
вания hmC [9–11]. Ключевая роль здесь принад-
лежит ДНК-гликозилазе TDG и адапторному
белку XRCC1, который координирует сборку
мультисубъединичного комплекса, включающего
основные компоненты ЭРО – одну или несколь-
ко ДНК-гликозилаз, АП-эндонуклеазу, ДНКП и
ДНК-лигазы [65, 66]. Если модификации С ока-
зывают влияние на точность и эффективность ра-
боты белков системы ЭРО, то это может вносить
вклад в CpG-ассоциированный мутагенез. При
активном деметилировании в ходе репаративного
синтеза первый нуклеотид включается напротив
G в ДНК-матрице, а mC предоставляет матрицу
для возможного включения второго нуклеотида,
если репарация идет по длиннозаплаточному пу-
ти, в котором может участвовать как основная ре-
паративная ДНКП Pol β, так и репликативные
Pol δ и Pol ε (рис. 2б) [67]. Примечательно, что за-

Рис. 2. Возможная схема мутагенеза при ЭРО в CpG-контексте. а – При удалении поврежденного основания G в
CpG-сайтах mC служит матрицей для синтеза ДНК. Снижение точности синтеза Pol β напротив mC по сравнению
с С может приводить к мутации. б – Дезаминирование или ТЕТ-опосредованное окисление mC (стадия 1) приводит
к формированию T, fС или caC соответственно (обозначено Х). При дальнейшей ЭРО по длиннозаплаточному пути
Pol β сталкивается с mC в качестве матрицы.
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метная часть репарации при активном деметили-
ровании протекает именно по длиннозаплаточ-
ному пути [68–71].

Pol β семейства X является ключевым фермен-
том синтеза ДНК в ходе ЭРО. Pol λ X-семейства и
Pol ι Y-семейства могут, предположительно, в ря-
де случаев замещать Pol β [72–74]. Анализ стаци-
онарной и однооборотной кинетик показал оди-
наковую эффективность включения dGMP Pol β
напротив С, mC, hmC и fC [48]. Частота включе-
ния некомплементарного dAMP также не зависе-
ла от метильной и гидроксиметильной групп С.
Однако активность Pol β (включение dGMP и
dAMP) напротив caC была подавлена [48]. Рент-
геноструктурный анализ показал, что крупная от-
рицательно заряженная карбоксильная группа
саС вызывает сдвиг сахарофосфатного остова
ДНК-матрицы (рис. 3). Этот энергетически не-
выгодный сдвиг частично компенсируется стаби-
лизацией карбоксильной группы остатком Lys280
белка (рис. 3).

Показано также, что mC и hmC не влияют зна-
чимо на эффективность и точность Pol β и Pol λ в
реакциях удлинения праймера, однако для детек-
ции незначительных изменений требуются более
детальные кинетические исследования [49].

Точность репарации зависит не только от точ-
ности работы Pol β, но и от “передачи” продукта
включения ДНК-лигазе (LigI или LigIIIα) и даль-
нейшего успешного лигирования. Известно, что
при ошибках Pol β ДНК-лигаза не способна эф-
фективно соединять концы разрыва и оставляет
АМР на 5'-конце (абортивное лигирование) [76–
78]. После включения dGMP белком Pol β напро-
тив окисленных производных mC абортивное ли-
гирование не наблюдается, хотя ДНК-лигазы ме-
нее эффективно “сшивают” такие продукты [79].
Известно, что LigI и LigIIIα в присутствии Pol β
способны “игнорировать” однонуклеотидную
брешь, содержащую матричный С, и напрямую
лигируют 3' - и 5'-концы (самолигирование), что
теоретически может приводить к формированию
однонуклеотидных делеций [78]. Предваритель-
ные эксперименты показали, что окисленные
производные mC не оказывают влияния на выход
продукта самолигирования, хотя требуются до-
полнительные исследования кинетики этого про-
цесса [79].

ВЛИЯНИЕ mC НА ТОЧНОСТЬ 
ТРАНСЛЕЗИОННОГО СИНТЕЗА

Транслезионные ДНКП семейства Y – Pol η,
Pol ι, Pol κ, эффективно включают нуклеотидные
субстраты напротив широкого спектра поврежде-
ний ДНК, но характеризуются низкой точностью
копирования неповрежденной ДНК [80]. Экспе-
рименты по удлинению праймера показали, что

Pol η и Pol κ эффективно “проходят” mC и hmC,
и модификации цитозина не влияют на частоту
ошибочного включения dAMP. В то же время, у
другой ДНКП Y-семейства – Pol ι – снижена эф-
фективность включения dGMP напротив mC, од-
нако точность фермента существенно не изменя-
ется [47].

Поскольку метилирование C повышает веро-
ятность образования некоторых типов поврежде-
ний в ДНК, можно предположить, что транслези-
онные и репаративные ДНКП могут вовлекаться
в мутагенез CpG-сайтов.

Цис-син-циклобутановые пиримидиновые ди-
меры (ЦПД) – наиболее распространенное по-
вреждение, индуцированное УФ-излучением.
Метилирование повышает коэффициент погло-
щения С при длине волны 290 нм, что приводит к
повышению частоты образования ЦПД в метили-
рованных СpG-сайтах [25, 81]. Потеря ароматич-
ности основания С в составе ЦПД повышает ско-
рость спонтанного дезаминирования поврежденных
С, причем эффективность этой реакции сильно
зависит от нуклеотидного контекста: (T^C)G дез-
аминируется в 50 раз быстрее (C^C)G [24, 82]. Бо-
лее того, 3'-G ускоряет дезаминирование: димеры
(T^C)G в 20 раз менее стабильны, чем (T^C)A [24,
82]. Мутационная подпись УФ-индуцированных
замен характеризуется одиночными и двойными
транзициями: TCG→TTG и CCG→TTG [83]. Од-
нако метилированные ЦПД в 1.5–4 раза более
устойчивы к дезаминированию [82].

Pol η является ключевой ДНКП, ведущей точ-
ный и эффективный синтез напротив ЦПД [84].

Рис. 3. Структура тройного комплекса Pol β человека с
матричным саС и входящим dGTP (PDB ID 6N2S) [48].
Атомы С показаны желтым, О – красным, N – синим,
Р – оранжевым. Серым цветом показана референсная
структура комплекса Pol β : С:dGTP (PDB ID 4UB4) [75].
Синим пунктиром обозначены Н-связи Lys280 с
карбоксильной группой саС и атомом О фосфата
матрицы, красным – потенциальное столкновение
карбоксильной группы саС с фосфатным остовом.
Сдвиг остова показан черной линией. Рисунок под-
готовлен в программе PyMol.
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Pol η безошибочно проходит димеры Т^(m)C
in vitro, и точность фермента не зависит от статуса
метилирования С [52]. На мышиной модели in vivo
показано, что частота мутаций С→Т в контексте
последовательности TCG в клетках кожи при УФ-
облучении зависит от Pol η [85]. Предполагается, что
повышенная чувствительность TmCG-последова-
тельностей к УФ-излучению ускоряет образова-
ние ЦПД и последующее дезаминирование mC.
Точное копирование продукта дезаминирования
T^TG Pol η с включением АА закрепляет замену
С →Т (рис. 4). С другой стороны, корреляция между
уровнем метилирования и частотой УФ-индуци-
рованных мутаций в опухолях кожи не показана:
максимальная частота мутаций наблюдается в ре-
гионах со средним уровнем метилирования [36].
Однако метилированные области в активно
транскрибируемых генах (телах генов) могут эф-
фективнее репарироваться системой эксцизион-
ной репарации нуклеотидов (ЭРН), что снижает
частоту мутаций [36]. Отсутствие корреляции
между уровнем мутагенеза и метилированием мо-
жет быть связано и с невозможностью различить
mC и hmC в данных бисульфитного секвенирова-
ния, тогда некоторая часть сильно метилирован-
ных областей будет содержать hmC, который пре-
пятствует образованию ЦПД [86]. Кроме того, в
гетерохроматиновых регионах с сильным мети-
лированием УФ-индуцированные мутации могут
встречаться реже по причине плотной упаковки
нуклеосом, защищающей от воздействия УФ.
Чувствительность к УФ в значительной степени
зависит от доступности пиримидиновых основа-
ний: повернутые внутрь нуклеосомы основания
формируют ЦПД значительно реже [87, 88].

8-oxoG – наиболее распространенное повре-
ждение, индуцируемое окислительным стрессом
[89]. Метилирование С повышает частоту окисле-
ния соседнего G [21]. Влияние эпигенетических
модификаций С на транслезионную активность
ДНКП семейства Y напротив 8-oxoG не изучали.
Репаративные ДНКП X-семейства Pol β и Pol λ
также обладают транслезионной активностью
[71, 78]. Показано, что mC влияет на транслези-
онную активность Pol β при синтезе напротив со-
седнего 8-oxoG: наличие метилирования увели-
чивает частоту включения некомплементарных

dTMP и dGMP [90]. Такие ошибочные включе-
ния должны приводить к увеличению частоты му-
таций G→C и G→A. Действительно, мутации
первого типа наблюдали в клетках HEK293H при
окислительном стрессе, индуцированном хрома-
том калия [90].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Немногочисленные экспериментальные дан-
ные свидетельствуют о том, что эпигенетические
модификации C в ряде случаев могут влиять на
эффективность и точность синтеза ДНКП разных
семейств и работу ЭРО in vitro и в ряде случаев
in vivo. Однако имеющиеся данные пока не позво-
ляют нарисовать полную картину механизмов му-
тагенеза, ассоциированного с эпигенетическими
модификациями С.

Значимость вклада альтернативных путей
мутагенеза в общий уровень мутагенеза по
mCpG-сайтам зависит от множества факторов:
воздействия ДНК-повреждающих факторов
(окислительного стресса, УФ, канцерогенных
соединений), эффективности систем репарации,
дефектов экзонуклеазной активности реплика-
тивных ДНКП. В ряде случаев этот вклад может
быть значительным. В частности, частота мута-
ций CpG→TpG в опухолях, не содержащих де-
фекты в Pol ε, в 5 раз выше средней частоты мута-
ций в геноме: 7.4 × 10−6 против 1.5 × 10−6 (вклад
дезаминирования составляет примерно 6 мута-
ций на 106 п.н.) В POLEexo-mut опухолях частота му-
таций CpG→TpG достигает ~1.6 × 10−3 против
базовой ~2.5 × 10−4, и вклад Pol ε составляет
~1300 мутаций на 106 п.н. [35]. Значимость других
механизмов еще предстоит оценить. Необходимы
не только in vitro исследования широкого круга
ДНКП и ферментов ЭРО с использованием
ДНК-субстратов разной последовательности и
ДНК-субстратов, содержащих повреждения
ДНК, но также эксперименты in vivo и полноге-
номный биоинформатический анализ баз данных.

Работа поддержана грантом Российского на-
учного фонда 22-24-20156 (ЕСШ). Анализ мутаге-
неза в ходе репарации ДНК выполнен при поддерж-

Рис. 4. Схема УФ-индуцированного мутагенеза в mCpG-сайтах, ассоциированного с Pol η. ЭРН – эксцизионная ре-
парация нуклеотидов.
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5-Methyl-2'-deoxycytidine (mC) at CpG sites plays a key role in the epigenetic gene function regulation, cell
differentiation and carcinogenesis. Despite the importance of mC for normal cell function, CpG dinucleo-
tides are known as mutagenesis hotspots. mC is deaminated with the formation of T, causing C→T transi-
tions. However, several recent studies demonstrated the effect of epigenetic modifications of C on the fidelity
and efficiency of DNA polymerases and excision repair enzymes. This review summarizes the known data in-
dicating the existence of mutagenesis mechanisms independent of deamination at CpG sites.
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Анализ древней ДНК позволяет решать научные проблемы, связанные с геногеографическим про-
исхождением и моделями миграции популяций. Хазарский каганат является предметом спора уче-
ных: его сложное историческое становление, отсутствие достаточного количества художественных
и письменных источников, а также исчезновение представителей хазарской культуры оставляет от-
крытым вопрос о внешнем облике хазар. Нами проведено ДНК-фенотипирование костных остан-
ков из элитных погребений Юга России хазарского времени по признакам цвета глаз, волос, кожи,
групп крови по системе АВ0. Установлено, что 8 из 10 погребенных имели при жизни карие глаза,
темные волосы, а также преимущественно смуглую кожу. Люди из двух погребений имели серо-го-
лубые глаза, а один человек – светлые волосы. У восьми индивидов установлена наиболее вероятная
группа крови по системе AB0: пятеро имели группу 0 (I), четыре – A (II), один – B (III). Оценка рас-
пределения аллелей 10 аутосомных маркеров, обладающих популяционной специфичностью, сви-
детельствует о высокой гетерогенности этногеографического происхождения исследованных хазар.
Полученные результаты свидетельствуют об этнокультурном, генетическом и фенотипическом раз-
нообразии Хазарского каганата.

Ключевые слова: хазары, подкурганные погребения, древняя ДНК, ДНК-фенотипирование, био-
чип, группы крови, система AB0, Y-гаплогруппы
DOI: 10.31857/S0026898423040055, EDN: QKUCEK

ВВЕДЕНИЕ

Фенотип – внешний облик человека – обычно
не привлекает особого внимания на фоне изуче-
ния политической, социальной и экономической
истории. Однако следует признать, что изучение

фенотипа позволяет значительно детализировать
наши знания о людях прошлого. Образ человека,
включая цвет волос, глаз и кожи, наряду с одеждой,
прической, ювелирными украшениями – являет-
ся важнейшим признаком идентификации. Деле-
ние на свой–чужой, как один из структурообразу-
ющих маркеров этничности, во многом исходит из
внешнего вида человека. С внешним обликом
связаны этнические стереотипы, а внешность яв-
ляется важнейшим маркером родства.

Сокращения: SNP – однонуклеотидный полиморфизм,
STR – короткий тандемный повтор, AFR – африканская
популяция, EAS – восточно-азиатская популяция, EUR –
европейская популяция, SAS – южно-азиатская популяция.

УДК 577.29
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Внешность населения Хазарского каганата,
возникшего во второй половине VII века и зани-
мавшего обширные земли в Поволжье, Подонье и
на Северо-Восточном Кавказе, влиявшего на тер-
риторию всей степной зоны Восточной Европы,
вызывает большой интерес и служит объектом
дискуссий в научном сообществе [1–3].

В догеномную эпоху для описания внешнего
облика хазар мы могли использовать данные фи-
зической антропологии, изобразительные и
письменные источники. Смешанность антропо-
логических типов у хазар нашла отражение в
изобразительном искусстве.

Антропологические данные указывают на пре-
обладание монголоидов в погребениях курганных
некрополей Подонья хазарского времени [4].
Краниологические анализы черепов из погребе-
ний VII–IX веков, найденных на территории Ха-
зарского каганата (современный Нижний Дон и
Нижнее Поволжье), выявили преобладание мон-
голоидных признаков (70%), проявляющих наи-
большее сходство с гуннами Забайкалья и тюрко-
язычными кочевниками Южной Сибири, Алтая и
Казахстана. Европеоидные признаки представи-
телей хазарского населения имеют краниологи-
ческое сходство с синхронной салтово-маяцкой и
сарматской культурами Нижнего Подонья и
Нижнего Поволжья [5–8].

Письменные источники отмечают различия во
внешнем облике хазар. Ал-Истахри писал: “Хаза-
ры не похожи на тюрок, они черноволосы, разде-
ляются на два разряда, один называется кара-ха-
зар, они смуглы так сильно, что их смуглота отдает в
чернь, они словно какой-либо разряд из Индии.
Другой разряд – белые, красивые и совершенные
по внешнему виду”. Персидская редакция ал-Ис-
тахри дает несколько иной вариант: “Хазарские
люди походят на тюрок, но они не тюрки”. Одна-
ко у тюрок деление на черных и белых означало
также деление на две социальные категории. Чер-
ные хазары были зависимым населением, белые –
свободным [3].

Постгеномная эра открывает нам новый ис-
точник информации о внешности и других, ранее
недоступных, признаках представителей древних
эпох: к настоящему времени установлены ассо-
циации между целым рядом генетических поли-
морфизмов и фенотипическими проявлениями
[9–11]. Благодаря развитию оригинальных отече-
ственных методик генотипирования, мы получили
возможность извлекать генетическую информа-
цию из сложных образцов, содержащих крайне
малое количество деградированной древней
ДНК. Исследуемые нами останки знатных вои-
нов, найденные в подкурганных захоронениях

Нижнего Дона, относятся к кочевой элите Кага-
ната, благодаря характерным особенностям по-
гребального обряда. Эти останки обнаружены в
захоронении с чучелом взнузданной верховой ло-
шади, а также со статусными атрибутами: метал-
лическим наборным поясом, серебряным и позо-
лоченным сосудами, ювелирными изделиями и
золотыми византийскими монетами [12, 13].

Цель настоящей работы состояла в установле-
нии фенотипических маркеров останков предста-
вителей хазарского времени, найденных на тер-
ритории Юга России, по признакам цвета глаз,
волос, кожи, групп крови по системе АВ0.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Образцы. Для молекулярно-генетического

анализа отобраны костные останки из подкурган-
ных погребений VII–IX веков, найденных на до-
менной территории Хазарского каганата (совре-
менная Ростовская область) и идентифицирован-
ных как элитные воинские захоронения.

Подробное описание девяти объектов иссле-
дования, а также места их обнаружения опубли-
кованы ранее [5]. Десятое погребение (№ 166), дати-
руемое второй половиной VIII–началом IX вв. н. э.,
обнаружено в Мартыновском районе (хутор Но-
вый) Л.С. Ильюковым в 1982 г. [14].

Согласно краниологическим данным, остан-
ки №№ 67, 619, 457 принадлежали к монголоид-
ному расовому типу. Скелет № 1986 имел сме-
шанные черты монголоидного и европеоидного
типа, а индивиды из погребений №№ 531, 656,
1564 – признаки европеоидного расового типа.
Расовую принадлежность скелетов №№ 166,
1251, 1566 установить не удалось из-за отсут-
ствия черепов [4].

Пробоподготовку костных объектов и выделе-
ние древней ДНК проводили с использованием
оригинальных методик, описанных в работах
И.В. Корниенко и соавт. [5, 15, 16], включающих
специальную деконтаминационную обработку
костного порошка [17, 18]. Экстракцию ДНК из
исследуемых образцов проводили в трех незави-
симых параллелях. Далее экстракты ДНК, полу-
ченные из одного и того же образца, объединяли
и концентрировали с использованием центри-
фужного концентратора Microcon YM-30 с мем-
браной Ultracel-30 (“Millipore”, США).

На всех этапах работы с археологическими об-
разцами использовали индивидуальные средства
защиты (халаты, одноразовые маски, медицин-
ские шапочки и перчатки).

Оценка концентрации выделенной ДНК. Кон-
центрацию активной ДНК-матрицы определяли
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методом ферментативной амплификации ДНК в
реальном времени (ПЦР-РВ) с использованием
коммерческой тест-системы XY-Детект (“Син-
тол”, Россия) при помощи термоциклера с муль-
тиканальным детектором iQ5 (“Bio-Rad”, США)
в четырех повторностях. Использовали следую-
щую программу термоциклирования: предвари-
тельная инкубация при 95°С в течение 5 мин, за-
тем 44 цикла, каждый из которых включал дена-
турацию (95°С, 15 с), отжиг праймеров (61°С, 35 с) и
элонгацию цепи (68°С, 10 с). Эффективность
ПЦР-РВ, вычисленная по стандартной кривой,
составляла 0.92. Данные анализировали при по-
мощи программы iQ5 Optical System Software
(версия 2.0). Концентрацию древней ДНК оцени-
вали по каналу FAM (фрагмент гена β-актина раз-
мером 82 п.н.) путем сравнения значений порого-
вых циклов (Сt) опытных образцов с калибровоч-
ной кривой.

Генотипирование маркеров, ассоциированных с
цветом глаз, волос, кожи, группой крови AB0, базо-
вой гаплогруппой Y-хромосомы и половой принад-
лежностью человека. Генотипирование проводили
с использованием набора реагентов Phenotype
Expert (“Центр исследования ДНК”, Россия). Ге-
нотипирование состояло из трех этапов: мульти-
плексной ПЦР, гибридизации ПЦР-продукта на
биочипе и регистрации генотипа. В ходе мульти-
плексной ПЦР происходила амплификация и
флуоресцентное мечение 53 целевых фрагментов
генома человека, содержащих 60 генетических
маркеров, ассоциированных с цветом глаз, волос,
кожи, группой крови AB0, базовой Y-гаплогруп-
пой и половой принадлежностью человека (марке-
ры приведены в табл. 1 и подробно описаны в [19]).
Средняя длина ампликонов, нарабатываемых на-
бором праймеров Рhenotype Expert (“Центр ис-
следования ДНК”), составляет около 79 п.н., что
повышает шансы на успешное генотипирование
древней деградированной ДНК в сравнении с
ближайшим аналогом, использующим методику
SNaPshot [9].

ПЦР выполняли по следующей программе: ак-
тивация полимеразы при 95°С в течение 2 мин,
далее 50 циклов симметричной амплификации
(94°С, 30 с; 65°С, 40 с; 72°С, 30 с) и 50 циклов
асимметричной амплификации (94°С, 20 с; 52°С,
30 с; 72°С, 30 с). Каждый образец анализировали
в четырех независимых постановках. В первой
постановке брали по 1 мкл образца на реакцию;
во второй – по 1, 2 и 3 мкл на ПЦР, в третьей – по
0.1 и 0.2 мкл, в четвертой – 0.4, 0.5, 0.6 и 0.8 мкл
соответственно. При проведении ПЦР использо-
вали положительный (мужская ДНК в концен-
трации 0.5 нг/мкл) и отрицательный (деионизи-
рованная вода) контроль.

Гибридизация ПЦР-продуктов на биочипе и
анализ картины флуоресценции. Гибридизацион-
ную смесь готовили следующим образом: 7.5 мкл
формамида, 7.5 мкл промывочного буфера и 15 мкл
ПЦР-продукта смешивали в пробирке типа Эп-
пендорф и вносили в гибридизационную камеру
биочипа. Биочипы с плотно закрытыми крышка-
ми помещали в термостат (12 ч, 37°С). По оконча-
нии гибридизации биочипы помещали в 20-кратно
разведенный гибридизационно-промывочный бу-
фер на 15 мин, далее переносили в кювету с ди-
стиллированной водой на 1–2 мин, после чего об-
дували сжатым воздухом. Регистрацию картины
флуоресценции биочипа и обработку результатов
проводили с использованием анализатора Пико-
детект (“БИОЧИП-ИМБ”, Россия) в соответ-
ствии с руководством по эксплуатации. Более по-
дробное описание методики генотипирования и
обработки результатов приведено в [20–22].

Трансляция генотипа в фенотип. Результаты ин-
терпретировали по признакам группы крови AB0,
базовой гаплогруппы Y-хромосомы и половой
принадлежности при помощи программы Рheno-
type Expert (“Центр исследования ДНК”). Для
трансляции полученного генотипа в фенотип по
признаку цвет (глаз, волос, кожи) использовали
интернет-ресурс https://hirisplex.erasmusmc.nl.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Определение концентрации выделенной ДНК
В результате количественной оценки содержа-

ния геномной ДНК в препаратах получены следу-
ющие данные (ппгг/мкл): № 67 – 8.3, № 166 – 2.5,
№ 457 – 5.7, № 531 – 6.5, № 619 – 60.4, № 656 –
177, № 1251 – 6.4, № 1564 – 9.3, № 1566 – 8.9,
№ 1986 – 97.5. В большинстве объектов мы на-
блюдали вполне ожидаемую деградацию ДНК-мат-
рицы, обусловленную древностью исследуемых
останков.

Генотипирование
В первой постановке (1 мкл ДНК на ПЦР) по-

лучены полные генетические профили образцов
№№ 67, 166, 656, 1251 и 1986. В остальных пяти
образцах имело место выпадение части локусов.
Полагая, что это связано с недостаточным коли-
чеством ДНК-матрицы, мы увеличили объем
анализируемого образца: брали 1, 2 и 3 мкл рас-
твора ДНК на ПЦР. В результате полный про-
филь получен только для образца № 619, для
№№ 457, 531, 1564 и 1566 результаты существенно
ухудшились. Мы предположили наличие ингиби-
торов ПЦР в растворах ДНК, поэтому в двух по-
следующих постановках объем ДНК варьировали
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Рис. 1. Схема расположения ДНК-зондов на биоло-
гическом микрочипе РhenotypeExpert (вверху). Циф-
ры над каждой парой ячеек соответствуют номеру по-
лиморфизма из табл. 1. Обозначения внутри ячеек со-
ответствуют аллелям полиморфизмов. Технические
ячейки “М” необходимы для позиционирования мат-
рицы анализатором при автоматическом обсчете сиг-
налов ячеек. В нижней части рисунка приведены ре-
зультаты генотипирования образцов ДНК из элитных
погребений хазарского времени.
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в диапазоне 0.1–1 мкл на реакцию. Эта тактика
позволила найти оптимум, обеспечивающий по-
лучение наиболее полного профиля для каждого
из указанных четырех образцов. На рис. 1 приве-
дена схема биочипа Рhenotype Expert (“Центр ис-
следования ДНК”) и наилучшие изображения,
полученные в экспериментах с оптимальным
объемом каждого из 10 образцов.

Полученные результаты подтверждают, что
успешность генотипирования таких сложных
объектов, как древние костные останки, зависит
от концентрации выделенной ДНК, степени ее
деградации и присутствия ингибиторов ПЦР в
образце. В отсутствие ингибиторов для получения
более полного профиля очевидной рекомендацией
является увеличение объема образца водного рас-
твора ДНК в ПЦР-смеси. Однако в образцах, со-
держащих ингибиторы ПЦР, применение этой
тактики сдерживается негативным влиянием ин-
гибиторов.

Указанные проблемы делают крайне сложным
получение в одном эксперименте полного гене-
тического профиля по всем 60 маркерам. В раз-
ных экспериментах мы наблюдали выпадение от-
дельных локусов и потерю аллелей, однако приме-
ненный подход позволил собрать из серии
экспериментов полный профиль каждого образца.
Сводные результаты генотипирования однонук-
леотидных полиморфизмов 10 скелетов из под-
курганных могильников хазарского времени,
расположенных на территории Ростовской обла-
сти, приведены в табл. 1. Получены полные гене-
тические профили всех 10 образцов по исследуе-
мым полиморфизмам, за исключением экзона 6
гена AB0, где произошло выпадение в образце
№ 457. Однако группу крови удалось установить
по частичному генотипу: A (II), аллели A/01v.

ДНК-фенотипирование и Y-гаплогруппы
Методика ДНК-фенотипирования, использо-

ванная нами, позволила дополнить малочислен-
ные и отрывочные сведения о внешнем облике
представителей Хазарского каганата конца VII–
начала IX веков. Так, фенотипы костных остан-
ков по признакам цвета глаз, волос, кожи, группы
крови АВ0, пола и базовых гаплогрупп Y-хромо-
сомы, полученные при помощи набора реагентов
Phenotype Expert (“Центр исследования ДНК”),
представлены в табл. 2.

По признаку вероятный цвет глаз установле-
но, что представители хазарской культуры из по-
гребений №№ 67, 166, 457, 619, 656, 1251, 1566,
1986 имели карий тип градации цвета глаз. Инди-
виды из погребений №№ 531, 1564 имели серо-
голубую градацию цвета глаз.
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Скелеты под №№ 67, 166, 656, 1566 имели оди-
наковую градацию цвета волос – брюнет (чер-
ные). Скелеты №№ 457, 619, 1251, 1564, 1986 по
градации цвета волос определены как темно-
каштановые/брюнеты. Установлено, что № 531,
вероятно, был блондином.

По признаку вероятный цвет кожи пять пред-
ставителей хазар, а именно №№ 457, 619, 1251,
1564, 1566, имели смуглый тип кожи. Индивид
№ 67 имел признаки перехода из смуглого в тем-
ный цвет кожи. У №№ 166, 1986 был темный тип
градации цвета кожи, а у №№ 531, 656 – между
светлым и смуглым.

Наиболее распространенной была группа кро-
ви 0 (I). Этот вариант встречался у пяти индиви-
дов №№ 67, 619, 1251, 1564, 1986. Второй по рас-
пространенности стала группа A (II). Эту группу
имели скелеты №№ 166, 457, 656, 1566. И в образ-
це №531 установлена группа B (III) с достаточно
редким генотипом B/O2.

Определена принадлежность мужских скеле-
тов к одной из 14 базовых гаплогрупп Y-хромосо-
мы человека: наиболее частой была Y-гаплогруп-
па R (P224) – №№ 67, 531, 1251, 1986. Дважды вы-
явлена гаплогруппа C (M130) – №№ 656, 1564.
Скелет из погребения № 457 имел гаплогруппу G
(P257), а №№ 619 и 1566 – Y-гаплогруппы Q
(M1105) и N (M231) соответственно.

Полученные нами результаты полностью со-
гласуются с данными предыдущих исследований
Y-гаплогрупп этих же костных останков хазар из
элитных воинских погребений по STR-локусам,
расположенным на Y-хромосоме [5].

Популяционно-специфичные маркеры

Сравнение частот генотипов полиморфизмов
панели HirisPlex-S в макропопуляциях (по дан-
ным 1000 Genomes Project) позволило выделить
10 SNP, в той или иной степени обладающих по-
пуляционной специфичностью. Это позволяет
дать дополнительную оценку популяционному
разнообразию исследуемых останков. Значения
частот аллелей, имеющиеся в нашем распоряже-
нии, относятся к современным популяциям, по-
этому некорректно применять их к оценке попу-
ляционной принадлежности носителей древней
ДНК. Тем не менее, опираясь на эту информа-
цию, можно оценить степень гетерогенности эт-
ногеографического происхождения представите-
лей кочевой элиты Хазарского каганата.

Для оценки схожести образца с одной из совре-
менных макропопуляций генотипы по 10 упомяну-
тым полиморфизмам сведены в табл. 3 и сопостав-
лены с данными по африканской (AFR), восточно-

азиатской (EAS), европейской (EUR), южно-ази-
атской (SAS) популяциям, а также по славянам
Центральной России (RU) [19]. В табл. 3 различ-
ные генотипы каждого из образцов расположены в
одной строке с частотами генотипов в популяциях
сравнения (AFR, EAS, EUR, SAS и RU).

Количественные характеристики получали с
использованием произведения частот генотипов
по всем 10 SNP в каждой популяции; для всех об-
разцов получены значения, позволяющие срав-
нить их с соответствующими макропопуляциями,
а также с современной славянской популяцией
(табл. 4). Если генотип в макропопуляции не
встречался (по данным исследования 1000 Ge-
nome Project), то за его частоту принимали не 0, а
0.001, чтобы умножением на ноль не утратить ин-
формацию по всей совокупности этноспецифич-
ных полиморфизмов.

Полученные результаты следует интерпрети-
ровать с осторожностью, учитывая не только вре-
менной разрыв (более 1000 лет) между сравнивае-
мыми популяциями, но и ограниченную репре-
зентативность выборок, обозначенных AFR,
EAS, EUR и SAS. Тем не менее, приведенные в
табл. 4 результаты с определенностью констати-
руют выраженную неоднородность геногеогра-
фического происхождения исследованных хазар
по аутосомным маркерам.

Ниже представлены данные ДНК-фенотипи-
рования образцов и их сравнение с краниологи-
ческими описаниями [4] и данными о гаплогруп-
пе, полученными ранее методом предикции, ис-
ходя из STR-профиля Y-хромосомы (приведены в
скобках в следующем порядке: (YHRD/ NEV-
GEN/SNaPshot)) [5].

Образец № 67. Кареглазый брюнет со смуглой
(ближе к темной) кожей, гаплогруппа R
(R1b/R1b/R1b), череп монголоидного типа.

Образец № 166. Кареглазая брюнетка с темной
кожей, череп в скелете отсутствовал.

Образец № 457. Кареглазый мужчина с черны-
ми либо темно-каштановыми волосами и смуг-
лой кожей, гаплогруппа G (G2a/G2a2/–), череп
предположительно монголоидного типа.

Образец № 531. Мужчина с серо-голубыми гла-
зами, светлыми волосами, кожей светло-смугло-
го оттенка, гаплогруппа R (R1a/R1a/R1a), евро-
пеоидный тип черепа.

Образец № 619. Кареглазый мужчина с черны-
ми либо темно-каштановыми волосами и смуг-
лой кожей, гаплогруппа Q (Q/Q/Q), череп монго-
лоидного типа.
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Образец № 656. Кареглазый черноволосый
мужчина со светло-смуглой кожей, гаплогруппа
C (C3/C2b1a1b1/–), европеоидный тип черепа.

Образец № 1251. Кареглазый мужчина с черны-
ми, либо темно-каштановыми волосами и смуг-
лой кожей, гаплогруппа R (R1a/R1a/R1a), череп в
скелете отсутствовал.

Образец № 1564. Мужчина с серо-голубыми
глазами, черными либо темно-каштановыми во-
лосами и смуглой кожей, гаплогруппа C
(C3/C2b1a1b1/–), европеоидный тип черепа.

Образец № 1566. Кареглазый черноволосый
мужчина со смуглой кожей, гаплогруппа N
(N/N1a1/N), череп в скелете отсутствовал.

Образец № 1986. Кареглазый мужчина с тем-
ными либо темно-каштановыми волосами и тем-
ной кожей, гаплогруппа R (R1a/R1a/R1a), скелет
имеет смешанные черты монголоидного и евро-
пеоидного типа.

На данном этапе исследования выделяется
скелет № 531, вероятно, с серо-голубыми глазами
и светло-смуглой кожей, имеющий Y-гаплогруп-
пу R (P224). Стоит отметить, что другие хазарские
воины – представители этой гаплогруппы – име-
ли преимущественно смуглую кожу, темные глаза
и волосы, это еще раз подтверждает, что Y-гапло-
группа не определяет фенотип.

Таким образом, данные для восьми фенотипов
из 10 не вызывают никакого удивления. Темные
волосы и темные глаза в обществе с большой при-
месью монголоидной расы – это ожидаемая по-
зиция. При анализе обращают на себя внимание
погребения № 531 и 1564, в которых погребены
люди с серо-голубыми глазами, а № 531 – и со
светлыми волосами. Это погребения с подкурган-

ными ровиками, которые по признакам погре-
бального обряда не выделяются из остальных. Та-
кие результаты заставляют нас с осторожностью
отнестись к версиям о прямой корреляции между
погребальным обрядом, этничностью погребен-
ного и его расовым происхождением.

Полученные данные являются важным свиде-
тельством этнокультурного и генетического раз-
нообразия представителей Хазарского каганата,
которое обуславливает их фенотипическое разли-
чие. Но при этом основная часть выборки – 8 из
10 – это люди с темными волосами и глазами, что
вполне соотносится с информацией антрополо-
гов о монголоидной значительной части номадов
этого времени. Настоящая работа дополняет ма-
лочисленные исторические письменные и худо-
жественные источники, посвященные Хазарско-
му каганату VII–IX веков.

Пробоподготовка древних костей выполнена в
рамках реализации госзадания ЮНЦ РАН (№ гр.
проекта 122011900166-9); выделение и количе-
ственная оценка препаратов древней ДНК вы-
полнены при финансовой поддержке гранта
Российского научного фонда (№ 22-28-02000
“Комплексное историко-культурное и молеку-
лярно-генетическое исследование древнего насе-
ления Нижнего Подонья в сарматское время”).

Все процедуры, выполненные в исследовании,
соответствуют этическим стандартам институци-
онального и/или национального комитета по ис-
следовательской этике и Хельсинкской деклара-
ции 1964 года и ее последующим изменениям или
сопоставимым нормам этики.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.

Таблица 4. Оценка гетерогенности геногеографического происхождения хазар путем сопоставления с современ-
ными макропопуляциями, а также со славянской популяцией преимущественно из центральной России

Примечание. Жирным шрифтом выделены наибольшие значения произведения частот, характеризующие максимальную
близость к соответствующей современной популяции.

Скелет, № RU AFR EAS EUR SAS

67 1.01 × 10–8 6.83 × 10–8 7.72 ×10–11 7.37 × 10–8 1.52 × 10–4

166 7.37 × 10–9 4.23 × 10–7 2.77 × 10–11 9.94 × 10–9 8.85 × 10–5

457 3.08 × 10–4 2.79 × 10–7 3.88 × 10–13 2.83 × 10–3 2.14 × 10–5

531 3.22 × 10–3 4.21 × 10–15 3.80 × 10–19 2.93 × 10–3 2.38 × 10–11

619 5.51 × 10–5 1.69 × 10–9 1.40 × 10–14 2.20 × 10–5 1.51 × 10–5

656 2.79 × 10–8 5.10 × 10–11 3.95 × 10–12 1.65 × 10–9 1.02 × 10–6

1251 7.98 × 10–6 1.14 × 10–10 1.76 × 10–19 3.17 × 10–6 6.68 × 10–8

1564 2.01 × 10–4 4.23 × 10–13 4.96 × 10–22 1.00 × 10–4 7.10 × 10–10

1566 2.34 × 10–11 1.65 × 10–11 1.78 × 10–9 1.17 × 10–11 4.42 × 10–7

1986 5.24 × 10–9 1.64 ×10–6 1.23 × 10–9 3.70 × 10–9 1.91 × 10–4
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The study of the past through the analysis of ancient DNA allows us to solve scientific problems related to the
genogeographic origin and patterns of population migration. The Khazar Khaganate is a subject of contro-
versy among scientists in various fields of science: its complex historical formation, the lack of a sufficient
number of artistic and written sources, together with the disappearance of representatives of the Khazar cul-
ture, leaves open the question of the appearance of the Khazars. In this work, DNA-phenotyping of bone re-
mains from the elite burials of the South of Russia of the Khazar period was carried out on the basis of the
color of eyes, hair, skin, and blood groups according to the AB0 system. It was established that 8 out of
10 buried had brown eyes, dark hair (to varying degrees), and predominantly dark skin during their lifetime.
People from two burials had gray-blue eyes, and one person had blond hair. In 8 individuals, the most prob-
able blood type was established according to the AB0 system: 5 people had 0 (I) group, 4 people had A (II)
group and one B (III). Assessment of allele distribution of ten autosomal markers with population specificity
indicates high heterogeneity of ethnogeographic origin of the studied Khazars. The obtained results are evi-
dence of the ethnocultural, genetic and phenotypic diversity of the Khazar Khaganate.

Keywords: Khazars, burial mounds, ancient DNA, DNA-phenotyping, biochip, АВ0 blood group, Y-chro-
mosome haplogroup
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ИДЕНТИФИКАЦИЯ КЛИНИЧЕСКИХ ИЗОЛЯТОВ ГРУППЫ Bacillus cereus
И ИХ ХАРАКТЕРИСТИКА МЕТОДАМИ МАСС-СПЕКТРОМЕТРИИ

И ЭЛЕКТРОННОЙ МИКРОСКОПИИ1
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Bacillus cereus – спорообразующая грамположительная, преимущественно почвенная бактерия.
Споры Bacillus обладают чрезвычайно высокой устойчивостью не только к факторам окружающей
среды, но и к различным воздействиям, в том числе к санитарной обработке. Загрязнение оборудо-
вания больниц и предприятий пищевой промышленности спорами токсинпродуцирующих штам-
мов B. cereus может представлять серьезную угрозу здоровью человека. Нами изучены два клиниче-
ских изолята, идентифицированные как B. cereus и B. cytotoxicus. Показано, что содержание ионов
кальция в этих изолятах достоверно ниже, чем у эталонных штаммов. По данным электронной мик-
роскопии один из изолятов (SRCC 19/16) имеет увеличенный экзоспориум, а в изоляте SRCC 1208
при споруляции обнаруживаются крупные электронно-плотные включения неясной природы.
Можно предположить, что SRCC 1208 содержит биологически активный компонент, обладающий
цитотоксическим эффектом и, возможно, играющий определенную роль в патогенезе заболеваний,
вызванных данным микроорганизмом. Проведен сравнительный химический, биохимический,
физиологический и ультраструктурный анализ спор клинических изолятов и эталонных штаммов
B. cereus. Полученные нами результаты углубляют представления о свойствах спор, вносящих вклад
в повышенную патогенность представителей группы B. cereus.

Ключевые слова: Bacillus cereus, Bacillus cytotoxicus, спора, электронная микроскопия, масс-спектро-
метрия
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телей.
Сокращения: MALDI-TOF – времяпролетная масс-спектрометрия с матрично-активированной лазерной десорбцией и
ионизацией (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization–Time of Flight); ТЭМ – трансмиссионная электронная микроско-
пия; СЭМ – сканирующая электронная микроскопия; СЭМ-ЭДР – cканирующая электронная микроскопия–энергодиспер-
сионный рентгеновский анализ; MLSA – многолокусный анализ последовательностей (Multilocus Sequence Analysis);
AFLP – анализ длин амплифицированных фрагментов (Amplified Fragment Length Polymorphism).
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ВВЕДЕНИЕ
Bacillus cereus – это спорообразующая бакте-

рия, часто встречающаяся в окружающей среде.
Попадание B. сereus в продукты питания и на ме-
дицинское оборудование может приводить к раз-
витию пищевых токсикоинфекций и таких серьез-
ных заболеваний, как пневмония и менингит [1], а
также сепсис и бактериемия [2].

Споруляция относится к наиболее важным
фазам жизненного цикла спорообразующих бак-
терий. Эта фаза обычно сопровождается морфо-
логическими и биохимическими изменениями
бактериальных клеток. Процесс споруляции со-
стоит из 7‒8 стадий и заканчивается выходом
спор из материнских клеток. Термостабильность
спор и их устойчивость к ультрафиолетовому из-
лучению и бактерицидным средствам может быть
причиной заражения пищевых продуктов спорами,
что ведет к инфицированию людей и животных.
Наибольшую опасность представляет попадание
спор в желудочно-кишечный тракт. Благодаря сво-
ей толерантности к желудочному содержимому и
желчи, споры проходят неповрежденными через
желудочно-кишечный тракт в тонкую кишку, где
они впоследствии прорастают. Согласно опубли-
кованным данным, вегетативные клетки и споры
B. cereus прикрепляются к эпителию тонкой киш-
ки с последующей ее колонизацией [3].

Вегетативные клетки B. cereus продуцируют ге-
молитические и негемолитические энтеротокси-
ны, а также термостабильный энтеротоксин, от-
ветственный за возникновение эметического
синдрома. Анализ лабораторных штаммов B. cereus
и изолятов, полученных от больных менингитом,
позволил выделить два экотипа: вирулентный и
авирулентный [4]. Такие экотипы можно обнару-
жить и у бацилл, выделенных из других источников.

Важная особенность спор микроорганизмов
этой группы, в которую помимо B. cereus входят
B. thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides, – наличие
экзоспориума –мембраны, контактирующей с
внешней средой, и отделенной от мембраны спо-
ры экзоспориальной областью. Экзоспориум
B. cereus состоит из базального слоя и наружного
“ворсистого” слоя [5–7]. Споры B. cereus и
B. thuringiensis имеют тонкие пилиподобные
структуры, похожие на пили грамотрицательных
бактерий, которые способствуют адгезии, как по-
казано ранее [8]. Экзоспориум и пилиподобные
структуры обеспечивают контакт спор с биологи-
ческими и искусственными поверхностями. Спо-
ры различных штаммов B. cereus характеризуются
морфологической гетерогенностью. Анализ спор
штаммов B. cereus, выделенных от человека с
симптомами диареи, позволил предположить,
что способность спор загрязнять продукты пита-
ния и оборудование пищевой промышленности
обусловлены особенностями их поверхности [9].

Однако способность бацилл формировать спо-
ры имеет и положительные аспекты. Известно,
что бациллы, выделенные из желудочно-кишеч-
ного тракта, хорошо приспособлены к выживанию
в кишечнике, а значит, их можно рассматривать как
потенциальные пробиотики и рекомендовать в
качестве кандидатов для создания пероральных
вакцин [8]. Именно по этой причине бациллы мо-
гут использоваться в фармацевтической про-
мышленности. Способность некоторых штаммов
влиять на качество пищевых продуктов предпо-
лагает возможность их применения в пищевой
промышленности.

Количество видов спорообразующих бакте-
рий, выделяемых из природных источников, посто-
янно растет. Увеличение числа близкородственных
видов в группе B. cereus усложняет задачу их иден-
тификации и внутригрупповой дискриминации.
Предложен ряд методов, обеспечивающих быст-
рую и относительно точную идентификацию
штаммов B. cereus. Эти методы можно условно
разделить на три группы. К первой группе отно-
сятся генетические методы, с помощью которых
штаммы идентифицируют на основе нуклеотид-
ных последовательностей локуса рДНК (секвени-
рование 16S рДНК) [10], отдельных генов [11] или
набора генов [12]. Во вторую группу входят про-
теомные методы, где идентификация бактериаль-
ных штаммов основана на информации о белках,
и включает вестерн-блот-анализ антигенных бел-
ков [13] и времяпролетную масс-спектрометрию с
матрично-активированной лазерной десорбцией
и ионизацией (MALDI-TOF) [14–16]. К третьей
группе относятся классические методы иденти-
фикации бактерий по морфологии и структуре
поверхности вегетативных клеток и спор с ис-
пользованием электронной микроскопии, энер-
годисперсионного рентгеновского анализа и
атомно-силовой микроскопии [17].

В настоящей работе для идентификации и ха-
рактеристики двух новых клинических изолятов
B. cereus использована комбинация генетических,
протеомных, биохимических и микроскопиче-
ских подходов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы. В экспериментах использовали два
эталонных штамма: B. cereus АТСС 10876 и B. ce-
reus NСTС 8035, и два клинических изолята, обо-
значенных как SRCC 19/16 и SRCC 1208, выделен-
ных из фекалий пациента с язвенным колитом.
Клинические изоляты любезно предоставлены
Национальным медицинским исследователь-
ским центром колопроктологии им. А.Н. Рыжих
Минздрава России. Штаммы культивировали на
агаризованной питательной среде NBY при 28°С
в течение 12–96 ч.
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Идентификация штаммов B. cereus путем секве-
нирования характеристических генов. ДНК из всех
штаммов выделяли с помощью набора Wizard Ge-
nomic DNA Purification Kit (“Promega”, США) в
соответствии с инструкциями производителя.
Фрагменты ДНК, кодирующие 16S РНК, ампли-
фицировали с использованием вырожденных
праймеров 27F 5'-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3'
и 1492R 5'-TACCTTGTTTAYGACTT-3'. ПЦР про-
водили в смеси следующего состава: 2 мкл 10× бу-
фера, 1 мкл dNTP (2.5 ммоль), 10 пмоль каждого
праймера, 1 у.е. Taq-полимеразы (все “Силекс”,
Россия), 1 мкл образца ДНК и деионизированной
воды до 20 мкл. Условия ПЦР были следующими:
денатурация при 94°C в течение 3 мин; затем 40 цик-
лов: – 94°C – 30 с, 55°C – 30 с и 72°C – 90 с; элон-
гация – 72°C, 10 мин. Продукты ПЦР разделяли с
помощью электрофореза в 1%-ном агарозном геле
(буфер TAE, бромистый этидий (0.5 мкг/мл),
5 В/см2 в течение 60 мин), экстрагировали из геля
с помощью набора QIAquick Gel Extraction Kit
(“Qiagen”, США) и секвенировали по методу Сэнге-
ра с использованием праймеров 27F и 1492R.

Близкородственные виды внутри группы B. cere-
us трудно дискриминировать только по 16S рДНК,
поэтому для уточнения мы провели, во-первых,
анализ длин амплифицированных фрагментов
(AFLP) гена sspE [18, 19], а, во-вторых, многоло-
кусный анализ последовательностей (MLSA) трех
генов – sph1 [20], motB [11, 21] и spoIIIAB [22].
Структуры используемых в работе праймеров
приведены в табл. 1.

Амплифицированные фрагменты анализиро-
вали с помощью электрофореза в агарозном геле,
очищали и секвенировали по Сэнгеру. Нуклео-
тидные последовательности секвенированных
фрагментов объединяли в искусственные химерные
последовательности и использовали в поиске по ба-
зе данных NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) с
использованием алгоритма MegaBlast [23] с пара-
метрами, установленными по умолчанию. Далее
строили деревья расстояний на основе парного

выравнивания BLAST с использованием метода
Fast-Minimum Evolution.

Трансмиссионная электронная микроскопия
(ТЭМ). Споры визуализировали с помощью
ТЭМ, используя негативное контрастирование
препаратов. Суспензию спор распределяли на
медной сетке, покрытой слоем формвара (“Ser-
va”, США), затем окрашивали 1%-ным водным
раствором уранилацетата. Для приготовления
ультратонких срезов материала суспензию бакте-
рий погружали в фиксатор, приготовленный по
методу Ито–Карновского [24]. Затем материал
фиксировали последовательно в 1%-ном водном
растворе OsO4 и в 1%-ном растворе уранилацета-
та на 0.2 М малеатном буфере pH 6. Материал по-
следовательно обезвоживали в растворах 50, 70,
96 и 100%-ного этанола. Обезвоженный материал
помещали в смесь 100%-ного этанола и смолы LR
White, затем в чистую смолу LR White. Далее ма-
териал помещали в желатиновые капсулы со смо-
лой и инкубировали в термостате при 56°C.

Ультратонкие срезы получали с помощью уль-
тратома LKB III (“LKB Bromma”, Швеция). Сре-
зы контрастировали 1%-ным уранилацетатом в
70%-ном этаноле и 0.3%-ным цитратом свинца и
анализировали на просвечивающих электронных
микроскопах JEM-100B (“Jeol”, Япония), LEO
912 AB OMEGA (“Carl Zeiss”, Германия) при
ускоряющем напряжении 80 кВ и JEM 2100
(“Jeol”) при ускоряющем напряжении 200 кВ.

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ).
Перед исследованием на двухлучевом электрон-
но-ионном сканирующем микроскопе Quanta 200
3D (“FEI Company”, США) клетки и споры B. ce-
reus трижды отмывали от культуральной среды
стерильной водой и фиксировали в 10%-ном ней-
тральном формалине. Образцы отмытых клеток
и/или спор наносили на кремниевые подложки,
которые закрепляли на алюминиевых столиках с
помощью двусторонней углеродной клейкой лен-
ты и напыляли золотом (толщина слоя золота 5 нм)
в установке SPI-MODULE Sputter Coater (“SPI

Таблица 1. Олигонуклеотидные праймеры, использованные в работе

Ген Нуклеотидная последовательность 5' → 3' Ожидаемый размер, 
п.н. Источник

sspE GAGAAAGATGAGTAAAAAACAACAA
CATTTGTGCTTTGAATGCTAG

71 [18]

sph1 GGACAAAGTCAGCGTGCCGAT
GAGCCATGATGTAACAGTCCA

771 Данная работа

motB GGATCGCCTCGTTGGATGAC
TGTGTCTGCATATCCTACCG

582 Данная работа

spoIIIAB TTGGTGCAGTGTTAATCGTTG
AGTAGCCCCGCTAGTACTCC

489 Данная работа
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Supplies”, США). СЭМ проводили в режиме высо-
кого вакуума при ускоряющем напряжении 10 кВ.

Сканирующая электронная микроскопия ‒ энер-
годисперсионный рентгеновский анализ (СЭМ-
ЭДР). Для изучения элементного состава спор
B. cereus образцы промывали в стерильной воде и
фиксировали в 10%-ном нейтральном формалине,
после чего наносили на медные сетки с 300 ячейка-
ми (“SPI Supplies”) и на алюминиевые подлож-
ки. ЭДР-анализ проводили на двухлучевом элек-
тронно-ионном сканирующем микроскопе
Quanta 200 3D, сопряженном с прибором EDAX
Genesis XM4 с EDX-детектором (“EDAX”, США),
в режиме низкого вакуума при ускоряющем на-
пряжении 10 кВ. EDX-анализ проводили в 20 точ-
ках в течение 100 с. Данные регистрировали с ис-
пользованием программного обеспечения EDAX
Genesis (версия v.5.21) со следующими парамет-
рами: частота измерений 1500–2000 в секунду, до-
ля времени без измерений 20‒40%, размер пятна
5 и рабочее расстояние 15 мм. В полученной спек-
трограмме удаляли пики меди и алюминия, так
как эти элементы детектор улавливал как неспе-
цифический фон с медной решетки и алюминие-
вых подложек. Дальнейшую обработку данных
проводили с использованием Microsoft Office Ex-
cel 2007.

Масс-спектрометрия MALDI-TOF. Белки и
пептиды экстрагировали, как описано Sauer и со-
авт. [25], с незначительными модификациями.
Отдельные колонии микроорганизмов собирали
с поверхности агара пластиковой микробиологи-
ческой петлей объемом 1 мкл и ресуспендировали
в 300 мкл деионизированной воды. К суспензии
добавляли 900 мкл 96%-ного этанола, получен-
ную смесь тщательно перемешивали и центрифу-
гировали при 18894 g в течение 2 мин. Суперна-
тант количественно отбирали, осадок подсушивали
на воздухе. К высушенному осадку добавляли от 5
до 40 мкл 70%-ной муравьиной кислоты (в зави-
симости от объема осадка) и равный объем ацето-
нитрила. Полученную смесь центрифугировали
при 18894 g в течение 2 мин. Супернатант, содер-
жащий белковый экстракт, использовали в масс-
спектрометрическом анализе.

На 386-луночную стальную мишень (“Bruker
Daltonics”, Германия) наносили 1 мкл суперна-
танта и высушивали при комнатной температуре.
На поверхность высушенного экстракта наноси-
ли 1 мкл раствора матрицы: насыщенный раствор
α-циано-4-гидроксикоричной кислоты (“Sigma
Aldrich”, США), содержащий 50% ацетонитрила
и 2.5% трифторуксусной кислоты (“Panreac”,
США), и также высушивали при комнатной тем-
пературе.

Масс-спектрометрический анализ проводили
на приборе UltrafleXtreme (“Bruker Daltonics”),
оснащенном Nd:Yag-лазером (355 нм) в линей-

ном режиме. Детектировали положительно заря-
женные ионы в диапазоне m/z от 2000 до 20000
при следующих настройках ионного источника:
напряжение на IS1 20 кВ, на IS2 19 кВ, на линзах
(параметр “Lens”) 4.5 кВ, напряжение питания
детектора 2 885 В, коэффициент усиления 12.6.

Спектры снимали в автоматическом режиме с
использованием программы Flex Control (v.3.4,
build 135). Точки обстрела лазером на мишени вы-
бирали случайным образом. Суммировали 1200
спектров с 200 точек обстрела при частоте лазера
2 кГц.

Библиотеки спектров каждого образца получа-
ли при анализе трипликатов восьми технических
повторов. Калибровочным стандартом (кат. но-
мер 255343, “Bruker Daltonics”) и положительным
контролем служил белковый экстракт Escherichia coli
DH5α с дополнительными белками (РНКаза A
[M + H]+ 13683.2 Да, миоглобин [M + H]+ 16952.3 Да)

Полученные спектры обрабатывали с помо-
щью программного комплекса MALDI biotyper
Compass Explorer 4.1 (“Bruker Daltonics”) с ис-
пользованием стандартного метода препроцес-
синга данных (Biotyper Preprocessing Standard
Method). Обработанные спектры образцов срав-
нивали с референсной базой характеристических
спектральных профилей, включающей 6905 за-
писей. Результаты поиска характеристического
профиля выражали как логарифм значений. Зна-
чения ниже 1.699 соответствовали ненадежному
определению рода; 1.700–1.999 ‒ надежному опреде-
лению рода и, возможно, вида; 2.000–2.299 ‒ надеж-
ному определению рода, с высокой вероятностью
вида и, наконец, значения 2.300–3.000 соответ-
ствовали надежной идентификации до вида.

Дендрограммы составляли с помощью про-
граммного обеспечения MALDI-biotyper Compass
Explorer 4.1 (“Bruker Daltonics”); дополнительный
анализ масс-спектров проводили с помощью
программного обеспечения ClinProTools 3.0
(“Bruker Daltonics”).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Результаты MALDI-TOF-анализа указывают

на принадлежность клинических изолятов к
группе B. cereus.

Первичную идентификацию клинических
изолятов проводили с помощью масс-спектро-
метрического анализа MALDI-TOF (табл. 2). Со-
гласно полученным результатам, исследуемые
клинические изоляты можно надежно отнести к
роду Bacillus. Дендрограмма, построенная на ос-
нове масс-спектрометрических данных, также
свидетельствует о том, что клинические изоляты
ближе к штаммам B. cereus (рис. S1, см. Дополни-
тельные материалы на сайте http://www.molec-
bio.ru/downloads/2023/4/supp_Smirnova_rus.pdf),
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включая использованные в работе штаммы
ATCC10876 и NCTC8035. Однако в эту группу
входят также близкородственные виды B. cereus
sensu lato, такие как B. cytotoxicus, B. mycoides,
B. pseudomycoides, B. thuringiensis и B. weihen-
stephanensis, которые трудно дифференцировать
[26]. Хотя в последних работах определены био-
маркерные пики для B. anthracis [27], B. cereus и
B. thuringiensis [28], в целом, анализ MALDI-TOF
имеет слабую разрешающую способность, позволяя
надежно идентифицировать только некоторые
виды Bacilli [29]. Более того, MALDI-TOF-спек-
тры Bacilli сильно зависят от условий роста и от
присутствия спор в анализируемом образце [29],
поэтому для более надежной идентификации на-
ших клинических изолятов мы использовали дру-
гие методы.

Анализ последовательностей характеристических 
генов показывает, что один из клинических 

изолятов может принадлежать виду B. cytotoxicus
Секвенирование фрагментов 16S рДНК кли-

нических образцов и эталонных штаммов с по-
следующим поиском в базе данных NCBI с помо-
щью BLAST подтвердило принадлежность пато-
генных штаммов к роду Bacillus (табл. 3).
Нуклеотидные последовательности 16S рДНК
штаммов SRCC 1208, ATCC10876 и NCTC8035
совпадают преимущественно с последовательно-
стями штаммов B. cereus. В число близких видов
входят также B. thuringiensis и B. anthracis. Однако
изолят SRCC 19/16 проявляет наибольшее сход-
ство с B. cytotoxicus, а штамм B. cereus находится
только на 11-й позиции. Ранее показали, что
очень высокое сходство последовательностей 16S
рДНК затрудняет дискриминацию таких видов,
как B. cereus, B. anthracis и B. thuringiensis [30].

Для более точной идентификации клиниче-
ских штаммов использовали последовательности
тех же генов, как и при определении видовой при-
надлежности штаммов из группы B. cereus, а имен-
но sspE [18, 19], sph1 [20], motB [11, 21] и spoIIIAB
[22]. Так, фрагменты гена sspE всех четырех штам-
мов имеют длину 71 п.н., а не 188 п.н. (рис. 1), харак-
терную для штаммов B. anthracis [18, 19]. ПЦР-фраг-
менты генов motB, spoIIIAB и sph1 секвенировали,

объединяли в искусственные химерные последова-
тельности и использовали в BLAST-поиске. Со-
гласно полученным результатам (табл. 4), наилуч-
шие совпадения получены для штаммов B. cereus.
Исследуемые клинические изоляты расположе-
ны ближе к штаммам B. cereus и в соответствую-
щих деревьях расстояний (рис. S2, см. Дополни-
тельные материалы на сайте http://www.molec-
bio.ru/downloads/2023/4/supp_Smirnova_rus.pdf).

Физиологические и биохимические тесты 
указывают на то, что SRCC 19/16 это скорее 

B. cereus, чем B. cytotoxicus

С использованием физиологических и биохи-
мических тестов, описанных в [31], получены
данные, позволяющие отнести изолят SRCC

Таблица 2. Результат идентификации клинических изолятов методом MALDI-TOF

аПриведено значение интегральной количественной оценки надежности идентификации штамма (см. раздел “Эксперимен-
тальная часть”).

Штамм Наиболее близкий штамм Надежность идентификацииа

Клинический изолят SRCC 19/16 B. cereus DSM 31T DSM 1.81

Клинический изолят SRCC 1208 B. cereus 4080 LBK 2.21
B. cereus ATCC 10876 B. cereus 4080 LBK 2.08
B. cereus NCTC 8035 B. cereus 4080 LBK 2.06

Рис. 1. Электрофореграмма разделения продуктов
амплификации участка гена sspE, использованного в
идентификации штаммов B. cereus с помощью AFLP.
M100 – маркер молекулярной массы ДНК. 1 – Изо-
лят SRCC 19/16; 2 – изолят SRCC 1208; 3 – B. cereus
АТСС 10876; и 4 – B. cereus NСTС 8035.

M 100
1 2 3 4

п.н.
200

100
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19/16 к B. cytotoxicus или к B. cereus. Согласно этим
данным (табл. 5), по ряду биохимических свойств
SRCC 19/16 более сходен с B. cereus, нежели с
B. сytotoxicus, однако следует отметить, что клетки
данного штамма не растут при 10°C, что должно
быть характерным для B. сytotoxicus.

Различия в химическом составе спор Bacilli, 
выявленные с помощью сканирующей электронной 

микроскопии ‒ энергодисперсионного 
рентгеновского анализа (СЭМ-ЭДР)

Поскольку исследуемые изоляты были выде-
лены из клинических образцов, интерес пред-
ставляли химические, биохимические, физиоло-
гические и структурные особенности их спор,
способные вносить вклад в патогенную природу
изолятов. В ходе анализа с помощью СЭМ-ЭДР в

спорах эталонных штаммов B. cereus ATCC 10876,
B. cereus NCTC 8035 и в клиническом изоляте
SRCC 1208 выявили элементы C, N, O, Na, Mg, Si,
P, S, Cl и Ca (табл. 6). Элементы C, N, O, Na, Mg,
Si, P, S, Cl, Ca, K обнаружены в клиническом изо-
ляте SRCC 19/16. Отметим сниженное содержа-
ние ионов кальция в обоих клинических изоля-
тах. Опубликованы данные о влиянии кальция на
термоустойчивость B. cereus [32]. Интересно, что
калий обнаружен лишь в изоляте SRCC 19/16.
Имеются данные о том, что калий может влиять
на активность токсинов B. cereus [33].

Характеристика спор с помощью сканирующей 
электронной микроскопии (СЭМ)

Для описания внешней структуры спор иссле-
дуемых штаммов использовали СЭМ (результаты

Таблица 3. Поиск сходных последовательностей 16S РНК в базе данных NCBI с помощью BLAST

*Общий балл (total-score) – сумма баллов выравнивания всех найденных сегментов одной и той же последовательности в базе
данных, которые соответствуют последовательности, заданной в поиске (вычисляется по всем сегментам).

Штамм/Изолят Штаммы с наиболее сходными фрагментами 
16S РНК Общий балл* Идентификатор NCBI

SRCC 1208 B. cereus штамм DBM-Z6 1574 MT321509.1
B. cereus group sp. штамм YP20170200 1574 MT312782.1
B. cereus штамм EB14 1574 MT256104.1
B. cereus штамм EB2 1574 MT256102.1
B. cereus штамм D85 1574 MT256066.1

SRCC 19/16 B. cytotoxicus штамм CH_1 20287 CP024120.1
B. cytotoxicus штамм CH_2 20320 CP024116.1
B. cytotoxicus штамм CH_3 20320 CP024113.1
B. cytotoxicus штамм CH_4 20325 CP024111.1
B. cytotoxicus штамм CH_13 18744 CP024109.1
B. cytotoxicus штамм CH_15 20325 CP024107.1
B. cytotoxicus штамм CH_23 20287 CP024104.1
B. cytotoxicus штамм CH_25 20287 CP024101.1
B. cytotoxicus штамм CH_38 20325 CP024098.1
B. cytotoxicus штамм CH_39 20320 CP024096.1
B. cereus штамм UCCB 148 1570 MH193385.1

ATCC 10876 B. cereus F837/76 2293 CP003187.1
B. cereus 03BB108 2193 CP009641.1
B. thuringiensis штамм Al Hakam 2187 CP000485.1
B. thuringiensis штамм HD571 2187 CP009600.1
B. anthracis штамм MCCC 1A02161 2176 CP031642.1

NCTC8035 B. cereus штамм DBM-Z6 1546 MT321509.1
B. cereus group sp. штамм YP20170200 1546 MT312782.1
B. cereus штамм EB14 1546 MT256104.1
B. cereus штамм D85 1546 MT256066.1
B. thuringiensis штамм 8C5-13 1546 MK603121.1
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представлены на рис. 2). Споры эталонного
штамма B. cereus ATCC 10876 имели овальную
форму, каждая спора окружена экзоспориумом.
Средняя длина спор вместе с экзоспориумом со-
ставила 1.94 ± 0.05 мкм. Споры эталонного штам-
ма B. cereus NCTC 8035 также имели овальную
форму, были окружены экзоспориумом и были в
среднем более короткими, чем у ATCC 10876
(1.75 ± 0.04 мкм). Наименьшая длина спор зафик-

сирована у клинического изолята SRCC 1208
(1.55 ± 0.11 мкм). В отличие от других штаммов
споры клинического изолята SRCC 19/16 имели
наибольшую длину – 2.17 ± 0.05 мкм, что связано с
увеличенным размером экзоспориума. Учитывая
большое значение экзоспориума в молекулярных
механизмах патогенеза Bacilli [6], увеличение его
размеров связано, возможно, с патогенным потен-
циалом спор этого клинического изолята.

Таблица 4. Поиск сходных химерных последовательностей motB-spoIIIB-sph1 в базе данных NCBI с помощью
BLAST

*Общий балл (total-score) – сумма баллов выравнивания всех найденных сегментов одной и той же последовательности в базе
данных, которые соответствуют последовательности, заданной в поиске (вычисляется по всем сегментам).

Штамм/Изолят Штаммы с наиболее близкими химерными 
последовательностями motB-spoIIIB-sph1

Общий балл* Идентификатор 
NCBI

SRCC19/16

Bacillus sp. ABP14 1475 CP017016.1
B. cereus E33L 1459 CP009968.1
B. cereus штамм JEM-2 1437 CP018935.1
B. cereus штамм ISSFR-9F 1437 CP018933.1
B. cereus штамм ISSFR-3F 1437 CP018931.1

SRCC 1208

Bacillus sp. ABP14 1527 CP017016.1
B. cereus E33L 1516 CP009968.1
B. cereus штамм JEM-2 1483 CP018935.1
B. cereus штамм ISSFR-9F 1483 CP018933.1
B. cereus штамм ISSFR-3F 1483 CP018931.1

ATCC 10876

B. cereus F837/76 2293 CP003187.1
B. cereus 03BB108 2193 CP009641.1
B. thuringiensis штамм Al Hakam 2187 CP000485.1
B. thuringiensis штамм HD571 2187 CP009600.1
B. anthracis штамм MCCC 1A02161 2176 CP031642.1

NCTC 8035

B. cereus штамм 25 1874 CP020803.1
B. cereus Q1 1529 CP000227.1
B. paranthracis штамм CFSAN068816 1523 CP045777.1
B. cereus штамм CC-1 1523 CP023179.1
B. cereus NC7401 1523 AP007209.1

Таблица 5. Физиологические и биохимические свойства клинических изолятов

aУказан процент положительных штаммов среди всех протестированных согласно [31]; + обнаружен рост; – нет роста.

Признак B. cytotoxicus, 
согласно [31]

B. cereus, 
согласно [31]

Штамм

ATCC 10876 NCTC 8035 SRCC 19/16

Использование цитрата – [33%]a +[34%] + + +

Гидролиз крахмала – + [67%] + + +

Температура роста: минимальная
максимальная

20°C 10°C – (10°C) 
+ (20°C)

– (10°C) 
+ (20°C)

– (10°C) 
+ (20°C)

50°C 45°C
– (50°C) 
+ (45oC)

– (50°C) 
+ (45°C)

– (50°C) 
+ (45°C)
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Трансмиссионная электронная микроскопия (TEM) 
спор клинических изолятов

Ультраструктурные особенности спор клини-
ческих изолятов, ассоциированных с их пато-
генным потенциалом, изучали с помощью элек-
тронной микроскопии. На рис. 3 представлена
электронная микрофотография зрелой споры
эталонного штамма B. cereus ATCC 10876 после
негативного окрашивания. Отметим, что споры
всех исследованных штаммов имеют сходную
структуру. Спора обладает внешней оболочкой –
экзоспориумом, который состоит из базальной
мембраны и ворсистого слоя. От поверхности
спор отходят длинные нитевидные структуры,
которые напоминают пили грамотрицательных
бактерий.

Путем микроскопирования ультратонких сре-
зов изучали также динамику формирования спор
(от 12 до 96 ч) у исследуемых штаммов. Начало
споруляции у всех штаммов сопровождалось
формированием электронно-прозрачных включе-
ний полигидроксибутирата, которые сохранялись
на срезах спорообразующих клеток и на последую-
щих фазах споруляции. Дальнейшие наблюдения
подтвердили типичный цикл споруляции B. cereus:
последовательно отмечалось формирование спо-
ровой перегородки, проспоры, экзоспориума,
оболочки споры, кортекса споры, ядра и, нако-
нец, зрелой споры. Экзоспориум формируется на
внешней мембране споры и, вытягиваясь, обра-
зует отсек, занимающий часть родительской
клетки, внутри которого продолжается синтез и
сборка структур споры. В этом отсеке вновь син-
тезированные структуры споры защищены от ли-
зиса. Пространство экзоспориума зрелых спор
эталонного штамма АТСС 10876 не содержит

включений (рис. 4а). Поверхность спор тонкая,
электронно-плотная. Электронно-прозрачный
кортекс окружает ядро споры, содержащее на-
следственный материал (рис. 4а, 4б). На рис. 2б
представлен аксиальный срез эталонного штамма
NCTC 8035 на стадии созревания споры и форми-
рования экзоспориума. Видно, что экзоспориум
занимает небольшую часть цитоплазмы роди-
тельской клетки.

У клинического изолята SRCC 1208 наблюда-
ли отличия в формировании экзоспориума. Мем-
брана экзоспориума, которая начинается от со-
зревающей споры, удлиняется и продвигается к
противоположному полюсу материнской клетки.
Это ведет к формированию довольно длинного и
узкого клиновидного отсека экзоспориума (рис. 5а).
Можно отметить также складчатость мембраны
экзоспориума, которая исчезает через 96 ч, и зна-
чительно больший объем экзоспоримума, позво-
ляющий разметить внутри него необычное круп-
ное, округлое или аморфное включение, что
структуры, уникальной для спор данного клини-
ческого изолята (рис. 5б–5г). С помощью элек-
тронной микроскопии с высокой проникающей
способностью электронного пучка установлено,
что оболочка включения слоистая, а содержимое –
зернистое (рис. 5г). В настоящее время не ясно из
чего состоит это включение и связано ли оно с па-
тогенезом.

В целом споры клинического изолята SRCC
19/16 похожи на споры эталонных штаммов B. ce-
reus. Наблюдали спорулирующие клетки с много-
численными электронно-прозрачными круглыми
включениями полигидроксибутирата, характер-
ными для этой группы бацилл (рис. 6а).

Таблица 6. Содержание элементов в спорах эталонных штаммов B. cereus и клинических изолятов*

*Содержание выражено в весовых процентах (мас. %).
Примечание. Данные представлены в виде среднего ± стандартное отклонение. Abs – нет данных.

Элемент B. cereus 
ATCC 10876

B. cereus 
NCTC 8035 SRCC 1208 SRCC 19/16

C 59.3 ± 3.3 55.4 ± 2.5 56.0 ± 2.3 49.4 ± 2.1
N 17.3 ± 2.7 18.4 ± 2.6 20.2 ± 1.6 21.0 ± 1.0
O 16.0 ± 0.9 14.8 ± 1.5 17.3 ± 1.1 19.4 ± 1.5
Na 1.5 ± 0.9 2.0 ± 0.9 1.2 ± 0.8 3.1 ± 1.5
Mg 0.7 ± 0.6 0.5 ± 0.2 0.5 ± 0.3 0.8 ± 0.8
Si 0.4 ± 0.1 0.5 ± 0.5 0.4 ± 0.3 0.2 ± 0.1
P 0.8 ± 0.1 0.9 ± 0.1 0.8 ± 0.2 0.6 ± 0.2
S 0.4 ± 0.1 0.5 ± 0.2 0.4 ± 0.1 0.5 ± 0.1
Cl 0.4 ± 0.1 2.6 ± 1.0 0.5 ± 0.2 2.1 ± 1.2
K Abs Abs Abs 0.6 ± 0.3
Ca 3.1 ± 0.8 4.3 ± 0.5 2.8 ± 0.3 2.4 ± 0.8
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В настоящей работе исследованы два клини-

ческих изолята, которые относятся к группе
близкородственных видов B. cereus и идентифи-

цированы нами как B. cereus и B. cytotoxicus на ос-
новании анализа последовательностей характе-
ристических генов в сочетании с биохимически-
ми и физиологическими тестами.

Рис. 2. Изображения спор штаммов B. cereus, полученные с помощью СЭМ. а – B. cereus ATCC 10876 (эталонный
штамм). б – B. cereus NCTC 8035 (эталонный штамм). в – SRCC 19/16 (клинический изолят). г – SRCC 1208 (клиниче-
ский изолят). д – Оценка длины спор исследуемых штаммов. Масштаб – 5 мкм. Длину спор определяли с помощью
программы ImageJ. Данные представлены в виде среднего ± стандартная ошибка среднего, количество измерений ва-
рьирует от 6 до 27. е – Оценка статистической значимости различий в длинах спор с помощью теста ANOVA, приведе-
ны значения статистики Q и значение p для попарных сравнений с поправкой на множественное сравнение.
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В ходе дальнейшего изучения клинических
изолятов установлено, что содержание ионов
кальция в них достоверно ниже, чем у эталонных
штаммов. Недавно показано, что при прораста-
нии спор B. cereus в среде, обогащенной кальцием,
снижается устойчивость клеток к термической
обработке [32]. В спорах изолята SRCC 19/16, в
отличие от спор других штаммов, обнаружены
ионы калия. Опубликованные данные указывают
на то, что повышенная активность некоторых
токсинов, продуцируемых B. cereus, связана с их
сродством к ионам калия [33]. Можно предполо-
жить, что за счет ионов калия изолят SRCC 19/16
может проявлять повышенную цитотоксичность
по сравнению с другими штаммами. Споры этого
изолята более удлиненные, поскольку они имеют
увеличенный экзоспориум. Экзоспориум играет
важную роль в молекулярных патогенетических
механизмах Bacilli [6], обеспечивая контакт с
клетками хозяина. Возможно, увеличение разме-

ров экзоспориума указывает на изменения его
структуры, повышающие патогенный потенциал
спор клинического изолята. Что касается ультра-
тонкой структуры спор изолята SRCC 19/16, то
она не отличается от структуры эталонных штам-
мов. Интересно отметить, что у изолята SRCC
1208 в ходе споруляции формируется удлиненный
и более вместительный экзоспориум, внутри ко-
торого затем появляется крупное электронно-
плотное включение неясной природы. Эти включе-
ния не похожи на известные электронно-плотные
кристаллические включения правильной формы,
такие как кристаллы Cry-токсинов B. thuringiensis
[5, 34] и белковые кристаллы других штаммов ро-
да Bacillus [35, 36]. Можно предположить, что на-
блюдаемые включения похожи на параспоровые
кристаллы неправильной формы, имеющие бел-
ковую природу и обнаруживаемые у некоторых
бактерий, например Paenibacillus popilliae [37].
В штаммах B. thuringiensis, не обладающих инсек-

Рис. 3. Электронная микрофотография зрелой споры B. cereus ATCC 10876 при негативном окрашивании. Цифрами
обозначены: 1 – пилиподобные структуры; 2 – ворсистый слой экзоспориума; 3 – базальный слой экзоспориума.
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1

2

3

Рис. 4. Электронные микрофотографии ультратонких срезов спор эталонных штаммов: а – B. cereus ATCC 10876 и
б – B. cereus NCTC 8035. Цифрами обозначены: 1 – центральная часть споры; 2 – экзоспориум; 3 – оболочка споры;
4 – кортекс; 5 – внутреннее пространство экзоспориума. Масштабная линейка – 1 мкм.
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тицидным действием, обнаружены крупные
электронно-плотные кристаллы неправильной
формы, имеющие оболочку [38]. Эти кристаллы
образованы белком параспорином, который по-
сле расщепления протеазами проявляет сильный
цитотоксический эффект в отношении клеток че-
ловека [38]. Учитывая, что похожие по форме
включения обнаружены нами в клиническом
изоляте, можно предположить, что они также
сформированы белком, обладающим цитотокси-

ческим действием и участвующим в патогенезе.
Необходимы дальнейшие исследования, чтобы
установить компоненты этих уникальных вклю-
чений и их связь с патогенностью клинических
изолятов.

Авторы выражают благодарность А.В. Моисе-
енко за техническую поддержку, а также А.В. Руб-
цову, К.В. Рубцовой и М.С. Золотухину за по-
мощь в подготовке публикации. Авторы выражают
также благодарность Центру высокоточного ре-

Рис. 5. Электронные микрофотографии ультратонких срезов спор клинического изолята SRCC 1208. а – Образование
экзоспориума. б – Зрелая спора с крупным включением внутри материнской клетки. в – Зрелая спора с крупным
включением внутри экзоспориума. г – Фотография зрелой споры, полученная с помощью высоковольтной электрон-
ной микроскопии высокого разрешения с высокой проникающей способностью электронного пучка (200 кВ). Циф-
рами обозначены: 1 – центральная часть споры; 2 – экзоспориум; 3 – оболочка споры; 4 – кортекс; 5 – клеточная
стенка; 6 – цитоплазма родительской клетки; 7 – включение неизвестной природы. Масштабная линейка 1 мкм.
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Рис. 6. Электронные микрофотографии ультратонких срезов спор клинического изолята SRCC 19/16. а –Спорулиру-
ющие клетки с включениями полигидроксибутирата. б – Зрелая спора. Масштабная линейка 1 мкм.
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дактирования генома и генетических техноло-
гий для биомедицины ИМБ РАН за предостав-
ленные вычислительные мощности и методики
для анализа данных.

Часть работы выполнена на оборудовании
ЦКП “Геном” ИМБ РАН (http://www.eimb.ru/RUS-
SIAN_NEW /INSTITUTE/ccu_genome_c.php).

Работа выполнена при финансовой поддержке
Министерства науки и высшего образования Рос-
сийской Федерации (Контракт в системе электрон-
ный бюджет № 075-10-2021-113, ID проекта: RF----
193021X0001).
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честве объектов исследований.

Авторы сообщают об отсутствии конфликта
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Bacillus cereus is a spore-forming bacterium found in the environment mainly in soil. Bacillus spores are
known to be extremely resistant not only to environmental factors, but also to various sanitation regimes.
This leads to spore contamination of toxin-producing strains in hospital and food equipment and, there-
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fore, poses a great threat to human health. Two clinical isolates identified as B. cereus and B. cytotoxicus
were investigated in the present work. It was shown that their calcium ion content was significantly lower
than that of the reference strains. According to electron microscopy, one of the isolates SRCC 19/16 has
an enlarged exosporium, and isolate SRCC 1208 shows large electron-dense inclusions of unclear nature
during sporulation. We can assume that it contains a biologically active component with a cytotoxic effect
and possibly plays a role in pathogenesis. Comparative chemical, biochemical, physiological, and ultra-
structural analysis of spores of clinical isolates and reference strains of B. cereus was performed. The results
obtained deepen our understanding of the properties of spores that contribute to the increased pathogenic-
ity of B. cereus group species.

Keywords: Bacillus cereus, Bacillus cytotoxicus, spore, electron microscopy, mass spectrometry
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Избыточное поглощение богатых холестерином липопротеинов низкой плотности макрофагами
сосудистой стенки приводит к трансформации макрофагов в пенистые клетки, накоплению липи-
дов в интиме артерий и, как следствие, к образованию атеросклеротических бляшек и развитию сер-
дечно-сосудистых заболеваний. Адипонектин – секретируемый жировой тканью адипокин, вызы-
вает антиатерогенные и противовоспалительные эффекты, взаимодействуя с рецепторами AdipoR1
и AdipoR2. Одним из механизмов антиатерогенного действия адипонектина может быть участие в
регуляции обратного транспорта холестерина и предотвращение образования пенистых клеток. Мы
предположили, что низкомолекулярный агонист рецепторов адипонектина – адипорон – может
модулировать экспрессию генов обратного транспорта холестерина и воспаления в макрофагах че-
ловека, и изучили влияние различных концентраций адипорона (0, 5, 10 и 20 мкМ) на экспрессию
генов ABCA1, ABCG1, APOA1, NR1H3 (LXRα), NR1H2 (LXRβ), PPARG, ACAT1, IL6, TNFA, TLR4 в
клетках первичной культуры макрофагов человека, а также на макрофаги линии THP-1. Выживае-
мость клеток оценивали с использованием MTS-теста. Уровень мРНК генов ABCA1, ABCG1, APOA1,
NR1H3, NR1H2, PPARG, ACAT1, IL6, TNFA, TLR4 в первичной культуре макрофагов человека оце-
нивали методом ПЦР в реальном времени. Показано увеличение относительного уровня мРНК ге-
нов PPARG и ABCA1 при воздействии адипорона в концентрации 5 и 10 мкМ в течение суток. Отме-
чен цитотоксический эффект адипорона в высокой концентрации (20 мкМ), выраженный в боль-
шей степени в макрофагах линии THP-1. Полученные данные о влиянии адипорона на макрофаги
человека и изучение возможных агонистов рецепторов адипонектина представляют значительный
интерес, учитывая необходимость поиска новых подходов к профилактике и лечению атеросклероза.

Ключевые слова: адипорон, ABCA1, PPARG, обратный транспорт холестерина, макрофаги, THP-1
DOI: 10.31857/S0026898423040183, EDN: QLXHWK

ВВЕДЕНИЕ
Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) ‒

основная причина смертности во всем мире [1, 2],
поэтому поиск молекулярных маркеров развития

ССЗ и подходов к их лечению не теряет своей акту-
альности. Более половины смертей от ССЗ прихо-
дится на ишемическую болезнь сердца (ИБС),
которая характеризуется нарушением кровоснаб-
жения миокарда вследствие гемодинамически
значимого поражения коронарных артерий [3, 4].
Атеросклероз ‒ это многофакторное заболева-
ние, при котором происходит накопление липи-
дов, главным образом эфиров холестерина, в ин-
тиме артерий [5]. Отличительным признаком на-
чальных стадий атеросклеротических поражений
является образование пенистых клеток, обуслов-
ленное неконтролируемым поглощением макро-
фагами богатых холестерином липопротеинов
низкой плотности (ЛПНП), подверженных раз-
личным модификациям, таким как окисление,

Сокращения: ССЗ – сердечно-сосудистые заболевания;
ИБС – ишемическая болезнь сердца; ЛПНП – липопроте-
ины низкой плостности; LXRα, LXRβ ‒ X-рецепторы пе-
чени α и β; RXR ‒ ретиноидный Х-рецептор; PPARα,
PPARγ ‒ рецепторы α и γ, активируемые пролифератора-
ми пероксисом; ABCA1, ABCG1 ‒ ABC-кассетные транс-
портеры; ЛПВП – липопротеины высокой плостности;
ОТХ – обратный транспорт холестерина; AdipoR1,
AdipoR2 – рецепторы адипонектина; APOA1 – аполипо-
протеин А1; ACAT-1 ‒ ацил-СоА-холестерин-ацилтрансфе-
раза-1; TNF-α ‒ фактор некроза опухоли α; IL-6 – интер-
лейкин-6; TLR4 ‒ Tоll-подобный рецептор 4; PBS – фос-
фатно-солевой буфер; DMSO – диметилсульфоксид; FBS ‒
эмбриональная сыворотка крупного рогатого скота.

УДК 577.218

ГЕНОМИКА. 
ТРАНСКРИПТОМИКА
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ферментативное и неферментативное расщепле-
ние, агрегация, десиалирование [2, 5‒11].

Прогрессирование атеросклероза определяется
двумя основными процессами – нарушением ме-
таболизма липопротеинов, сопровождающимся
накоплением внутриклеточных липидов, и раз-
витием хронического воспаления, важную роль в
котором, согласно последним данным, играет
митохондриальная дисфункция [12]. Макрофаги
захватывают модифицированные ЛПНП посред-
ством рецептор-опосредованного фагоцитоза и
пиноцитоза и секретируют широкий спектр фак-
торов, регулирующих воспаление и фиброз [9,
13]. Последующая хронизация воспаления при
атеросклерозе может вызываться активацией
врожденного иммунитета, обусловленной мута-
циями митохондриальной ДНК (мтДНК) и нару-
шениями митофагии [14]. Предполагается, что
накопление мутаций мтДНК в макрофагах при-
водит к снижению ими продукции АТР, синтеза
лизосомных липаз, а макрофаги при этом утрачи-
вают способность метаболизировать модифици-
рованные ЛПНП и, накапливая липиды, превра-
щаются в пенистые клетки [15]. Таким образом,
атеросклеротическое поражение возникает из-за
локального воспаления в стенке артерий, которое
становится хроническим и сопровождается не-
контролируемым накоплением липидов [14].

Накопление клеточного холестерина приво-
дит к активации нескольких транскрипционных
факторов, включая X-рецепторы печени α и β
(LXRα, LXRβ), ретиноидный Х-рецептор (RXR)
и рецепторы, активируемые пролифератором пе-
роксисом PPAR (PPARγ, PPARα). Эти тран-
скрипционные факторы регулируют экспрессию
ABC-кассетных транспортеров ABCA1 и ABCG1.
ABCA1 вместе с APOA1 участвует в биогенезе ли-
попротеинов высокой плотности (ЛПВП), в то
время как ABCG1 способствует оттоку холесте-
рина из макрофагов на зрелые частицы ЛПВП.
В процессе обратного транспорта холестерина
(ОТХ) антиатерогенные ЛПВП принимают уча-
стие в транспорте холестерина из перифериче-
ских тканей в печень для его последующей утили-
зации в составе желчных кислот [3, 16, 17].

Адипонектин ‒ плейотропный адипокин, сек-
ретируемый жировой тканью, оказывает проти-
вовоспалительное, антидиабетическое и антиате-
рогенное действие, взаимодействуя с рецептора-
ми AdipoR1 и AdipoR2, и может рассматриваться
как важная терапевтическая мишень. Адипонек-
тин участвует в углеводном и липидном обмене,
регулирует чувствительность тканей к инсулину,
уменьшает сосудистое воспаление и препятствует
проатеросклеротическим процессам, т.е. адгезии
моноцитов, трансформации макрофагов в пени-
стые клетки, миграции и пролиферации гладко-
мышечных клеток [18‒21]. Участвуя в регуляции

липидного спектра крови, адипонектин защища-
ет от развития атеросклероза и неалкогольной
жировой болезни печени [22, 23]. Следует отме-
тить, что более медленное прогрессирование ате-
росклеротических ССЗ у женщин может быть
связано с рядом протективных факторов, в том
числе, с более высокой концентрацией адипонек-
тина в крови, чем у мужчин [24]. Однако нами не
обнаружено различий в концентрации адипонек-
тина в сыворотке крови мужчин и женщин, что
может быть связано с ИБС у женщин в исследуе-
мой выборке [25].

Снижение экспрессии гена адипонектина при
ожирении, связанном с высоким риском разви-
тия ИБС, описано ранее [26‒28]. Нами показано
снижение концентрации адипонектина в сыво-
ротке крови, а также относительного уровня
мРНК и белка адипонектина в подкожной жиро-
вой ткани пациентов с ИБС по сравнению с кон-
трольной группой [25].

Предполагается, что одним из механизмов,
связанных с предотвращением образования пе-
нистых клеток, может быть участие адипонекти-
на в регуляции ОТХ. Liang и соавт. [29] показали,
что адипонектин увеличивает экспрессию гена
ABCA1 как на уровне мРНК, так и на уровне бел-
ка, а также способствует оттоку холестерина на
ApoA1 в макрофагах RAW264,7 путем активации
LXRα [29]. Адипонектин может влиять на темпы
накопления липидов, снижая экспрессию гена,
кодирующего ацил-СоА-холестерин-ацилтранс-
феразу-1 (ACAT-1), которая катализирует образо-
вание эфиров холестерина [30]. Помимо этого,
противовоспалительное действие адипонектина
может быть связано с подавлением секреции ци-
токинов, таких как TNF-α и IL-6 [31‒33]. Поэто-
му актуальным представляется поиск соедине-
ний, усиливающих функциональную активность
адипонектина. Адипорон, идентифицированный
как низкомолекулярный агонист рецепторов
адипонектина, улучшает метаболизм глюкозы и
липидов, повышает чувствительность к инсулину
как в культивируемой клеточной линии миобла-
стов, так и у мышей [34, 35]. Мы предположили,
что адипорон может модулировать экспрессию
генов ОТХ и воспаление в макрофагах человека.

Цель данной работы состояла в изучении влия-
ния различных концентраций адипорона на экс-
прессию генов липидного обмена (ABCA1, ABCG1,
APOA1, NR1H3 (LXRα), NR1H2 (LXRβ), PPARG,
ACAT1) и воспаления (IL6, TNFA, TLR4) в макро-
фагах человека.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культивирование макрофагов. Первичные
культуры макрофагов человека получены из об-
разцов (30 мл) периферической крови трех здо-
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ровых доноров. Проведение исследования одобре-
но локальным этическим комитетом ПСПбГМУ
им. И.П. Павлова. Фракцию мононуклеарных
клеток получали методом градиентного центри-
фугирования при 1600 об/мин в растворе фиколла
(р = 1.077, “Corning”, США) по методике, описан-
ной ранее [36], и дважды отмывали в холодном
PBS. Далее мононуклеарные клетки ресуспенди-
ровали в культуральной среде (Alpha MEM, “Био-
лот”, Россия), содержащей 10% аутологичной сы-
воротки человека, 1% антибиотика (гентамицин),
и инкубировали в 24-луночных планшетах в кон-
центрации 2 × 105 клеток на лунку в инкубаторе с
5% СО2 при 37°С в течение 2 ч, после чего клетки
промывали в PBS. Прикрепившиеся к чашкам
Петри моноциты культивировали в течение 5 сут
с заменой питательной среды на 1-е и 3-и сут.

Полученные клетки инкубировали в течение
суток в культуральной среде, содержащей адипо-
рон (“Sigma-Aldrich”, США) в концентрации 0
(DMSO), 5, 10 и 20 мкМ. Адипорон поставляется
в лиофилизированном виде и растворяется в DMSO,
поэтому DMSO использовали в качестве отрица-
тельного контроля. Концентрации адипорона, в
том числе предельно допустимые, определяли по-
сле проведения теста на выживаемость клеток
(MTS-тест). После инкубации клетки отмывали в
PBS и использовали для выделения РНК.

В работе также использовали клеточную ли-
нию моноцитарного лейкоза человека THP-1
(ЦКП “Коллекция клеточных культур позвоноч-
ных” Института цитологии РАН). Клетки культи-
вировали в среде RPMI 1640 с добавлением 10%
FBS, 2 мM L-глутамина и 1% антибиотика (гента-
мицин) при 37°C в инкубаторе с 5% CO2. Для
дифференцировки в макрофаги клетки рассажи-
вали на 24-луночные планшеты по 5 × 105 на лунку.
Дифференцировку моноцитов THP-1 в макрофа-
ги индуцировали форболовым эфиром (“Novus
Biologicals”, США) в концентрации 50 нг/мл в те-
чение 24 ч.

MTS-тест. MTS-тест проводили с помощью
набора CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (“Promega”, США). К 100 мкл
питательной среды добавляли 20 мкл реагента
CellTiter 96® AQueous One Solution и инкубирова-
ли при 37°C с 5% CO2 в течение 1 ч. Жизнеспособ-
ность клеток определяли, измеряя оптическую
плотность при 490 нм на спектрофотометре
xMark (“Bio-Rad”, США).

Определение уровня мРНК исследуемых генов.
РНК выделяли с использованием набора Gene JET
RNA Purification Kit (“ThermoFisher Scientific”,
США). кДНК получена методом обратной тран-
скрипции с использованием набора MMLV RT kit
(“Евроген”, Россия). Чистоту препарата РНК
оценивали на спектрофотометре SmartSpecPlus
(“Bio-Rad”) по соотношению поглощения при

длинах волн 260 и 280 нм (критерий чистоты 2).
Отсутствие деградации РНК проверяли с помо-
щью электрофореза в 1%-ном агарозном геле по
соотношению интенсивности полос, соответ-
ствующих 28S и 18S рРНК (2 : 1 при отсутствии
деградации).

Относительный уровень мРНК генов ABCA1,
ABCG1, APOA1, NR1H3, NR1H2, PPARG, ACAT1,
IL6, TNFA, TLR4 определяли методом ПЦР в ре-
жиме реального времени с флуоресцентными
зондами TaqMan на приборе CFX96 (“Bio-Rad”).
Использовали праймеры и зонды, меченные различ-
ными флуорофорами (“ДНК-синтез”, Москва). По-
следовательности праймеров и зондов представ-
лены в табл. 1.

Амплификацию проводили с использованием
Taq AB мастер-микса ×2.5 (“АлкорБио”, Россия)
в 20 мкл смеси в следующем температурно-вре-
менном режиме: первый цикл – 95°С, 3 мин –
предварительная денатурация; плавление – 95°С,
10 с; отжиг – 58°С, 30 с; синтез – 72°С, 10 с, 44 цикла.
Достоверность и точность эксперимента обеспе-
чивали, проводя измерения всех образцов как
минимум в трех повторах. Относительный уро-
вень мРНК исследуемых генов рассчитывали с
использованием метода ΔΔСt с модификацией
для нескольких референсных генов и выражали в
относительных единицах [36].

Статистическая обработка. Статистическую
обработку выполняли с использованием про-
грамм SPSS 23.0 для Windows и R-Studio. Стати-
стический анализ различий между сравниваемыми
группами проводили с использованием H-крите-
рия Краскела–Уоллиса с последующим попар-
ным сравнением методом Данна. Критический
уровень статистической значимости принимали
равным 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Нами оценена выживаемость клеток линии

THP-1 и первичной культуры макрофагов в при-
сутствии адипорона в концентрации от 0 до
25 мкМ. Для первичной культуры макрофагов
выбрана концентрация 20 мкМ как максималь-
ная для клеток данного типа. Воздействие адипо-
рона в тех же концентрациях на клеточную ли-
нию THP-1 приводило к более значительному
снижению их выживаемости, поэтому дальней-
шие эксперименты с этими клетками не проводи-
ли (рис. 1).

Определен относительный уровень мРНК ге-
нов ABCA1, ABCG1, APOA1, NR1H3, NR1H2,
PPARG, ACAT1, IL6, TNFA, TLR4 в первичной
культуре макрофагов человека после воздействия
адипорона.

Показано, что воздействие адипорона в кон-
центрации 5 и 10 мкМ на макрофаги человека вы-
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звало повышение уровня мРНК генов ABCA1 и
PPARG (p < 0.05 и p < 0.05 соответственно) (рис. 2, 3).

Не выявлено изменений в относительном уров-
не мРНК генов ABCG1, APOA1, NR1H3, NR1H2,
ACAT1, IL6, TNFA, TLR4 при воздействии адипо-
рона.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Адипорон – это низкомолекулярный агонист

рецепторов AdipoR1 и AdipoR2 адипонектина.
Активация рецепторов приводит к запуску ряда
сигнальных каскадов, через которые могут реали-

зоваться антиатерогенные свойства адипонекти-
на [34, 38, 39]. В нашей работе впервые изучено
воздействие адипорона на экспрессию генов ли-
пидного обмена (ABCA1, ABCG1, APOA1, NR1H3,
NR1H2, PPARG, ACAT1) и воспаления (IL6, TNFA,
TLR4) в макрофагах человека. Мы наблюдали
увеличение экспрессии генов PPARG и ABCA1
при концентрациях адипорона 5 и 10 мкМ. Ранее
было показано, что адипонектин время- и дозоза-
висимым образом усиливает экспрессию гена ABCA1
в макрофагах мыши, активируя LXRα, а также
экспрессию генов ABCA1, NR1H3 и PPARG в мак-
рофагах человека [29, 40]. Уровень экспрессии ге-

Таблица 1. Структура олигонуклеотидных праймеров и зондов
Ген Прямой (F) и обратный (R) праймеры и TaqMan® зонды

ABCA1 (целевой ген)
F: 5'-СTCCTGTGGTGTTTCTGGATG-3'
R: 5'-CTTGACAACACTTAGGGCACAA-3'
5' (FAM)-AAGCCCGGCGGTTCTTGTGG -3'(RTQ1)

ABCG1 (целевой ген)
F: 5'-CACGTACCTACAGTGGATGT-3'
R: 5'-GTCTAAGCCATAGATGGAGA-3'
5'(FAM)-CTATGTCAGGTATGGGTTCGAAG-3'(RTQ1)

APOA1 (целевой ген)
F: 5'- CCTTGGGAAAACAGCTAAACC-3'
R: 5'-CAGCTTGCTGAAGGTGGAG-3'
5'(FAM)-AGCTCCTTGACAACTGGGACAGCGT-3' (BHQ1)

ACAT1 (целевой ген)
F: 5'-TCAATGGAGGAGCTGTTTCTC-3'
R: 5'-AGACCGTATTCTCCTTGCTTCA-3'
5' (FAM)-AATTGGGATGTCTGGAGCCA-3' (RTQ1)

IL6 (целевой ген)
F: 5'-ACAACCTGAACCTTCCAAAGA-3'
R: 5'-ACCTCAAACTCCAAAAGACCA-3'
5'(FAM)-CAATGAGGAGACTTGCCTGGTGA-3' (BHQ1)

NR1H3(LXRα) (целевой ген)
F: 5'-TCACCTTCCTCAAGGATTTCA-3'
R: 5'-TCGAAGATGGGGTTGATGA-3'
5ꞌ(FAM)-TAACCGGGAAGACTTTGCCAAAGCA-3'(RTQ1)

NR1H2(LXRβ)
(целевой ген)

F: 5'-CTGTTGCTTGGAGAGGGGC-3'
R: 5'-CGTGGTAGGAGAGGACATGG-3'
5' (FAM)-CTGGAGAGAGGCTGCTCCGTGA-3'(RTQ1)

TNFA (целевой ген)
F: 5'-CCA-GGG-ACC-TCT-CTC-TAA-TCA-3'
R: 5'-CTA-CAA-CAT-GGG-CTA-CAG-GC-3'
5' (FAM)-CTCTGGCCCAGGCAGTCGAATCA-3' (BHQ1)

TLR4 (целевой ген)
F: 5'-GAGACCAGAAAGCTGGGAG-3'
R: 5'-GTAGAAATTCAGCTCCATGC-3'
5' (FAM)-CCTGCGTGGAGGTGGTTCCTAA-(RTQ1)-3'

PPARG (целевой ген)
F: 5'-GATGTCTCATAATGCCATCACGTT-3'
R: 5'-GGATTCAGCTGGTCGATATCACT-3'
5' (FAM)-CCAACAGCTTCTCCTTCTCGGCCTG-3' (RTQ1)

RPLP0 (референсный ген)
F: 5'-GATCAGGGACATGTTGCTGG-3'
R: 5'-GACTTCACATGGGGCAATGG-3'
5ꞌ(ROX)-CAATAAGGTGGCAGCTGCTGC-3' (RTQ2)

ACTB (референсный ген)
F: 5'-CGTGCTGCTGACCGAGG-3'
R: 5'-ACAGCCTGGATAGCAACGTAC-3'
5'(HEX)-CCAACCGCGAGAGGATGACCCAGAT-3' (BHQ1)
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на ABCG1 при этом не изменялся, как показано и
в нашем исследовании [40].

В исследовании Furukawa и соавт. показано,
что воздействие рекомбинантного адипонектина
приводит к снижению экспрессии гена ACAT1 в
макрофагах человека, однако наши данные это не
подтверждают. Можно предположить, что отсут-
ствие влияния адипорона обусловлено необходи-
мостью дополнительной инкубации в присут-
ствии ЛПНП и может проявляться при экстре-
мальном накоплении липидов [30].

Однако следует отметить, что большой разброс
в уровнях мРНК большинства исследуемых ге-
нов, наблюдаемый при использовании адипоро-
на в концентрации 20 мкМ, может указывать на

цитотоксический эффект больших концентраций
адипорона и затруднять его применение в тера-
певтических целях. Этим может объясняться и
снижение относительного уровня мРНК генов
ABCA1 и PPARG, вызванное воздействием 20 мкМ
адипорона, по сравнению с 10 мкМ. Показано,
что инъекции адипорона в высоких дозах подав-
ляют пролиферацию клеток гиппокампа у мышей
[41]. В исследовании Duan и соавт. адипорон в
концентрации более 6 мкМ вызывал значитель-
ную гибель клеток первичной культуры хондро-
цитов человека [42].

Адипорон, как и адипонектин, снижает инду-
цированную полиинозиновой-полицитидило-
вой кислотой и липополисахаридом продукцию
провоспалительных цитокинов, в частности та-
ких, как TNFα и IL-6, в макрофагах человека. Од-
нако адипорон не влиял на продукцию цитоки-
нов нестимулированными макрофагами человека
[43]. Мы также не наблюдали изменений в экс-
прессии генов IL6, TNFA, TLR4, что соответству-
ет данным [43].

Нами показано, что воздействие повышенных
концентраций адипорона на макрофаги THP-1
приводит к снижению их жизнеспособности.
Аналогичные данные получены и на линии кле-
ток пигментного эпителия ARPE-19: адипорон
снижал пролиферацию и миграцию этих клеток в
зависимости от дозы [44]. Вероятно, это связано с
тем, что адипорон обладает цитотоксической и
противоопухолевой активностью, как показано в
ряде работ [45‒47]. Предполагается, что сниже-
ние жизнеспособности клеток рака поджелудоч-
ной железы связано в основном с RIPK1-зависи-
мым некроптозом и в меньшей степени с незави-
симым от каспазы апоптозом и аутофагической
гибелью клеток, вызванной митохондриальной
дисфункцией [48]. Изучение роли адипонектина

Рис. 1. Выживаемость клеток первичной культуры
макрофагов и клеток THP-1 после воздействия раз-
личных концентраций адипорона.
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Рис. 2. Относительный уровень мРНК гена ABCA1 в макрофагах после воздействия адипорона.

300

200

100

0
DMSO 5 10

Концентрация адипорона, мкМ
20

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ы
й 

ур
ов

ен
ь 

м
РН

К
ге

на
 A

B
C

A1

p = 0.000

p = 0.000
p = 0.045

*
4



628

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 4  2023

ПОБОЖЕВА и др.

в развитии опухолей [49, 50] показало, что при ра-
ке молочной железы адипонектин как стимули-
рует рост, так и ингибирует пролиферацию раз-
личных типов клеток [51]. Адипонектин индуци-
рует ингибирование роста и апоптоз клеток рака
легкого и снижает скорость пролиферации кле-
ток колоректального рака [52‒54], а также дозо- и
времязависимым образом подавляет пролифера-
цию и жизнеспособность клеток рака щитовид-
ной железы [55]. Кроме того, обнаружено, что
адипонектин ингибирует подвижность клеток ра-
ка щитовидной железы и их способность к инва-
зии [55]. По-видимому, результаты изучения воз-
действия адипорона и, вероятно, адипонектина,
полученные на иммортализованных клеточных
линиях, таких как THP-1, могут отличаться от ре-
зультатов, полученных на первичных культурах
клеток.

Поиск новых терапевтических подходов к про-
филактике и лечению атеросклероза остается ак-
туальным, поэтому необходимо дальнейшее изу-
чение механизма действия адипорона, осуществ-
ляемого с помощью рецепторов адипонектина.

ВЫВОДЫ

Показано повышение экспрессии генов
PPARG и ABCA1 в первичной культуре макрофа-
гов человека в присутствии адипорона в концен-
трации 5 и 10 мкМ. Влияние адипорона на экс-
прессию генов липидного обмена и воспаления
говорит о возможном участии адипорона в стиму-
ляции ОТХ в первичной культуре макрофагов че-
ловека. Отмечен цитотоксический эффект более
высоких концентраций адипорона.

Авторы выражают признательность за помощь
в работе с клетками линии THP-1 и обсуждение

результатов сотрудникам Института эксперимен-
тальной медицины С.В. Орлову, Е.Е. Ларионовой,
Д.А. Танянскому.

Эксперименты по изучению экспрессии генов
в первичной культуре макрофагов выполнены в
рамках государственного задания по теме “Изу-
чение молекулярных и клеточных компонентов
патогенеза социально-значимых заболеваний для
разработки методов ранней диагностики и лече-
ния” (регистрационный номер № 121060200125-2);
эксперименты по оценке выживаемости клеток
THP-1 выполнены в рамках государственного за-
дания “Молекулярно-клеточные механизмы ак-
тивации транспорта липопротеинов через эндо-
телий на разных стадиях атерогенеза” (шифр
№ FGWG-2022-0003).

Проведение исследования одобрено локальным
этическим комитетом ПСПбГМУ им. И.П. Павлова.
Все участники подписали добровольное инфор-
мированное согласие на участие в исследовании.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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The Effect of Adiporon on Lipid Metabolism Genes Expression in Human Macrophages
I. A. Pobozheva1, 2, *, K. V. Dracheva1, 2, S. N. Pchelina1. 2, 3, and V. V. Miroshnikova1, 2

1Petersburg Nuclear Physics Institute named by B.P. Konstantinov of National Research Centre “Kurchatov Institute”,
Gatchina, Leningrad Region, 188300 Russia

2Pavlov First St.-Petersburg State Medical University, Saint-Petersburg, 197022 Russia
3Institute of Experimental Medicine, Saint-Petersburg, 197376 Russia
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Atherosclerosis is characterized by excessive uptake of cholesterol-rich low-density lipoproteins by the vas-
cular wall macrophages. It leads to macrophage transformation into foam cells, accumulation of lipids in the
intima of the arteries, atherosclerotic plaques development and following progression of cardiovascular dis-
eases. Adiponectin, adipose tissue adipokine, has anti-atherogenic and anti-inflammatory effects that are
mediated through binding to its receptors – AdipoR1 and AdipoR2. One of the mechanisms of adiponectin
anti-atherogenic activity may be the participation in the regulation of reverse cholesterol transport and pre-
vention of foam cells formation. We assumed that AdipoRon, a small-molecule adiponectin receptor agonist,
could modulate the reverse cholesterol transport and inflammation genes expression in human macrophages.
The aim of the present study was to investigate the effect of various concentrations of AdipoRon on the lipid
metabolism ABCA1, ABCG1, APOA1, NR1H3 (LXRα), NR1H2 (LXRβ), PPARG, ACAT1 genes expression
and inflammation IL6, TNFA, TLR4 genes expression in human macrophages. Primary human macrophages
and THP-1 macrophages cell line were treated with various concentrations of AdipoRon. Cell viability was
measured using the MTS assay. ABCA1, ABCG1, APOA1, NR1H3, NR1H2, PPARG, ACAT1, IL6, TNFA,
TLR4 mRNA levels in the primary human macrophages was assessed using real-time PCR. The increase of
PPARG and ABCA1 mRNA levels was shown in the primary human macrophages after 5 and 10 μM
AdipoRon treatment for 24 h. At the same time high concentration (20 μM) of AdipoRon has cytotoxic effect
on macrophages, especially, on THP-1 cell line. The effect of AdipoRon on human macrophages and the in-
vestigation of potential adiponectin receptor agonists is of interest, due to the search for new approaches to
the prevention and treatment of atherosclerosis.

Keywords: AdipoRon, ABCA1, PPARG, reverse cholesterol transport, macrophages, THP-1
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Предложен новый подход к генетической идентификации личности, включающий панель из
106 инсерционно-делеционных (InDel) полиморфизмов и метод их генотипирования на биологи-
ческих микрочипах. Такие фундаментальные свойства InDel-маркеров, как малая длина и низкая
частота мутирования, обеспечивают им существенные преимущества в экспертной практике перед
широко используемыми тандемными повторами (STR). В настоящей работе проанализировано
распределение аллелей всех известных InDel-полиморфизмов в пяти крупнейших мировых популя-
циях (европейской, восточно-азиатской, южно-азиатской, африканской и американской), отобраны
маркеры, отвечающие следующим критериям: частота минорного аллеля более 0.30, физическое
расстояние между маркерами более 3 млн.п.н., отсутствие во фланкирующих последовательностях
полиморфизмов, тандемных повторов и палиндромов, соотношение AT/GC близкое к 1. Сформи-
рована панель из 106 полиморфизмов со средней частотой минорного аллеля 0.396 во всех пяти по-
пуляциях. Разработан метод генотипирования панели, включающий одностадийную мультиплекс-
ную ПЦР с последующей гибридизацией на биологическом микрочипе. Средняя длина ампликона
составила 72 п.н. На выборке из 201 жителя Москвы и Санкт-Петербурга определены основные ха-
рактеристики сформированной панели: вероятность случайного совпадения, равная 1.89 × 10–43,
потенциал исключения отцовства (CPE) 0.99999999063. Предлагаемый метод представляет собой
альтернативу молекулярно-генетической идентификации личности, основанной на вариациях длин
STR-локусов.

Ключевые слова: идентификация личности, биочип, криминалистика, InDel-полиморфизмы
DOI: 10.31857/S0026898423040067, EDN: QLARZQ

ВВЕДЕНИЕ
Широкое внедрение методов генетической

идентификации личности произвело революцию
в расследовании преступлений и стало “золотым
стандартом” доказательной базы в суде. В частно-
сти, выявление преступников с использованием
национальной базы генетических данных (вклю-

чая нераскрытые дела прошлых лет) снижает на-
грузку на следственные органы и сокращает долю
преступников, находящихся на свободе и продол-
жающих причинять вред обществу, а реабилита-
ция ошибочно осужденных позволяет вернуть сво-
боду невиновным. Предоставляя веские доказа-
тельства вины подозреваемых, современные
методы генетической идентификации существенно
упрощают принятие верных судебных решений.

Согласно принятой в США судебной практике,
идентификация считается доказательной, если
генотип подозреваемого по выбранному перечню
маркеров уникален в популяции, численность

Сокращения: InDel – инсерционно-делеционный поли-
морфизм; SNP – однонуклеотидный полиморфизм; STR –
короткий тандемный повтор; AFR – африканская популя-
ция; AMR – смешанная американская популяция; EAS –
восточно-азиатская популяция; EUR – европейская попу-
ляция; SAS – южно-азиатская популяция.

УДК 577.29
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которой на порядок превышает население Земли
(1011) [1]. В геноме человека в избытке присут-
ствуют полиморфные элементы, комбинация ко-
торых позволяет достоверно отличить одного че-
ловека от другого. Количественным показателем
идентифицирующей способности единичного
полиморфизма является вероятность случайного
совпадения (MP, matching probability), которая
вычисляется как сумма квадратов всех возмож-
ных его генотипов. Таким образом, чтобы обеспе-
чить указанные судебные критерии, необходимо
использовать набор полиморфизмов, комбини-
рованная вероятность случайного совпадения
(СMP, combined matching probability, вычисляется
как произведение MP всех маркеров, входящих в
идентифицирующую систему) при использова-
нии которого не превышает 10–11.

В подавляющем большинстве случаев генети-
ческие экспертизы проводят с целью идентифи-
кации личности и определения родства (чаще
всего отцовства). И, если для доказательства
идентичности двух образцов достаточно набора
полиморфизмов, имеющего CMP ≈ 10–11, то для
достоверного установления родства требуется на
10–20 порядков более высокий идентифицирую-
щий потенциал. Кроме того, чем выше иденти-
фицирующий потенциал, тем больше вероят-
ность найти в национальной генетической базе
родственников разыскиваемого лица, что крайне
важно для следствия. В силу этого требования к
CMP задаются именно экспертизами по установ-
лению родства.

Более 30 лет доминирующим подходом к гене-
тической идентификации личности было опреде-
ление длины локусов, содержащих короткие тан-
демные повторы – STR (short tandem repeats), на-
пример (AATG)n, где аллели отличаются числом
повторяющихся мотивов (n). Одна из наиболее
распространенных STR-систем, используемая в
национальной генетической базе США CODIS,
гарантирует определение по 13 основным локу-
сам уникального генетического профиля в мас-
штабах мировой популяции, имея CMP ≈10–15 [2].

Выбор геномной дактилоскопии в пользу
STR-маркеров сложился исторически и обуслов-
лен, в основном, ограниченной методической ба-
зой в период формирования этого направления
криминалистики. Различия между аллелями
STR-локусов обусловлены вариациями длины
этих локусов, а определение длины фрагментов
ДНК по их электрофоретической подвижности
является одним из наиболее ранних и широко
распространенных методов изучения ДНК, при
помощи которого тандемные повторы и были
впервые обнаружены [3]. Таким образом, разви-
тие методов идентификации личности по этому
пути до определенного момента видится вполне
закономерным. Со временем был выявлен суще-

ственный недостаток STR-маркеров – их боль-
шая протяженность. В экспертной практике не-
редко встречаются образцы деградированной
ДНК, которые фрагментированы настолько, что
длинные локусы не амплифицируются, приводя
либо к полному выпадению информации о дан-
ном локусе, либо к потере более длинного аллеля
и ложной гомозиготности в гетерозиготных об-
разцах. Острота этой проблемы немного снизи-
лась при смене типа тандемных повторов: локусы
с минисателлитами заменили на микросателлиты,
что позволило сократить среднюю длину локуса [3].

Другой недостаток обусловлен высокой ско-
ростью мутирования в STR-локусах, что создает
риск ошибок при определении родства: в каждой
десятой–сотой экспертизе истинного отцовства
ребенок будет носителем аллеля, отличающегося
от родительского. И эту проблему невозможно ре-
шить с помощью каких-либо методических прие-
мов, так как она носит фундаментальный характер,
связанный с высокой мутабельностью STR: 10–2–
10–3 [5, 6]. Оптимальный выход в этой ситуации
нам видится в замене используемых полимор-
физмов более стабильными.

В качестве альтернативы STR-маркерам для
идентификации личности в 1993 году были пред-
ложены однонуклеотидные полиморфизмы –
SNP [7] – самый распространенный и самый ко-
роткий тип геномного полиморфизма. SNP на
порядки более консервативны, чем STR: скорость
мутирования 2.5 × 10–8 [8], но в силу биаллельно-
сти для получения сопоставимого дискримини-
рующего потенциала количество SNP должно
быть в 2.5–4 раза больше, чем STR [9]. Однако это
требовало сложных методических решений: вы-
сокочувствительной >50-плексной ПЦР и под-
ходящих методов генотипирования, поэтому
развития этот подход на тот момент не получил.
Тем не менее, основатель направления A.J. Jef-
freys (Сэр Алек Джеффрис) в заключении к своей
обзорной публикации, посвященной 20-летию ге-
номной дактилоскопии, возлагал надежды имен-
но на SNP [4]. Идея использовать биаллельные
полиморфизмы была положительно воспринята
и, благодаря развитию новых методов генотипи-
рования, в начале 2000-х появилась потенциаль-
ная возможность ее практической реализации.

Для создания экспертного инструмента на ба-
зе SNP или InDel необходимо решить две задачи:
из десятков миллионов полиморфизмов собрать
панель с требуемыми характеристиками и разра-
ботать метод генотипирования, отвечающий
практическим задачам криминалистики. В по-
следние два десятилетия опубликован ряд работ,
посвященных как отбору маркеров-кандидатов
[10–13], так и апробации методов их генотипиро-
вания [14], включая оценку применимости в экс-
пертной практике [15–17].
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ФЕСЕНКО и др.

Интересующий нас класс полиморфизмов
представлен SNP и короткими InDel, практиче-
ски равнозначными с точки зрения размеров, ин-
формативности, распространенности в геноме и
мутабильности. Однако, принимая во внимание,
что наиболее перспективным методом их геноти-
пирования является гибридизационный анализ
амплифицированных фрагментов, предпочти-
тельнее использовать короткие InDel, так как в
сравнении с SNP дискриминация аллелей InDel
надежнее в силу более явных различий в темпера-
туре плавления совершенных и несовершенных
дуплексов.

С 2009 г. предприняты десятки попыток сфор-
мировать InDel-панель для решения экспертных
задач в криминалистике. В первых публикациях,
посвященных использованию этого типа поли-
морфизмов в судебно-генетической экспертизе,
предложены панели из 38 [18], 33 InDel [19], 49 InDel
для глобальной панели [20]; за последние годы
китайскими исследователями предложены пане-
ли из 12 [21], 32 [22], 35 [23], 47 [24], 60 [17] InDel-
полиморфизмов.

Из всех опубликованных подходов к решению
данной проблемы только один завершился созда-
нием коммерческого продукта. Он получил на-
звание DIPplex® (“Qiagen”, США) и представля-
ет собой набор реагентов для генотипирования
панели из 30 InDel-полиморфизмов посредством
капиллярного электрофореза [25]. Около сотни
публикаций, посвященных апробации DIPplex®
на различных популяциях мира, свидетельствуют
о востребованности этого направления в крими-
налистике, в первую очередь, благодаря возмож-
ности генотипирования деградированных образ-
цов (средняя длина ампликона в DIPplex® – 114 п.н.).
DIPplex® был разработан как расходный матери-
ал под имеющееся в большинстве экспертных ла-
бораторий оборудование для STR-типирования.
Это должно было облегчить внедрение метода в
практику, однако он не получил широкого рас-
пространения, и ни одна страна мира не исполь-
зует его для создания национальной базы генети-
ческих данных. По-видимому, это связано с тем,
что, несмотря на достаточность идентифицирую-
щего потенциала (CMP ≤ 2.83 × 10–13), достовер-
ность установления родства крайне низка: CPE
(combined probability of exclusion – вероятность
исключения, основной показатель, используе-
мый при определении родства) составляет всего
0.998, иначе говоря, кровное родство первой сте-
пени с исследуемым будет допускаться для каж-
дого пятисотого случайного индивида.

Причина, по которой ни одна из разработок не
доведена до внедрения на национальном уровне
ни в одной стране, на наш взгляд, комплексная.
Она состоит в отсутствии как универсальной па-
нели биаллельных полиморфизмов, имеющей до-

статочный идентифицирующий потенциал во
всех мировых популяциях, так и метода ее мульти-
плексного генотипирования, обладающего требуе-
мыми в экспертной практике характеристиками.
В настоящей работе нами предпринята попытка
решить эту задачу. При формировании панели
маркеров мы учли опыт предыдущих работ и тре-
бования, предъявляемые современным эксперт-
но-криминалистическим научным сообществом
к аналитическим возможностям систем генетиче-
ской идентификации. В качестве метода геноти-
пирования сформированной панели маркеров
мы использовали развитый в ИМБ РАН ориги-
нальный подход, представляющий собой мульти-
плексную ПЦР с последующим гибридизацион-
ным анализом на гидрогелевых биологических
микрочипах. Для предварительной оценки ана-
литических характеристик разработанного ин-
струмента, который мы назвали ChipID106, ис-
следована выборка образцов ДНК российской
популяции.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Отбор InDel-полиморфизмов. Для первичного

отбора кандидатов написан макрос для MS Excel,
анализирующий файлы gvfс исходными данными
1000 Genomes Project, размещенными на FTP-сер-
вере геномного браузера Ensemble [http://ftp.en-
sembl.org/pub/grch37/release-90/variation/gvf/homo_
sapiens]. Заданы следующие критерии отбора: по-
лиморфизм должен быть инсерцией или делеци-
ей и иметь частоту минорного аллеля ≥0.30 во всех
пяти популяциях (AFR, AMR, EUR, SAS, EAS). В
результате был сформирован пул из 12375 InDel-
полиморфизмов. При вторичном отборе исклю-
чили InDel, входящие в состав тандемных повто-
ров и полинуклеотидов, что сократило пул до
1395. На третьем этапе для снижения проблем при
дизайне специфичных праймеров из списка были
удалены кандидаты, содержащие тандемные по-
вторы и полинуклеотиды во фланкирующей об-
ласти (±50 п.н. от полиморфизма), либо пред-
ставляющие собой АТ- или GC-богатые регионы.
Оставшиеся претенденты были разбиты на кла-
стеры, исходя из их расположения на хромосо-
ме, и на финальном этапе отбор проводили с
учетом проверки уникальности фланкирующих
последовательностей по BLAST и минимального
расстояния до следующего полиморфизма более
3 млн.п.н. Окончательный перечень составил
106 полиморфизмов (табл. 1). Номенклатура по-
лиморфизмов и их координаты указаны соглас-
но сборке GRCh38.p13.

Образцы ДНК. В работе использовали 201 об-
разец ДНК от неродственных совершеннолетних
доноров (100 мужчин и 101 женщина), проживаю-
щих в Москве, Московской области и Санкт-Пе-
тербурге. Концентрацию ДНК измеряли спек-
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трофотометрически (5–500 нг/мкл), но не приво-
дили к единым значениям.

Мультиплексная праймерная система. На стадии
подбора ПЦР-праймеров основная задача состоя-
ла в минимизации размера ампликона. В табл. 1
приведены значения длин каждого локуса, сред-
нее значение составило 72 п.н. В ходе экспери-
ментальной оценки работоспособности праймеров
и подбора условий ПЦР использовали несколько
образцов свежевыделенной ДНК в концентрации
0.5 и 0.05 нг/мкл каждый. После достижения ста-
бильной работы мультиплексной ПЦР проведено
генотипирование образцов исследуемой выборки
из российской популяции.

Амплификация. ПЦР проводили на амплифи-
каторе SpeedCycler (“AnalytikJena”, Германия) в
25 мкл смеси следующего состава: ПЦР-буфер с
полимеразой HotTaqMulti, 4 ед. акт. (“Асфоген”,
Россия), 5 мМ MgSO4, 0.2 мМ каждого из dNTP
(“Сибэнзим”, Россия), смесь праймеров, 200 пмоль
универсального праймера Cy5-TCATTGGATCT-
CATTA, 0.05–500 нг геномной ДНК. Полимеразу
активировали (2 мин при 95°С) и проводили на
первом этапе 50 циклов амплификации (95°С –
20 с, 65°С – 30 с, 66°С – 30 с, 69°С – 40 с), затем
на втором этапе проводили 40 циклов амплифи-
кации (95°С – 20 с, 56°С – 30 с, 72°С – 30 с).

Схема биочипа. Биочип изготовлен согласно
схеме, приведенной на рис. 1а. Аллель-специ-
фичные олигонуклеотидные зонды нанесены
слева направо в порядке расположения в геноме
соответствующих им InDel-полиморфизмов (от
начала первой хромосомы до конца Х-хромосо-
мы). Каждому полиморфизму на биочипе соот-
ветствует пара вертикально расположенных яче-
ек: верхняя ячейка содержит зонд для аллеля с
инсерцией, нижняя – с делецией. ПЦР-прайме-
ры и ДНК-зонды произведены компанией “Lu-
miprobe” (Россия). Гидрогелевые биочипы изго-
тавливали по оригинальной технологии ИМБ
РАН в беспылевых помещениях с использова-
нием пинового робота Qarray2 (“Genetix”, Вели-
кобритания), согласно ранее описанной мето-
дике [26].

Гибридизация. Гибридизационную камеру
биочипа заполняли смесью следующего состава:
25% формамида, 5× SSPE, 50 об. % ПЦР-продук-
та. После инкубации (10 ч, 37°С) и отмывки
(10 мин в 1× SSPE при комнатной температуре)
биочипы промывали дистиллированной водой, вы-
сушивали сжатым воздухом, помещали в портатив-
ный анализатор “Пикодетект” (ООО “БИОЧИП-
ИМБ”, Москва, Россия), флуоресценцию реги-
стрировали с экспозицией 0.5–2 с в формате SPE.
На рис. 1 приведены примеры таких флуорес-
центных изображений четырех образцов ДНК
(рис. 1б–1д). Изображения анализировали с ис-

пользованием программ ImaGel 2.0 и ImaGelStudio
(ИМБ РАН). Результатом автоматической обра-
ботки каждого биочипа был текстовый файл с ге-
нотипом образца.

Статистический анализ. Частоты аллелей и со-
ответствие равновесию Харди–Вайнберга оценива-
ли при помощи онлайн-программы https://gene-
calc.pl/hardy-weinberg-page. Основные эксперт-
ные характеристики сформированной панели
(MP, PD, CPD, PE, CPE) вычисляли по общеиз-
вестным формулам в программе PowerStats v12.xls
(“Promega Corp.”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Стартовой задачей при создании инструмента

для генетической идентификации личности, яв-
ляется выбор маркеров, которые обеспечат требу-
емый дискриминирующий потенциал всей системы.
Добавление каждого маркера увеличивает муль-
типлексность ПЦР, что негативно сказывается на
чувствительности и стабильности работы тест-
системы. Чтобы минимизировать количество
маркеров, обеспечивающих достижение цели,
следует задать оптимальные параметры их пер-
вичного отбора.

Параметры отбора маркеров
Базовым параметром, определяющим дискри-

минирующий потенциал биаллельного полимор-
физма, является частота минорного аллеля
(MAF), идеальное значение MAF составляет 0.5.
В связи с отсутствием в геноме нужного количе-
ства полиморфизмов, обладающих такими харак-
теристиками, причем во всех мировых макропо-
пуляциях, требуется найти компромиссный диа-
пазон MAF, которому будет соответствовать
некий пул, из которого можно будет провести
дальнейший отбор по критериям второго поряд-
ка. Чем менее строго задано значение MAF, тем
больший выбор маркеров возникает у исследова-
теля, но тем меньшим итоговым дискриминиру-
ющим потенциалом будет обладать панель. В дру-
гих аналогичных работах задавалось значение
MAF ≥ 0.20 [20, 27] и менее [28]. Мы попытались
провести отбор маркеров, отвечающих более
жестким критериям: MAF ≥ 0.30.

При отборе маркеров-кандидатов мы исполь-
зовали данные международного исследования
1000 Genomes Project о частотах аллелей и геноти-
пов в популяциях AFR (n = 661), AMR (n = 347),
EUR (n = 503), SAS (n = 489) и EAS (n = 504). Ча-
стота минорного аллеля маркеров (табл. 1) в пяти
рассматриваемых популяциях составила 0.301–
0.499. Усредненная частота всех минорных алле-
лей в каждой популяции составила 0.394–0.402.
Замысел планируемой работы по выбору InDel-
полиморфизмов состоял в том, что при соблюде-
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Рис. 1. Схема расположения ДНК-зондов на биологическом микрочипе ChipID106 (а) и флуоресцентные изображения
биочипа, полученные в результате генотипирования четырех неродственных образцов ДНК (б–д). Цифры над каждой
парой ячеек соответствуют номеру полиморфизма из табл. 1. Обозначения внутри ячеек соответствуют аллелям поли-
морфизмов.
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нии заданной частоты минорного аллеля во всех
пяти макропопуляциях, дискриминирующий по-
тенциал существенно не уменьшится и для более
локальных субпопуляций, к которым потенци-
ально может быть применен разрабатываемый
метод. Это придаст методу универсальность в
глобальном масштабе.

После формирования первичного пула из
12375 InDel, отобранных по критерию MAF ≥
≥ 0.30, в несколько этапов проведен отсев поли-
морфизмов, генотипирование которых посред-
ством гибридизационного анализа будет техниче-
ски затруднительно, либо невозможно. В резуль-
тате последовательного отбора по указанным
критериям создана панель из 106 InDel-полимор-
физмов.

Характеристики маркеров
Панель состоит из 106 InDel, 100 из которых

расположены на хромосомах 1–22 и шесть – на
Х-хромосоме. Физическое расстояние между сосед-
ними маркерами варьирует от 3 до 113.8 млн.п.н.,
среднее расстояние 24 млн.п.н., что исключает
возможное сцепленное наследование маркеров.
Наличие шести маркеров на Х-хромосоме дает до-
полнительные возможности определения родства
в некоторых сложных случаях [29].

Размер InDel-полиморфизмов варьирует от
1 до 18 п.н. (среднее значение 4.2, медианное 3).
Длина амплифицируемых локусов составила от
44 до 109 п.н., среднее и медианное значения сов-
падают и составляют 72 п.н. для локусов, содер-
жащих аллель Del, и 76 п.н. для локусов, содержа-
щих аллель In. Минимальная длина фрагмента,
который можно получить в ПЦР с последующей
гибридизацией, зависит от нуклеотидного соста-
ва локуса и в идеальном случае составляет 40–50 п.н.
Нам удалось добиться средней длины локуса
72 п.н., что обеспечивает методу фундаменталь-
ное преимущество при исследовании деградиро-
ванной ДНК.

Популяционные данные и дискриминирующие 
характеристики метода

Несмотря на то, что ряд авторов полагают до-
статочным опубликовать перечень маркеров,
отобранных по определенным критериям in sili-
co, мы считаем необходимым их верифициро-
вать, так как результаты современных полноге-
номных исследований нередко содержат ошиб-
ки. Целесообразность включения в панель
каждого из выбранных полиморфизмов под-
тверждена путем экспериментальной оценки их
генетического разнообразия в российской попу-
ляции.

В исследованных в настоящей работе образцах
(n = 201), взятых от жителей Москвы, Москов-

ской области и Санкт-Петербурга, усредненная
частота минорных аллелей составила 0.385, сред-
няя наблюдаемая гетерозиготность, Ho = 0.471
(0.338–0.687). У двух полиморфизмов частота ми-
норного аллеля оказалась незначительно мень-
ше заданного значения: rs56281469 – 0.254 и
rs72273695 – 0.266 (табл. 1). Результаты проверки
сформированной панели по частотам аллелей в
российской популяции свидетельствуют о соот-
ветствии выбранных полиморфизмов критериям,
заданным при отборе.

Опираясь на полученные данные, мы опреде-
лили значение MP для каждого полиморфизма
(табл. 1), а также оценили основные дискрими-
нирующие характеристики всей панели для рос-
сийской популяции: совокупная вероятность слу-
чайного совпадения, СMP, составила 1.89 × 10–43,
потенциал исключения отцовства CPE =
= 0.99999999063.

Сравнивая полученный показатель вероятно-
сти случайного совпадения, СMP = 1.89 × 10–43, c
показателем у наиболее известных STR-систем:
13-локусный CODIS – 2.34 × 10–15; Identifiler –
5.93 × 10–18; PowerPlex16 – 2.43 × 10–18; NGM –
1.12 × 10–19; New FBI core – 6.28 × 10–30 [2], мож-
но видеть, что предлагаемая панель обладает на
13 порядков более высоким дискриминирую-
щим потенциалом, чем New FBI core – наиболее
информативная панель, применяемая на прак-
тике. Эта избыточность дискриминирующего
потенциала обеспечивает не только преимуще-
ство при экспертизах сложных образцов, для ко-
торых получены неполные профили, но и более
высокую достоверность при определении кров-
ного родства.

Отдельный важный аспект для любой систе-
мы генетической идентификации – информа-
ция о том, с какой частотой встречаются ее алле-
ли в популяции, к которой относится исследуе-
мая ДНК. Это необходимо для предоставления в
суд экспертиз, содержащих обоснованные веро-
ятностные расчеты. К примеру, если обнаружен-
ный аллель встречается с частотой 0.01 в евро-
пейской популяции и 0.99 в азиатской, то без ин-
формации о популяционной принадлежности ее
носителя при расчете будет допущена грубая
ошибка. В свете этого, оптимальным решением
представляется создание универсальной панели
с полиморфизмами, не имеющими значимой
популяционной специфичности в распределе-
нии аллелей. Этот подход в сочетании с избы-
точностью дискриминирующего потенциала
позволит полностью исключить критическую
недостоверность в расчетах вероятности при
проведении экспертизы.
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Практические характеристики
метода генотипирования

Протокол исследования содержит четыре эта-
па: выделение ДНК, амплификация, гибридиза-
ция и регистрация результатов. Выделение ДНК
может быть выполнено любым подходящим для
биоматериала способом. Метод протестирован в
широком диапазоне концентраций и, в отличие
от STR-типирования на капиллярном электро-
форетическом оборудовании, не требует приве-
дения к допустимым значениям.

Особые усилия были приложены к созданию
условий внедрения метода в практику и сниже-
нию риска контаминации. Ранее тест-системы,
созданные на базе биочип-технологии, обладали
рядом недостатков, ограничивающих их широкое
применение. В частности, в связи с необходимо-
стью получения одноцепочечного ампликона для
гибридизации, использовали двухстадийную
“гнездную” ПЦР с переносом ампликонов из
симметричной стадии ПЦР в асимметричную,
что требовало отдельной лабораторной зоны и со-
здавало серьезный риск контаминации. Благодаря
применению ранее опубликованной модифика-
ции (LATE)-PCR [30], на стадии амплификации
удалось объединить симметричный и асиммет-
ричный этап ПЦР.

Кроме того, ограничения в мультиплексности
создавали необходимость в постановке несколь-
ких ПЦР с разными пулами праймеров для одно-
го образца. Это не только повышало трудоем-
кость, но и снижало такой критически важный
параметр в криминалистике, как аналитическую
чувствительность. Известны публикации, в кото-
рых заявляется успешная амплификация сотен
локусов, однако это декларируется для высоких
концентраций геномной ДНК, которые нечасто
встречаются в экспертной практике [31]. Нам уда-
лось подобрать условия амплификации всех 106
локусов в одной мультиплексной ПЦР с сохране-
нием чувствительности, значимой для эксперт-
ной работы.

Таким образом, протокол исследования был
максимально упрощен, сведен в схему “один об-
разец – одна пробирка – один биочип” и избав-
лен от промежуточных стадий переноса продукта.

Помимо дискриминирующих возможностей,
к важнейшим качествам методов практической
криминалистики относятся способность геноти-
пирования деградированных образцов и чув-
ствительность. Залогом успеха при работе с
фрагментированной ДНК является минимиза-
ция ампликонов при проектировании прайме-
ров. В нашем случае средний размер ампликона
доведен до 72 п.н., однако экспериментальная
проверка на деградированных образцах в план
этой работы не входила.

Что касается чувствительности, то ее типич-
ный нижний предел для современных систем ге-
нетической идентификации составляет 50–100 пг
ДНК на ПЦР (что соответствует 8–16 геном-эк-
вивалентам). В задачи настоящей работы не вхо-
дили специальные мероприятия по повышению
чувствительности метода, однако, учитывая кри-
тическую практическую важность этого параметра,
мы провели его предварительную эксперимен-
тальную оценку. С этой целью проведено девяти-
кратное генотипирование одного из образцов
(50 пг на ПЦР). В среднем наблюдалось выпаде-
ние 9 локусов (от 5 до 16), причем не случайных, а
вполне определенных, что, вероятнее всего, свя-
зано с эффективностью отжига праймеров и мо-
жет быть исправлено в дальнейшем. Тем не менее,
пул из 90–101 сработавших локусов с избытком
обеспечивает достаточную дискриминирующую
силу не только в идентифицирующих генетиче-
ских экспертизах, но и для определения отцов-
ства в трио и дуэте.

Графические примеры результатов генотипи-
рования приведены на рис. 1б–1д. При внима-
тельном изучении рисунков могут возникнуть не-
сколько вопросов. Во-первых, некоторые пары
ячеек в гетерозиготном состоянии светятся сла-
бее других. Это связано с тем, что не все локусы
амплифицируются с одинаковой эффективно-
стью. Однако надежность генотипирования
обеспечивается высокой чувствительностью ка-
меры и ее широким динамическим диапазоном
(0–65528). Это позволяет одинаково успешно
анализировать как слабые, так и сильные пары.
Во-вторых, в некоторых парах, очевидно находя-
щихся в гетерозиготном состоянии, можно ви-
деть неравнозначность по яркости верхней (In) и
нижней (Del) ячеек. При визуальной интерпрета-
ции результатов это могло бы трактоваться неод-
нозначно, однако обработка выполняется авто-
матизировано путем оценки дискриминации
(дискриминационного отношения сигналов) в
каждой паре In-Del. Дискриминация представля-
ет собой частное от деления интенсивности сиг-
налов от ячеек с ДНК-зондами, комплементар-

ными In- и Del-аллелю, соответственно, .

Этот показатель позволяет разделить генотипы
биаллельных маркеров на три пула DIn/In  1,
DIn/Del ≈1 и DDel/Del  1. Для достоверного геноти-
пирования необходимо, чтобы эти пулы не толь-
ко не пересекались, но и имели достаточно широ-
кий коридор значений между собой.

На рис. 2а–2г приведены примеры такой обра-
ботки сигналов. Для удобства восприятия резуль-
таты расположены по мере возрастания значения
дискриминационного отношения сигналов. Кро-
ме того, при такой подаче легко найти экстре-
мальные значения в каждом пуле, чтобы по ним

= in

del

ID
I

@
!
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определить границы коридора и правильно уста-
новить пороговые значения, используемые про-
граммой ImageWare для автоматической обработ-
ки результатов и формирования отчета о генотипе.
На рис. 2а приведено образцовое распределение
сигналов: гетерозиготный пул расположен в об-
ласти единицы, а полярные пулы In/In и Del/Del
отстоят от него более чем на полтора порядка. Это
позволяет с существенным запасом установить
верхний и нижний порог значений (пунктирные
линии на рис. 2а).

Чтобы проиллюстрировать преимущества In-
Del-полиморфизмов перед SNP и обосновать
наш выбор в пользу первых, на рис. 2б приведен
пример распределения дискриминационных
значений для однонуклеотидного полиморфиз-
ма rs4959270. Как видно из графика, коридор
между пулами существенно уже, что повышает

риск ошибок при генотипировании. Это обуслов-
лено сравнительно большей близостью темпера-
тур плавления совершенных и несовершенных
дуплексов соответствующих ДНК-зондов у SNP,
что создает трудности при дизайне ДНК-зондов.
Безусловно, если для решения поставленной за-
дачи необходимо генотипировать SNP (как в
большинстве практических решений на основе
биочип-технологии), то приходится находить
оптимальный дизайн олигонуклеотидов. Одна-
ко в нашем случае SNP и InDel равнозначны по
критически важным для экспертной практики
свойствам (перечислены во введении), поэтому
мы сделали выбор в пользу InDel.

Графики на рис. 2в и 2г указывают на возмож-
ность визуальных различий в яркости ячеек In и
Del при гетерозиготном генотипе, что не влияет
на результат. При этом верное генотипирование

Рис. 2. Примеры распределения дискриминационных значений D, полученных при обработке гибридизационных
изображений. а, в, г – Графики, полученные при генотипировании образцов коллекции и относящиеся к маркерам
CID.06-144, CID.03-031 и CID.15-098 соответственно. График, приведенный на части б, относится к однонуклеотид-
ному полиморфизму rs4959270, использованы данные [30]. Пунктирные прямые на а и б – пороговое значение, ис-
пользуемое для автоматизированного генотипирования в программе ImageWare. Пунктирные овалы на в и г – смеще-
ние значений D для гетерозиготных пулов относительно 1. По оси абсцисс отложены порядковые номера образцов при
нумерации их по мере возрастания значения дискриминации; ОЕ – относительные единицы.
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обеспечивается смещением пороговых значений
в соответствующую сторону при применении ав-
томатизированного подхода. В дальнейшем та-
кие пары ДНК-зондов могут быть скорректиро-
ваны путем соответствующего изменения длины
олигонуклеотида, либо его концентрации в
ячейке биочипа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На настоящий момент генетическая иденти-

фикация личности целиком базируется на иссле-
довании STR: на этот тип маркеров ориентирова-
но и оборудование, и базы данных, и методика
интерпретации результатов. Однако, как упомя-
нуто во введении, стратегически STR проигрыва-
ют SNP и InDel по протяженности и мутабиль-
ности, и это фундаментальный проигрыш, его
нельзя преодолеть техническими средствами. За-
прос на метод идентификации, использующий
короткие биаллельные маркеры, возник давно,
но не был реализован, в первую очередь, в связи с
отсутствием подходящего инструмента для гено-
типирования. В настоящей работе нам удалось
продвинуться в создании практического инстру-
мента для решения задач судебно-криминалисти-
ческой экспертизы на новом уровне. Создана
универсальная панель биаллельных маркеров,
которая может стать основой для формирования
национальной базы генетической информации
не только в России, но и в любой стране мира.
Выбор метода в пользу отечественной технологии
биологических микрочипов низкой плотности в
наибольшей степени соответствует поставлен-
ным задачам, так как обеспечивает размещение
необходимого количества зондов и не требует
сложных протоколов пробоподготовки, дорого-
стоящего оборудования и расходных материалов,
что создает предпосылки для его успешного внед-
рения.

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 года и ее последую-
щим изменениям или сопоставимым нормам
этики. От каждого включенного в исследование
участника получено информированное добро-
вольное согласие.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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and a Biochip-Based Kit ChipID106 for This Purpose
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The paper proposes a panel of 106 insertion–deletion (InDel) polymorphisms and practical testing of the meth-
od of their genotyping on biochips. Such fundamental properties of InDel markers as short length and low mu-
tation rate provide them with significant advantages in expert practice over widely used tandem repeats (STRs).
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In this work, we analyzed the allele distribution of InDel polymorphisms in the five largest world populations
(European, East Asian, South Asian, African and American), and selected markers that meet the following cri-
teria: minor allele frequency of more than 0.30, physical distance between markers more than 3 million bp, the
absence of polymorphisms, tandem repeats and palindromes in the flanking sequences, the proximity of the
AT/GC ratio to 1. As a result, a panel of 106 polymorphisms was formed with an average frequency of the minor
allele for all five populations of 0.396. For panel genotyping, a method was developed that included one-step
multiplex PCR followed by hybridization on a biological microarray. The average amplicon length was 72 bp.
On a sample of 201 residents of Moscow and St. Petersburg, the main characteristics of the formed panel were
determined: the probability of a random match (MP) 1.89 × 10–43, the paternity exclusion potential (CPE)
0.99999999063. The proposed method is an alternative to molecular genetic identification of a person based on
variations in the lengths of STR loci.

Keywords: human identification, microarray, forensics, InDel polymorphisms
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Статус метилирования ДНК в геноме человека изменяется в патогенезе распространенных заболе-
ваний и выступает в качестве предиктора ожидаемой продолжительности жизни. В связи с этим
представляет интерес исследование уровня метилирования регуляторных регионов генов, отвечаю-
щих за общебиологические процессы, потенциально значимые для развития возраст-ассоцииро-
ванных заболеваний. Среди них гены белков различных систем репарации ДНК, продукты которых
характеризуются плейотропными эффектами. В исследовании представлены результаты таргетного
анализа метилирования двух регионов генома (промоторного участка гена MLH1 и энхансерного ‒
вблизи гена ATM) в разных тканях пациентов с атеросклерозом сонных артерий. В результате ана-
лиза профилей метилирования исследованных генов в различных тканях одних и тех же индивидов
выявлено наличие выраженных различий между лейкоцитами и тканями сосудистой стенки. Разли-
чия по уровням метилирования в нормальных и пораженных атеросклерозом тканям сонных арте-
рий обнаружены только для двух исследованных CpG-сайтов в гене ATM (chr11:108089866 и
chr11:108090020, сборка GRCh37/hg19). На основании этих данных можно предполагать участие
ATM в развитии атеросклероза. “Нагруженность” изученных регионов сайтами связывания тран-
скрипционных факторов (по данным ReMapp2022) свидетельствует о том, что тканеспецифичный
характер метилирования регуляторных участков генов MLH1 и ATM может быть связан с уровнем их
экспрессии в конкретной ткани. Показано, что межиндивидуальные различия в уровнях метилиро-
вания CpG-сайтов ассоциированы с достаточно удаленными нуклеотидными заменами.

Ключевые слова: метилирование ДНК, CpG-островки, высокопроизводительное секвенирование,
атеросклероз, ген ATM, ген MLH1
DOI: 10.31857/S002689842304002X, EDN: QKQNQS

Метилирование ДНК в позиции С5 цитозино-
вого кольца в CрG-динуклеотидах с образованием
5-метилцитозина ‒ один из наиболее изученных
механизмов эпигенетической регуляции генома.
Функциональное значение метилирования ДНК
заключается в транскрипционной инактивации
хроматина, обусловленной надмолекулярными
изменениями его компактизации. В соматиче-
ских клетках метилирование ДНК ответственно
за поддержание и реализацию таких фундамен-

тальных биологических процессов, как инактива-
ция Х-хромосомы, геномный импринтинг, регу-
ляция тканеспецифичной экспрессии генов, ре-
прессия ретротранспозонов [1].

Известно, что некоторые из локусов генома
обладают свойством сохранять относительно ста-
бильный уровень метилирования продолжитель-
ное время и статус их метилирования коррелиру-
ет с изменчивостью ряда клинических признаков,
значимых для развития заболеваний различной
природы [2–5]. Появляется все больше свиде-
тельств тесной связи эпигенетического возраста
ДНК в крови с заболеваниями, проявляющимися

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S002689842304002X для авторизованных поль-
зователей.

УДК 577.21
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ТРАНСКРИПТОМИКА
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в течение жизни человека (сердечно-сосудистыми,
неврологическими, онкологическими и др.) [6].
В связи с этим предполагают, что эпигенетиче-
ский полиморфизм, наряду со структурным, мо-
жет быть еще одним из значимых факторов риска
многофакторных заболеваний [1, 7]. В частности,
было высказано предположение, что в роли пус-
кового механизма атеросклероза выступают абер-
рантные проатерогенные паттерны метилирова-
ния ДНК в тканях артерий [8]. Действительно, в
ряде исследований показано, что профиль мети-
лирования CpG-сайтов ряда генов пораженной
атеросклерозом сосудистой стенки отличается от
такового в интактной ткани [4, 9, 10].

Нами выполнен таргетный анализ метилиро-
вания двух регионов генома (промоторный уча-
сток гена MLH1 и энхансерный ‒ вблизи гена
ATM). Оба гена кодируют компоненты систем ре-
парации ДНК и задействованы во многих биоло-
гических процессах, в том числе и таких, как от-
вет на окислительный стресс, иммунный ответ,
онкогенез [11]. Роль генов MLH1 и ATM при ате-
росклерозе изучена недостаточно. Известно, что
соматические мутации в гене ATM ассоциирова-
ны с клональным гемопоэзом с неопределенным
потенциалом ‒ фактором риска возрастзависи-
мых заболеваний, включая атеросклероз [12].

Цель исследования заключалась в выявлении
особенностей метилирования регуляторных ре-
гионов двух генов систем репарации ДНК: MLH1
и ATM ‒ в разных тканях пациентов с атероскле-
ротическим поражением сонных артерий.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Группа исследования. Выборка пациентов с
клинически выраженным атеросклерозом сон-
ных артерий была сформирована на базе НИИ
кардиологии Томского НИМЦ. В выборку было
включено 27 пациентов (21 мужчина и 6 женщин,
средний возраст – 64.4 ± 7.1 лет), которым по по-
казаниям была проведена операция каротидной
эндартерэктомии. У всех пациентов стеноз опе-
рируемой сонной артерии при ультразвуковом
исследовании превышал 70% просвета сосуда.
Для каждого пациента получены образцы цель-
ной венозной крови, а также образцы тканей со-
судов: удаленной атеросклеротической бляшки
сонной артерии (на поздних стадиях патологиче-
ского процесса), прилежащего морфологически
неизмененного участка сонной артерии, фраг-
мента большой подкожной вены (используемой
для пластики сонной артерии).

Выделение ДНК из образцов крови и тканей.
Материалом для исследования служила ДНК, вы-
деленная как из лейкоцитов цельной венозной
крови, собранной в пробирки с консервантом
ЭДТА, так и из тканей сосудистой стенки.

Для выделения ДНК из образцов цельной ве-
нозной крови использовали метод фенол‒хло-
роформной экстракции [13]. Ткани сосудов
(площадью примерно 1 см2) гомогенизировали в
жидком азоте, обрабатывали протеиназой K
(“СибЭнзим”, Россия) и проводили экстракцию
ДНК фенол‒хлороформом. Для дальнейшего
анализа ДНК подвергали бисульфитной модифи-
кации с использованием набора EZ DNA Methyl-
ation Kit (“Zymo Research”, США), согласно про-
токолу производителя.

Целевые регионы. Выбор целевых регионов для
анализа метилирования ДНК исследуемых локу-
сов выполнен согласно следующим критериям:
локализация участка ДНК вблизи гена; регуля-
торная роль данного участка в отношении соот-
ветствующего гена; локализация в исследуемом
участке генома энхансера или активного промо-
тора, а также вариабельность статуса метилирова-
ния ДНК по данным консорциума ENCODE
(https://www.encodeproject.org). Активные регуля-
торные регионы генома выбраны согласно опре-
деляемым по наличию соответствующих сигна-
лов в данных DNase-seq (участки открытого хро-
матина) и ChIP-seq на гистоновые модификации:
H3K27Ac (активный хроматин), H3K4me1 (эн-
хансеры), H3K4me3 (промоторы) (http://www.ge-
nome.ucsc.edu/) – в разных клеточных культурах,
использованных консорциумом ENCODE [14].
Дополнительно учтена информация по локализа-
ции предсказанных энхансерных элементов и
точках начала транскрипции генов из базы дан-
ных GeneHancer [15].

При выборе целевых регионов также учитыва-
ли их расположение относительно CpG-остров-
ков. В первую очередь это CpG-берега (в пределах
±2000 п.н. от CpG-островка) и CpG-шельфы (в
пределах ±4000 п.н. от CpG-островка), которые
обогащены функциональными CpG-сайтами и
для которых характерны более динамичные уров-
ни метилирования [16, 17]. В силу особенностей
первичной структуры анализируемых последова-
тельностей ДНК уровень метилирования был
изучен в промоторном регионе гена MLH1 и в эн-
хансерном – гена ATM.

Для гена MLH1 был выбран фрагмент, содер-
жащий 9 CpG-сайтов (табл. 1), расположенных в
пределах 500‒1000 п.н. в 5'-направлении от
CpG-островка в промоторной области. Исследу-
емый участок промотора (GH03J036988 по базе
данных GeneHancer) приходится на область уме-
ренной гиперчувствительности к ДНКазе I и ло-
кализации гистоновых меток H3K27. Кроме того,
по данным проекта ENCODE, в этой области вы-
явлено вариабельное метилирование CpG-сайтов
в разных клеточных линиях (рис. S1, см. Допол-
нительные материалы на сайте http://www.molec-
bio.ru/downloads/2023/4/supp_Babushkina_rus.pdf).
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Таблица 1. Изученные регионы генов MLH1 и ATM и структура использованных праймеров

a Категории в соответствии с плотностью расположения CpG-сайтов: CpG-берег (в пределах ±2000 п.н. от CpG-островка),
CpG-шельф (в пределах ±4000 п.н. от CpG-островка).

b Координаты приведены согласно сборке генома человека GRCh37/hg19;
c cg02103401 (ID на метилочипах Illumina);
d cg09191173;
e cg24607398,
f cg10990993;
g праймеры подобраны с помощью программы MethPrimer (https://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer2/MethPrimer.cgi;

https://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi); F ‒ прямой праймер, R ‒ обратный праймер (синтезированы
“ДНК-Синтез”, Россия).

Рассматриваемые 
параметры MLH1 ATM

Регуляторный элемент Промотор Энхансер
Локализация относи-
тельно гена

“Выше по течению” “Выше по течению”

Категория CpG-регионаa CpG-берег CpG-шельф
Геномные координатыb start chr3:37033249 start chr11:108089569

CpG_1 chr3:37033323 CpG_1 chr11:108089803
CpG_2 chr3:37033373c CpG_2 chr11:108089866
CpG_3 chr3:37033394 CpG_3 chr11:108090015
CpG_4 chr3:37033489 CpG_4 chr11:108090020
CpG_5 chr3:37033562 CpG_5 chr11:108090130
CpG_6 chr3:37033600 CpG_6 chr11:108090159d

CpG_7 chr3:37033625e end chr11:108090311
CpG_8 chr3:37033632f

CpG_9 chr3:37033662
end chr3:37033762

Структура праймеровg

(5' → 3')
F: AATTTTTTTGAGGGTAGGAAAGTTTGTTAG F: ATAATAGAAAAGATAAAATGGGTAAGGATT
R: CCCCAACTATTAAAATATCATTCATTATTC R: AACAAACTTCAAAAATTCTAAAAATCCCC

ПЦР-продукт (п.н.) 514 743

Предполагаемая регуляторная область гена
ATM находится на расстоянии 3 т.п.н. в 5'-на-
правлении от точки начала транскрипции гена и
приходится на область открытого и активного
хроматина (согласно данным проекта ENCODE)
и энхансера (GH11J108220), согласно базе данных
GeneHancer (рис. S2, см. Дополнительные мате-
риалы на сайте http://www.molecbio.ru/down-
loads/2023/4/supp_Babushkina_rus.pdf). В этом ре-
гионе локализовано 6 CpG-сайтов (табл. 1).

Генотипирование однонуклеотидных поли-
морфизмов (SNP) в генах MLH1 и ATM проводи-
ли методами ПЦР с последующим анализом по-
лиморфизма длин рестрикционных фрагментов
(ПДРФ) и ПЦР в режиме реального времени
(табл. 2). Целевые фрагменты ДНК амплифици-
ровали с использованием набора БиоМастер HS-
Taq ПЦР-Color (2×) (“БиоЛабМикс”, Россия) со
специфическими парами праймеров (табл. 1).

Дальнейший анализ проведен методом би-
сульфитного секвенирования ампликонов (Bisul-
fite Amplicon Sequencing, BSAS) с использованием
технологии массового параллельного секвениро-

вания в соответствии с методикой D. Masser с соавт.
[18]. Ампликоны, полученные после ПЦР одного
и того же образца ДНК, пулировали эквимолярно.
Очистку пулированных ампликонов для подго-
товки библиотек проводили с использованием
набора для очистки ПЦР-продуктов GeneJET
NGS Cleanup Kit (“Thermo Fisher Scientific”,
США). Концентрацию очищенных ампликонов
измеряли на флуориметре Qubit 3.0 (“Thermo
Fisher Scientific”). Подготовку и индексацию
ДНК-библиотек проводили с использованием
наборов Nextera XT DNA Library Prep Kit или
Nextera DNA Flex Library Prep Kit (“Illumina”,
США), согласно протоколу производителя. Се-
квенирование полученных ДНК-библиотек вы-
полнено на приборе MiSeq (“Illumina”) с помо-
щью набора MiSeq Reagent Kit v2 (300-cycles) в ре-
жиме секвенирования по 150 п.н. с обоих концов
фрагментов ДНК-библиотеки.

Анализ данных. Для автоматизации и стандар-
тизации обработки результатов использован ал-
горитм methylseq, реализованый в Nextflow
(https://doi.org/10.5281/zenodo.2555454) [19]. По-
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лученные прочтения фрагментов ДНК автомати-
чески рассортированы по образцам с удалением
нуклеотидной последовательности адаптеров.
Прочтения отфильтрованы по качеству (не менее
Q20), длине (не менее 20 нуклеотидов) с исполь-
зованием инструмента Trim Galore (https://www.bio-
informatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/), вы-
равнивание проведено на референсную сборку
генома человека GRCh38/hg38 с помощью ин-
струмента bwa-meth [20]. Информация о статусе
метилирования CpG-сайтов из BAM-файлов экс-
трагирована с помощью инструмента Bismark
[21]. Для контроля качества использованы ин-
струменты FastQC, Qualimap, Preseq, MultiQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/
fastqc/) [22–24].

Дальнейшая биоинформатическая обработка
профилей метилирования ДНК в исследуемых
локусах и статистический анализ данных выпол-
нены в программной среде R с помощью специа-
лизированного пакета methylKit [25]. Для мани-
пуляций с данными, вывода графиков и таблиц
использованы дополнительные программные па-
кеты R (ggplot2, reshape, RColorBrewer, Rtsne, xlsx).
Из анализа исключали CpG-сайты с менее чем
15-кратным покрытием. Уровень метилирования
CpG-сайта определяли как долю прочтений, со-
ответствующих метилированным остаткам цито-
зина по отношению ко всем прочтениям цитози-
на в данной позиции генома, и выражали в про-
центах.

Генотипирование SNP было проведено с ис-
пользованием программы cgmaptools [26], с при-

менением биномиальной модели (минимальное
покрытие ‒ 10×, максимальная ошибка ‒ 0.05).
Нормализация, фильтрация и объединение vcf-фай-
лов проведены с использованием программы bcftools
(http://samtools.github.io/bcftools/bcftools.html) с по-
следующей аннотацией в программе annovar [27].

Описание распределения уровня метилирова-
ния CpG-сайтов в исследуемых группах представ-
лено в виде среднего значения со стандартным от-
клонением. Для анализа сходства профилей ме-
тилирования ДНК в исследуемых образцах
использован алгоритм нелинейного снижения
размерности данных tSNE (t-distributed Stochastic
Neighbor Embedding) [28]. Для поиска дифферен-
циально метилированных CpG-позиций приме-
няли линейную регрессию, где зависимой пере-
менной был уровень метилирования, а независи-
мыми – порядковый номер эксперимента,
биологический образец, заболевание и тип ткани.
Такой подход позволил отделить внутрииндиви-
дуальную дисперсию от групповой и техниче-
ской. Показатели сцепления: нормированный
коэффициент неравновесия по сцеплению D'
(коэффициент Левонтина), квадрат коэффици-
ента корреляции между локусами r2, показатель
максимального правдоподобия LOD ‒ рассчиты-
вали в Haploview 4.2 [29]. Корреляционный ана-
лиз проводили с применением критерия Спирме-
на; зависимость уровня метилирования от гено-
типов оценивали по критерию Манна‒Уитни (в
пакете программ Statistica v.6.0). Статистически
значимыми считались различия с уровнем значи-
мости p < 0.05.

Таблица 2. Условия анализа изученных полиморфных вариантов генов MLH1 и ATM

a Праймеры и пробы подобраны с помощью программы Vector NTI (http://www.informaxinc.com; синтерзированы “ДНК-
Синтез”); FAM (флуоресцеин) и HEX (гексахлорфлуоресцеин) – флуоресцентные красители, BHQ1(Black Hole Quenchers 1) –
гаситель для ПЦР в реальном времени.

b Температура отжига праймера.
с ПДРФ-анализ проводили с использованием указанных эндонуклеаз в соответствии с протоколом фирмы-производителя

(“СибЭнзим”, Россия). В скобках указаны длины фрагментов (в п.н.), соответствующих анализируемым аллелям.

Последовательности праймеров/TaqMan пробa (5' → 3') Tan
b (oС)

Метод детекции, использованные 
эндонуклеазыс

rs1799977, ген MLH1

F: ATAGTTTGCTGGTGGAGATA
R: ATGTGATGGAATGATAAACC

56 ПЦР-ПДРФ,
Bcc I (“G” = 243; “А” = 161 + 82)

rs189037, ген ATM

F: CTGCTTGGCGTTGCTTCTTC
R: TGGAGTGAGGAGAGGGAGGA

60 ПЦР-ПДРФ,
Mox20 I (“G” = 330, “A” = 220 + 110)

rs1801516, ген ATM

F: TTTAGCAGTATGTTGAGTTTATGGC
R: GGCAACTTTTATCTCCATTCCA
FAM-TTTACTCCAAGATACAAATGAATCATGGA-BHQ1
HEX-TTTACTCCAAAATACAAATGAATCATGGA-BHQ1

56 ПЦР в реальном времени
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Изучение метилирования регуляторных реги-

онов генов MLH1 и АТМ проведено в пределах
мультиплексного эксперимента, включавшего
большое число таргетных последовательностей.
Всего произведено 3 отдельных запуска секвена-
тора. Для учета вариабельности данных, получен-
ных в разных запусках, результаты каждого запус-
ка и каждого образца обрабатывали независимо, а
при дальнейшем анализе порядковый номер за-
пуска выступал в качестве одной из ковариант ре-
грессионного анализа.

Данные по уровню метилирования ДНК в кро-
ви, бляшке и артерии получены для 27 пациентов
(у двух из обследованных по одной ткани исклю-
чено из дальнейшего анализа в связи с низким
уровнем покрытия), а в вене – для 15 пациентов.

По данным tSNE-анализа в целом наблюдается
выраженная тканеспецифичность метилирова-
ния изученных регуляторных регионов генов
MLH1 и ATM ‒ выявлена тенденция кластериза-
ции образцов кровеносных сосудов (артерий и
вен) отдельно от лейкоцитов (рис. 1).

Характеристика метилирования промотора
гена MLH1

Наибольший уровень метилирования CpG-сай-
тов гена MLH1 (в среднем >55%, размах вариа-
бельности – от 15 до 87%) наблюдался в лейкоци-
тах крови (рис. 2).

Индивидуальные значения уровня метилиро-
вания ДНК в образцах кровеносных сосудов не
превышали 73%, средний уровень составил по-
рядка 30%. Образцы интактных и пораженных
атеросклерозом артерий практически не отлича-
лись по профилю метилирования ДНК, а средний
уровень метилирования CpG-сайтов в них соста-
вил 32% (от 4 до 73%) и 33% (от 2 до 63%) соответ-
ственно. Наименьший уровень метилирования
ДНК зарегистрирован в сосудистой стенке вен: в
среднем 23% (от 2 до 61%).

Паттерн метилирования CpG-сайтов в иссле-
дуемом участке промотора MLH1 сходен во всех образ-
цах: CpG_2 (chr3:37033373) и CpG_5 (chr3:37033562) со
сниженным относительно других CpG-сайтов
уровнем метилирования фланкируют участки с
более высоким уровнем (рис. 2). Такой паттерн
приблизительно повторяет форму плотности рас-
пределения сайтов локализации модифицирован-
ного гистона H3K27Ac в разных клеточных линиях
(рис. S1, см. Дополнительные материалы на сайте
http://www.molecbio.ru/downloads/2023/4/supp_Ba-
bushkina_rus.pdf).

Для всех 9 CpG-сайтов в гене MLH1 получены
статистически значимые межтканевые различия
(p < 0.000000 для критерия Уилкоксона). Соглас-
но результатам множественной регрессии, уро-
вень метилирования регуляторного региона гена
MLH1 в лейкоцитах отличался от такового в тка-
нях артерий и подкожной вены по всем исследо-
ванным CpG-сайтам (во всех случаях p < 0.01);
при этом между пораженной атеросклерозом и

Рис. 1. Взаимное расположение и кластеризация исследуемых образцов (по методу tSNE) в зависимости от профилей
метилирования CpG-сайтов в регуляторных областях генов MLH1 (а) и ATM (б). Данные, полученные для лейкоцитов,
обозначены синим цветом, для атеросклеротической бляшки – красным, для нормальной ткани артерий – зеленым,
для вен – фиолетовым.

10

–6 –4 –2 0
tSNE_1

tS
N

E
_2

2 4

5

0

–5

–10

а

10

–4 –2 0
tSNE_1

tS
N

E
_2

2 4

5

0

–5

–10

б



652

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 4  2023

БАБУШКИНА и др.

непораженной тканью артерий различия не вы-
явлены ни по одному из исследованных сайтов
(во всех случаях p > 0.07). В то же время сосуди-
стая стенка вены по большинству сайтов значимо
(p < 0.05) отличалась как от непораженной артери-
альной стенки (за исключением CpG_3, p = 0.550),
так и от атеросклеротической бляшки ‒ за ис-
ключением CpG_1 (p = 0.160) и CpG_3 (p = 0.557).
Скорее всего, отсутствие различий по сайту
chr3:37033394 (CpG_3) обусловлено невысоким
уровнем прочтений в этой хромосомной пози-
ции, что привело к исключению большого числа
образцов из анализа для этого сайта.

Исследуемая область располагается в экзоне 1
гена EPM2AIP1 и незначительно удалена от CpG-
островка (567 п.н.) и одного из трех сайтов начала
транскрипции гена MLH1. Данный регион полно-
стью входит в состав промотора GH03J036988; внутри
анализируемого фрагмента расположен проксималь-
ный энхансероподобный элемент EH38E2192185
(http://www.genome.ucsc.edu/; https://www.gene-
cards.org/). В эту область попадают также отдель-
ные точки мультирегионов взаимодействий генов
MLH1 и LRRFIP2 с регуляторными элементами
(http://www.genome.ucsc.edu/) (рис. 3).

Характеристика метилирования энхансерной 
области гена ATM

Для уровня метилирования ДНК в изученном
регуляторном регионе гена ATM характерна тка-

неспецифичность за исключением “крайних”
CpG-сайтов, по которым уровни метилирования
имеют тенденцию выравниваться между исследу-
емыми группами тканей (рис. 4а). В целом по ре-
гиону более высокие уровни метилирования
CpG-сайтов зарегистрированы для кровеносных
сосудов (рис. 4б): выше в венах и примерно на
10% ниже в пораженных атеросклерозом сонных
артериях, интактные артерии по уровню метили-
рования ДНК занимают промежуточное положе-
ние. В лейкоцитах отмечены более низкие, по
сравнению с образцами кровеносных сосудов,
уровни метилирования всех CpG-сайтов, за ис-
ключением CpG_1 (chr11:108089803), для которого
выявлен повышенный уровень метилирования
(>88%) во всех тканях. Уровень метилирования
CpG-сайтов в изученном регионе во всех иссле-
дованных тканях в целом соответствовал следую-
щей закономерности: CpG_1 > CpG2 > CpG3 <
< CpG4 < CpG5 > CpG6 (рис. 4).

Суммарная оценка уровня метилирования для
всех 6 сайтов в гене ATM тем не менее выявила
значимые различия между тканями (p < 0.000000
для критерия Уилкоксона). Согласно результатам
множественной регрессии, по уровню метилиро-
вания ДНК ткани сосудистой стенки статистиче-
ски значимо отличаются от лейкоцитов перифе-
рической крови. Так, пораженная артериальная
ткань отличается от лейкоцитов (p < 0.05) по уров-
ням метилирования пяти CpG-сайтов, кроме
CpG_1 (p = 0.112). Более выражены отличия по

Рис. 2. Профиль метилирования промоторного региона гена MLH1. Данные, полученные для лейкоцитов (Athero leuco),
обозначены синим цветом (1), для атеросклеротической бляшки (Plaques) – красным (2), для нормальной ткани артерий
(Normal artery) – зеленым (3), для вен (Vein) – фиолетовым (4). а – Профиль метилирования отдельных CpG-сайтов в
промоторе гена MLH1. Значения уровня метилирования каждого из исследуемых образцов отмечены небольшими точ-
ками, средние значения в каждой из групп исследования обозначены крупными точками и для наглядности соединены
линиями между соседними CpG-сайтами (хромосомные позиции см. в табл. 1). б – Усредненный уровень метилирова-
ния ДНК исследованного регуляторного региона гена MLH1 в различных тканях.
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уровням метилирования лейкоцитов от тканей
венозной стенки (p < 0.00005 для всех сайтов, кро-
ме CpG_1, p = 0.354). Уровень метилирования ин-
тактной артериальной ткани отличается от лей-
коцитов по четырем сайтам: (p < 0.000000005 для
всех сайтов, кроме CpG_1, p = 0.330, и CpG_6, p =

= 0.182). В свою очередь венозная сосудистая
стенка также отличается по пяти сайтам (кроме
CpG_1) от артериальной – как пораженной ате-
росклерозом (p < 0.001 для всех сайтов), так и ин-
тактной (p < 0.05 для всех сайтов). Ранее также
был выявлен более низкий уровень метилирова-

Рис. 3. Структурно-функциональная характеристика исследованного региона гена MLH1. Составлено с использова-
нием ресурсов UCSC (http://www.genome.ucsc.edu/) и GeneCard (https://www.genecards.org/).

Локализован:

• в 656 п.н.
    от промотора 3
    гена MLH1;
• в 567 п.н.
    от СрG-островка
• в экзоне 1 гена
    EPM2AIP1

В промоторе GH03J036988,
регулирующем работу:
• 4 белоккодирующих
    генов (MLH1, LRRFIP2,
     EPM2AIP1, TRANK1)
• 3 псевдогенов (TCEA1P2,
     NDUFAF4P3, RPS16P4)
• 3 генов длинных
    некодирующих РНК
    (HSALNG0025159,
     HSALNG0025160, lnc-TRANK1-1)

Исследованный регион
гена MLH1

Cодержит:

Проксимальный
энхансерподобный

элемент EH38E2192185

Регионы
взаимодействий:
• MLH1/GH03J036988
• MLH1/GH03J036968
• MLH1/GH03J036890
• LRRFIP2/GH03J036988
• LRRFIP2/GH03J036968
• LRRFIP2/GH03J036957
• LRRFIP2/GH03J036911
• LRRFIP2/GH03J036905

Рис. 4. Профиль метилирования энхансерного региона гена ATM. а – Паттерн метилирования отдельных CpG-сайтов
в энхансере гена ATM. б – Усредненный уровень метилирования исследованного регуляторного региона гена ATM в
разных тканях. Обозначения см. в подписи к рис. 2.
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ния CpG-сайтов в энхансерной последовательно-
сти генов CDKN2A/2B и CDKN2B-AS1 в лейкоци-
тах крови по сравнению с образцами сосудистой
стенки [10]. Различия в уровнях метилирования
между непораженной стенкой артерии и атеро-
склеротической бляшкой зарегистрированы по
двум сайтам: CpG_2 (chr11:108089866, p = 0.0003)
и CpG_4 (chr11:108090020, p = 0.0026). По обоим
сайтам в пораженной ткани уровень метилирова-
ния ниже примерно на 10%. Полученные данные
в некоторой степени согласуются с литературны-
ми: гипометилирование CpG-сайтов преимуще-
ственно именно в “шельфовой” области CpG-ост-
ровков показано для неопластических тканей [17],
а в патогенезе онкологических заболеваний и ате-
росклероза отмечается общность некоторых био-
логических процессов (таких как адаптивные им-
мунные реакции, задействованный в изменении
морфологии сигналинг, пролиферация и мигра-
ция гладкомышечных клеток сосудов) [30, 31]. На
основании полученных результатов можно пред-
полагать усиление экспрессии гена ATM и акти-
визацию процессов, регулируемых кодируемой
им киназой, в пораженной атеросклерозом стенке
артерий.

В целом, паттерн метилирования в регулятор-
ной области гена ATM сохранен во всех исследуе-
мых группах и имеет общий характер: высокий
уровень метилирования chr11:108089803 (CpG_1)
в 5'-регуляторной области, далее следует пони-
женный уровень метилирования в CpG_3
(chr11:108090015), затем наблюдается повышение
уровня метилирования более чем на 20% в CpG_4
(chr11:108090020) (рис. 4). Следует отметить, что
такой характер метилирования CpG-сайтов соот-

ветствует локализации повторяющихся элемен-
тов: сайты с локально повышенным уровнем их
метилирования располагаются в 5'-регионах
длинных концевых повторов (рис. S2, см. Допол-
нительные материалы на сайте http://www.molec-
bio.ru/downloads/2023/4/supp_Babushkina_rus.pdf).

Исследуемый регион гена ATM локализован в
последовательности энхансера GH11J108220 в
интроне 1 гена NPAT (рис. 5) (http://www.ge-
nome.ucsc.edu/; https://www.genecards.org/). Эн-
хансер GH11J108220 регулирует экспрессию гена
NPAT, относительно гена ATM нет четкой инфор-
мации. Тем не менее известно, что гены ATM и
NPAT относятся к корегулируемым и коэкспрес-
сирующимся и имеют общий двунаправленный
промотор (https://www.genecards.org/; https://
gtexportal.org/home/). Таким образом, можно
предположить влияние данного регуляторного
элемента на экспрессию обоих генов. Кроме того,
продукт гена NPAT позитивно регулирует экс-
прессию ATM [32, 33].

Роль метилирования изученных регионов генов 
MLH1 и ATM в регуляции их экспрессии

По данным проекта ORegAnno (http://www.oregan-
no.org/), изученные нами регуляторные области
генов MLH1 и ATM находятся в регионах связыва-
ния транскрипционного фактора (ТФ) SMARCA4
(http://www.genome.ucsc.edu/) [34]. SMARCA4
обладает геликазной и АТФазной активностью,
будучи частью большого АТФ-зависимого ком-
плекса ремоделирования хроматина SNF/SWI,
который необходим для активации транскрип-
ции генов, обычно репрессируемых хроматином.

Рис. 5. Структурно-функциональная характеристика исследованного региона гена ATM. Составлено с использовани-
ем ресурсов UCSC (http://www.genome.ucsc.edu/) и GeneCard (https://www.genecards.org/).

Локализован:

• в 3586 п.н. от промотра гена AТМ
• в 3053 п.н. от СрG-островка
• в интроне 1 гена NPAT

В энхансере GH11J10822,
регулирующем работу:
• 2 белоккодирующих генов
    (ACAT1, NPAT),
• 2 генов РНК (ENSG00000255467,
    HSALNG0086988)

Исследованный регион
гена  АТМ

Содержит:

Регионы взаимодействий:
• ACAT1/GH11J108220
• ENSG00000255467/GH11J108220
• HSALNG0086988/GH11J108220
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Полагают, что транскрипция в этом случае регу-
лируется через изменение структуры хроматина
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Согласно ReMapp2022 (https://remap2022.uni-
vamu.fr) с ДНК в промоторном регионе гена MLH1
связываются 45 ТФ (рис. 6). Семь сайтов связыва-
ния ТФ полностью включают в себя проанализи-
рованную нами последовательность: это 2 сайта
для BRD4 (изолятор хроматина, который может
модулировать сигнальный ответ на повреждение
ДНК [35], коактиватор РНК-зависимой полиме-
разы II [36]), а также по одному сайту для HDAC1
(деацетилаза гистонов, регулятор структурной ди-
намики хроматина; https://www.ncbi.nlm.nih.gov),
SMARCA4 (см. выше), ZNF652 (репрессор тран-
скрипции [37]), CHD1 (белок эухроматина, фак-
тор ремоделирования хроматина [38]), PHIP (мо-
дулирует передачу сигналов инсулина; https://
www.ncbi.nlm.nih.gov). Таким образом, изучен-
ный регион MLH1 несет существенную регуля-
торную нагрузку. “Плотность” связывания ТФ
возрастает в направлении от CpG_1 к CpG_9 ‒ то
есть, чем ближе к CpG-островку, тем больше сай-
тов связывания различных ТФ.

С регуляторным регионом гена ATM, по дан-
ным ReMap2022, в разной степени перекрывают-
ся 43 сайта связывания ТФ (рис. 6), из них для 6 ТФ
выявлено более одного сайта (https://remap2022.uni-
vamu.fr). Сайты связывания двух ТФ полностью
перекрывают анализируемый фрагмент ДНК
(STAT1 и ETS1). Активатор транскрипции STAT1
опосредует экспрессию множества генов, важ-
ных для жизнеспособности клеток в ответ на
различные клеточные стимулы и патогены; иг-
рает важную роль в иммунных реакциях на ви-
русные, грибковые и микобактериальные пато-

гены (https://www.ncbi.nlm.nih.gov). ТФ ETS1 мо-
жет функционировать либо как активатор, либо
как репрессор транскрипции большого числа ге-
нов; участвует в развитии стволовых клеток, их
старении и гибели, а также в онкогенезе (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov). Остальные ТФ связывают-
ся с последовательностями, лишь частично пере-
крывающимися с анализируемым фрагментом,
поэтому на их аффинность оказывают влияние не
все из исследованных CpG-сайтов. Максималь-
ное число сайтов связывания с ТФ приходится на
CpG_3 и CpG_4 (https://remap2022.univ-amu.fr;
http://www.genome.ucsc.edu/).

Следует заметить, что в ReMapp2022 представ-
лены экспериментальные данные по иммунопре-
ципитации хроматина в различных клеточных
линиях; среди них нет клеточных линий сосуди-
стой стенки и клеток цельной крови. Однако все
ТФ, связывающиеся с изученными регионами,
экспрессируются в широком спектре тканей и в
большинстве своем, по-видимому, не относятся к
тканеспецифическим. Согласно базе данных
NAIK Genome Database (http://summit.med.
unideb.hu/summitdb/experiment_preview.php), в мо-
нонуклеарных клетках периферической крови за-
регистрировано связывание с ДНК для 13 из
45 ТФ, связывающихся с анализируемым регио-
ном гена MLH1, и 11 из 31 ТФ, связывающихся с
анализируемым регионом гена АТМ (рис. 6). Та-
ким образом, выявленный нами тканеспецифич-
ный характер метилирования регуляторных реги-
онов генов MLH1 и ATM может влиять на уровень
экспрессии этих генов в различных тканях.

Средний уровень метилирования регулятор-
ных регионов изученных генов в лейкоцитах пе-
риферической крови, порядка 50%, может отра-

Рис. 6. Факторы транскрипции, для которых зарегистрировано наличие сайтов связывания в исследованных регионах
генов MLH1 и ATM. В скобках указано число сайтов связывания данного ТФ в изученном регионе (если оно больше 1);
жирным шрифтом выделены ТФ, функционирование которых доказано в клетках крови; подчеркнуты ТФ, сайты свя-
зывания которых включают всю анализируемую последовательность целиком.

MLH1: chr3:37033249-37033762

AR, ASH2L, BRD2 (2), BRD4 (6), CHD1 (3), CLOCK,
FOS, FOSL1, GATA2 (2), GATA3, HBP1, HDAC1 (4),
HDAC2, HDGF (2), HMGXB4, INO80 (3), JMJD1C,
JUNB, KAT7 (2), KMT2A (3), MAX, MCRS1 (2),
MED1 (3), MEN1 (2), MLLT1, MNT, MYCN, NRF1,
OVOL1, PHIP (3), RELB, SAP30, SMARCA4 (6),
SMARCE1, SUPT5H, TBX21, TBX5 (3), TEAD1 (2),
TEAD4 (4), YY1, ZEB2, ZNF335, ZNF652, ZNF692,
ZXDB

ATM: chr11:108089569-108090311

ATF2, BRD4 (2), CREM, EHMT2, ELF1, ESR1, ETS1,
FLI1, FOS, HDAC1, HDGF, HMBOX1, MNT,
NANOG (3), NR2C1, NR2F1, NR2F2, NR2F6, OSR2,
РАХ5 (3), PKNOX1, POU5F1, SIN3A, SMARCA4 (3),
SPI1 (5), STAT1, TRIM28, YY1 (2), ZNF143, ZNF592,
ZSCAN5C
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жать “активную готовность” к экспрессии (рис. 2,
рис. 4). Данный факт вполне объясним при учете
функциональных особенностей изученных ге-
нов, так как основной биологический процесс, в
котором участвуют продукты генов MLH1 и ATM –
репарация ДНК, а значит они экспрессируются
во всех типах тканей и на всех стадиях онтогене-
за. Кроме того, продукты изученных генов
участвуют в процессах воспаления, онкосупрес-
сии, а также вовлечены во множество других
биологических процессов (особенно это касает-
ся АТМ) [11].

Более интересным результатом представляется
гипометилирование промоторного региона гена
MLH1 в тканях сосудистой стенки и в то же время
гиперметилирование энхансерного региона гена
ATM. На основании этих данных можно предпо-
ложить усиление экспрессии MLH1 и снижение
экспрессии ATM в тех же тканях. Полученные по
гену MLH1 результаты в отношении статуса мети-
лирования промоторного региона хорошо согла-
суются с данными GTExPortal (https://gtexpor-
tal.org/home/) по экспрессии этого гена (рис. 7): в
цельной крови уровень экспрессии MLH1 невы-
сокий (медианное значение ‒ 6.6 транскриптов
на миллион, TPM), а в тканях сосудов (в аорте,
большеберцовой и коронарной артериях) он по-
чти одинаков и приблизительно в 4 раза выше.
В то же время приведенный в базе данных GTEx-
Portal фактический уровень экспрессии гена ATM
отличается от ожидаемого (исходя из полученных
нами данных по метилированию ДНК): экспрес-
сия ATM в тканях сосудов (7–8 TPM) также не-
сколько выше, чем в цельной крови (3.3 TPM).
Возможно, это связано с тем, что изученный на-
ми регион гена ATM представляет собой энхан-
сер, а не промотор гена, его действие на экспрес-
сию более опосредованное. Однако следует от-
метить, что в нашем исследовании оценка
метилирования ДНК в тканях сосудистой стенки
проведена у больных атеросклерозом, поэтому
уровень метилирования данного региона может
быть связан именно с патологическим процес-

сом, но это предположение требует дальнейшего
изучения.

Межиндивидуальная вариабельность 
метилирования изученных регионов

генов MLH1 и ATM

Для изученных регуляторных регионов генов
MLH1 и ATM характерна межиндивидуальная ва-
риабельность уровня метилирования ДНК. При-
чем гипо- или гиперметилирование у отдельных
индивидов выявляли в разных тканях (по сравне-
нию с уровнем метилирования ДНК у других ин-
дивидов в этой ткани). Известно, что метилом
клеток человека претерпевает запрограммиро-
ванные изменения не только во время онтогене-
за, но и под воздействием внешних стимулов, та-
ких как диета, прием лекарственных препаратов,
уровень физической активности и различные
факторы окружающей среды [4, 39–45]. Оценить
влияние всех факторов не представляется воз-
можным, мы рассмотрели некоторые из них. Так,
из 27 пациентов только один на момент взятия
крови для исследования не принимал лекарствен-
ных препаратов из групп гипотензивных, сахаросни-
жающих средств, антикоагулянтов/дезагрегантов,
статинов. Большое разнообразие принимаемых
препаратов и их сочетаний не позволяет провести
корреляционный анализ для оценки влияния от-
дельных лекарственных средств на уровень мети-
лирования исследованных регионов, но их разно-
образие может быть одной из причин высокой
межиндивидуальной вариабельности изученного
уровня метилирования ДНК.

В некоторых исследованиях (например, см.
[46]) отмечали зависимость уровней метилирова-
ния отдельных CpG-сайтов от пола и возраста, в
том числе и регионов, изученных в проведенном
нами исследовании. Согласно данным метилочи-
пов, на которых присутствовали три пробы из
анализируемого региона гена MLH1 и одна проба
из региона ATM, в клетках цельной крови уровни
метилирования cg02103401 и cg24607398 (CpG_2
и CpG_7 MLH1) коррелировали с полом,

Рис. 7. Экспрессия генов MLH1 и ATM в цельной крови и тканях сосудов (по данным GTEx Portal, https://gtexportal.
org/home/). Результаты представлены как число транскриптов на миллион (TPM).

40 MLH1

T
PM

30

20

10

Цельная
кровь

Большеберцовая
артерия

Коронарная
артерия

Аорта

40 ATM

T
PM

30

20

10

Цельная
кровь

Большеберцовая
артерия

Коронарная
артерия

Аорта



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 4  2023

МЕТИЛИРОВАНИЕ РЕГУЛЯТОРНЫХ РЕГИОНОВ ГЕНОВ 657

cg10990993 (CpG_8 MLH1) – с полом и возрастом
[46], cg09191173 (CpG_6 ATM) – с возрастом [46].
Нами зарегистрирована слабая отрицательная
корреляция с возрастом (r = ‒0.411) уровня мети-
лирования CpG_3 (chr11:108090015) в регулятор-
ном регионе гена ATM в лейкоцитах (но не в тканях
сосудистой стенки) пациентов с атеросклерозом.
Корреляций уровня метилирования исследован-
ных CpG-сайтов гена MLH1 с полом и возрастом не
выявлено ни в одной из исследованных тканей.

Идентификация SNP, влияющих на уровень 
метилирования CpG-сайтов (meQTL) в изученных 

регионах генов MLH1 и ATM

Известно, что помимо средовых воздействий
на уровень метилирования оказывают влияние и
структурные вариации генома [47–49]. В иссле-
дованных регионах локализовано большое число
редких (<5%) SNP (108 в регионе MLH1 и 62 в ре-
гионе ATM) (https://gnomad.broadinstitute.org/).

Анализ “сырых” данных бисульфитного мас-
сового параллельного секвенирования, как и
стандартный анализ данных высокопроизводи-
тельного секвенирования (NGS), позволяет вы-
являть нуклеотидные замены в анализируемой
последовательности. Однако есть некоторые осо-
бенности в интерпретации этих данных, посколь-
ку в результате бисульфитной обработки немети-
лированные остатки цитозина конвертируются в
урацил, что приводит после проведения ПЦР к
появлению “замен” C/T. В регионе гена MLH1
была определена 101 такая замена: 92 в гомозигот-
ном состоянии и 9 в гетерозиготном, ‒ что соот-
ветствует числу и локализации цитозинов в дан-
ном фрагменте: 92 неметилированных и 9 в составе

анализируемых CpG-сайтов. Анализ замен С/Т
можно рассматривать как своеобразный “кон-
троль качества” бисульфитной обработки, так
как неполная конверсия приводит к массовому
появлению “гетерозигот” вне CpG-сайтов (один
образец был нами исключен из анализа на осно-
вании таких наблюдений). Кроме того, зареги-
стрированы две замены A/G ‒ каждая только в
одной ткани одного из образцов, что указывает на
высокую вероятность случайного события при
ПЦР; их присутствие в образцах требует дальней-
шего подтверждения.

Кроме того, между CpG_3 и CpG_4 выявлена
замена T/G в позиции chr3:37033461 (rs4647200),
идентифицированная во всех исследованных тка-
нях у 7 индивидов, один из которых был гомози-
готным по этому варианту. Эта замена приводит к
появлению нового CpG-сайта, уровень метили-
рования которого имеет те же межтканевые осо-
бенности, что и весь регион (наиболее высокий
уровень ‒ в клетках крови, наиболее низкий ‒ в
венах). Известно, что порядка 20% распростра-
ненных вариантов в геноме человека приводят к
появлению либо исчезновению CpG-сайтов, их
функциональные последствия изучены плохо.
Однако показано, что потеря CpG-сайтов вслед-
ствие таких замен приводит к общему снижению
уровня метилирования региона [50].

Мы изучили связь rs4647200 с уровнем метили-
рования CpG-сайтов в регуляторном регионе ге-
на MLH1. CpG_3 был исключен из анализа ввиду
малого числа образцов, для которых было воз-
можно провести анализ данных по метилирова-
нию этого сайта. Статистически значимые разли-
чия по уровню метилирования зарегистрированы
лишь для отдельных CpG-сайтов (табл. 3), что

Таблица 3. Ассоциации уровней метилирования изученных CpG-сайтов с rs4647200 и rs1799977 гена MLH1

a Ассоциации выявлены методом Манна‒Уитни, приведены только статистически значимые различия в уровнях метилиро-
вания. Для rs4647200 сравнения уровней метилирования проведены между генотипами TT и (TG + GG); для rs1799977 – меж-
ду AA и (AG + GG).

Ткань
Уровень значимостиa

CpG_1 CpG_2 CpG_4 CpG_5 CpG_6 CpG_7 CpG_8 CpG_9

rs4647200
Кровь 0.013 0.031 0.013 0.041 0.010
Атеросклеротическая 
бляшка

0.034 0.047 0.041

Интактная артерия
Вена 0.013 0.003 0.040

rs1799977
Кровь 0.047 0.045
Атеросклеротическая 
бляшка
Интактная артерия 0.013 0.013 0.001 0.005 0.002 0.025
Вена 0.008
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можно объяснить небольшим размером выборки.
Однако во всех тканях прослеживается тенденция
(наименее выраженная в интактных артериях) по
увеличению уровня метилирования у носителей
редкого аллеля rs4647200 (генотипы GT и GG)
(рис. 8); при этом наиболее высокий уровень ме-
тилирования ДНК в подавляющем большинстве
случаев зарегистрирован у носителя гомозигот-
ного генотипа GG (1 человек, данные не показаны).
Метилирование CpG-сайта, возникающего de novo,
также контекстзависимо: у гомозиготы оно выше,
чем у гетерозигот в 2.5 раза в клетках крови и в
3 раза во всех трех тканях сосудистой стенки. Ин-
тересно, что сходные результаты получены и при
изучении зависимости уровня метилирования
исследованных CpG-сайтов от генотипов по
rs1799977 (миссенс-замене в экзоне 8 гена MLH1)

(рис. 8). Между этими маркерами расстояние по-
рядка 20 т.п.н., тем не менее при разных частотах
редких аллелей (14.8 и 31.5% для rs4647200 и
rs1799977 соответственно) в исследованной груп-
пе они полностью сцеплены: замена в промотор-
ном регионе присутствует только на фоне замены в
экзоне 8 гена MLH1 (D' = 1.0, r2 = 0.379, LOD = 3.23).

В регионе гена ATM зарегистрировано 158 “за-
мен” C/T, которые соответствуют количеству и
локализации цитозинов в данном фрагменте; из
них 7 идентифицированы как метилцитозины;
уровень метилирования изучен нами в шести из
них. Кроме того, в отдельных тканях различных
образцов зарегистрировано 15 замен A/G и по од-
ной – A/T и T/A. Это могут быть соматические
мутации, но наиболее вероятны случайные тех-
нические ошибки. Не выявлено замен, наличие
которых подтверждено хотя бы в двух тканях од-
ного образца.

Нами проанализирована возможная связь с
уровнем метилирования CpG-сайтов изученного
региона двух маркеров в гене ATM: rs189037 в про-
моторной области и rs1801516 в экзоне 37 (мис-
сенс-замена). Эти SNP расположены довольно
далеко как от анализируемой последовательности
(более 3.5 т.п.н. и 85 т.п.н. для rs189037 и rs1801516
соответственно), так и относительно друг друга.
Несмотря на удаленность, в изученной выборке
маркеры сцеплены (D' = 1.0, r2 = 0.123, LOD = 1.06).
Замена rs189037 (частота редкого аллеля – 42.6%)
не оказывает существенного влияния на уровни
метилирования изученных CpG-сайтов в регуля-
торном регионе (рис. 9); при этом для значитель-
но более удаленного rs1801516 (частота редкого
аллеля – 13.5%) в некоторых случаях различия
были статистически значимы (табл. 4).

Рис. 8. Средние уровни метилирования CpG-сайтов в исследованных тканях в зависимости от генотипов rs4647200 и
rs1799977 гена MLH1.
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Таблица 4. Ассоциации уровней метилирования изу-
ченных сайтов с rs1801516 в гене АТМ

a Ассоциации выявлены методом Манна‒Уитни, приведены
только статистически значимые различия в уровнях метили-
рования. Сравнения уровней метилирования проведены
между генотипами GG и AG.

Ткань
Уровень значимостиa

CpG_1 CpG_2 CpG_3 CpG_4 CpG_5 CpG_6

Кровь
Атеросклеро-
тическая 
бляшка

0.043 0.009

Интактная 
артерия

0.024

Вена
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Изученные нами маркеры ранее не описаны в
качестве цис- или транс-meQTL-вариантов для
исследованных CpG-сайтов, хотя замена rs189037
в промоторе гена ATM (rs189037) относится к
meQTL для четырех других CpG-сайтов при двух
видах рака: cg01991180 при колоректальном раке и
аденокарциноме простаты и cg12106634, cg14761454
и cg27453365 при аденокарциноме простаты
(http://gong_lab.hzau.edu.cn/Pancan-meQTL/search)
[51]. Все эти сайты расположены в одном регионе ‒ в
пределах “берега” CpG-островка (https://ge-
nome.ucsc.edu/). Замена в экзоне 37 гена ATM,
rs1801516, при раке щитовидной железы является
сis-meQTL для CpG-сайта в интроне 1 гена ACAT1
(http://gong_lab.hzau.edu.cn/Pancan-meQTL/search),
удаленного более чем на 182 т.п.н. от данного SNP
(https://genome.ucsc.edu/), что косвенно согласу-
ется с полученными нами результатами. Для двух
изученных SNP (rs4647200 и rs1799977) в гене
MLH1 в доступной литературе не найдено инфор-
мации по их роли в качестве meQTL, причем
остается непонятным: эти маркеры не изучали в
данном контексте, или же они не обладают
meQTL-эффектом. Например, rs4647200 не пред-
ставлен даже на высокоплотных чипах Infinium
Multi-Ethnic Global BeadChip (“Illumina”). Для
исследованных нами четырех CpG-сайтов
(cg02103401, cg24607398, cg10990993 в гене MLH1
и cg09191173 в гене ATM), представленных на мети-
лочипах, согласно доступным данным, не было
выявлено meQTL-SNP (http://gong_lab.hzau.edu.cn/
Pancan-meQTL/search).

Таким образом, зависимость метилирования
ДНК от контекста нуклеотидной последователь-
ности гена более ярко выражена в отношении ис-
следованного региона гена MLH1; причем данное

явление показано как относительно SNP, распо-
ложенного внутри изученного региона, так и от-
носительно более удаленного маркера. Для гена
ATM этот эффект выражен существенно слабее.
Интересно, что в этом случае значимые различия
в уровнях метилирования ДНК выявляли в зави-
симости от генотипов маркера, существенно бо-
лее удаленного, но эволюционно более консерва-
тивного [52]. Вероятно, это связано с более позд-
ним происхождением замены в промоторном
регионе в уже сформировавшемся ранее обшир-
ном блоке сцепления. Таким образом, межинди-
видуальные различия в уровнях метилирования
CpG-сайтов генов MLH1 и ATM связаны с доста-
точно удаленными структурными вариациями
последовательности ДНК. Скорее всего, этот фе-
номен ‒ следствие “блочной” структуры ДНК.

Сопоставление полученных результатов
с данными из открытых источников

Четыре из изученных нами CpG-сайтов при-
сутствуют на метилочипах Illumina. Три из них
находятся в регуляторном регионе гена MLH1:
CpG_2 (chr3:37033373, ID на чипе – cg02103401),
CpG_7 (chr3:37033625, cg24607398), CpG_8
(chr3:37033632, cg10990993); ‒ и один в гене ATM ‒
CpG_6 (chr11:108090159, cg09191173). Это позво-
лило провести сравнение полученных результатов с
данными из общедоступного репозитория функ-
циональных геномных данных – Gene Expression
Omnibus (GEO, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/),
который содержит стандартизованные данные
секвенирования или данные, полученные на
микрочипах (табл. 5). Из обобщенных данных
видно, что существует значительная вариабель-

Рис. 9. Средние уровни метилирования CpG-сайтов в исследованных тканях в зависимости от генотипов rs189037 и
rs1801516 гена ATM.
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ность уровня метилирования изученных сайтов в
одних и тех же тканях даже при одной и той же па-
тологии, но по данным разных исследований
[53–55]. Это может быть связано с различиями в
использованных методах пробоподготовки и ана-
лиза. В связи с этим напрямую проводить сравне-
ния результатов различных исследований некор-
ректно. Тем не менее обращают на себя внимание
существенные различия в уровнях метилирова-
ния изученных CpG-сайтов в тканях стенки раз-
личных сосудов (с учетом наших данных): наи-
меньший в аорте, средний в вене и максимальный
в сонных артериях. Показано, что уровень мети-
лирования всех изученных CpG-сайтов в атеро-
склеротической бляшке выше, чем в интактных
артериальных тканях [53]. С этими результатами
в некоторой степени согласуются полученные на-
ми данные: по трем CpG-сайтам в гене MLH1 и
одному в гене ATM тенденция сохраняется, одна-
ко различия несущественны (не более 4%). По
двум сайтам, для которых нами выявлены стати-

стически значимые различия между пораженным
и интактным участками артерий, ситуация про-
тивоположна (в пораженной ткани ДНК гипоме-
тилирована).

Таким образом, проведенный анализ профи-
лей метилирования промоторной области гена
MLH1 и энхансерного региона гена ATM в раз-
личных тканях одних и тех же индивидов проде-
монстрировал наличие выраженных межтканевых
различий, не позволяющих, однако, уверенно диф-
ференцировать нормальные и пораженные ткани
сосудистой стенки сонных артерий. Тем не менее
на основании полученных результатов можно
предполагать участие киназы ATM в развитии
атеросклероза. Исходя из “нагруженности” изу-
ченных регионов сайтами связывания тран-
скрипционных факторов (по данным Re-
Mapp2022), тканеспецифичный характер метили-
рования регуляторных областей генов MLH1 и
ATM может быть связан с тканеспецифичным

Таблица 5. Уровень метилирования CpG-сайтов генов MLH1 и ATM при атеросклерозе

a Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение.
b Идентификационные номера наборов данных из GEO.

Образцы

Уровень метилированияa, %

Источник
данных

MLH1, CpG_2 MLH1, CpG_7 MLH1, CpG_8 ATM, CpG_6

chr3:37033373 chr3:37033625 chr3:37033632 chr11:108090159

cg02103401 cg24607398 cg10990993 cg09191173

Сосуды

Аорта (норма) (n = 15) 11.19 ± 4.32 25.51 ± 3.97 21.55 ± 4.72 75.70 ± 2.35 GSE46401b [53]
Атеросклеротические 
бляшки аорты
(n = 15)

22.60 ± 7.34 40.09 ± 6.37 34.74 ± 5.25 72.89 ± 2.44

Внутренняя грудная арте-
рия (норма) (n = 4)

21.35 ± 5.97 41.68 ± 9.57 37.24 ± 4.98 73.83 ± 1.89 GSE149759b [54]

Атеросклеротические 
бляшки сонных артерий
(n = 14)

30.85 ± 9.23 52.13 ± 7.56 47.79 ± 8.66 68.99 ± 4.62

Сонные артерии (норма)
(n = 26)

25.65 ± 9.38 35.74 ± 8.92 37.67 ± 5.83 57.21 ± 9.70 Эта работа

Атеросклеротические 
бляшки сонных артерий
(n = 26)

24.31 ± 9.45 39.78 ± 9.15 41.96 ± 11.16 59.39 ± 6.60 Эта работа

Большие подкожные вены 
(n = 15)

17.50 ± 8.36 26.14 ± 7.72 29.25 ± 8.52 67.73 ± 6.45 Эта работа

Лейкоциты крови

Здоровые доноры (n = 8) 68.53 ± 5.87 79.35 ± 8.54 76.82 ± 4.58 63.48 ± 5.89 GSE107143b [55]
Атеросклероз коронарных 
артерий (n = 8)

67.16 ± 5.28 80.95 ± 7.51 75.82 ± 3.78 61.11 ± 8.01

Атеросклероз коронарных 
артерий (лейкоциты)
(n = 27)

49.21 ± 11.76 61.74 ± 11.78 63.20 ± 8.38 53.96 ± 8.29 Эта работа
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уровнем их экспрессии. Межиндивидуальные
различия в уровнях метилирования CpG-сайтов
связаны с достаточно удаленными нуклеотидны-
ми заменами.
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Methylation of Regulatory Regions of DNA Repair System Genes 
in Carotid Atherosclerosis

N. P. Babushkina1, *, A. A. Zarubin1, Iu. A. Koroleva1, D. E. Gomboeva1, E. Yu. Bragina1,
I. A. Goncharova1, M. V. Golubenko1, R. R. Salakhov1, A. A. Sleptcsov1, M. S. Kuznetsov2,

B. N. Kozlov2, E. F. Muslimova2, S. A. Afanasiev2, A. N. Kucher1, and M. S. Nazarenko1

1Research Institute of Medical Genetics, Tomsk National Research Medical Center, Russian Academy of Sciences,
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The status of DNA methylation in the human genome changes during the pathogenesis of common diseases
and acts as a predictor of life expectancy. Therefore, it is of interest to investigate the methylation level of regu-
latory regions of genes responsible for general biological processes that are potentially significant for the de-
velopment of age-associated diseases. Among them there are genes encoding proteins of DNA repair system,
which are characterized by pleiotropic effects. Here, results of the targeted methylation analysis of two regions
of the human genome (the promoter of the MLH1 gene and the enhancer near the ATM gene) in different
tissues of patients with carotid atherosclerosis are present. Analysis of the methylation profiles of studied
genes in various tissues of the same individuals demonstrated marked differences between leukocytes and tis-
sues of the vascular wall. Differences in methylation levels between normal and atherosclerotic tissues of the
carotid arteries were revealed only for two studied CpG sites (chr11:108089866 and chr11:108090020,
GRCh37/hg19 assembly) in the ATM gene. Based on this, we can assume the involvement of ATM in the de-
velopment of atherosclerosis. “Overload” of the studied regions with transcription factor binding sites (ac-
cording to ReMapp2022 data) indicate that the tissue-specific nature of methylation of the regulatory regions
of the MLH1 and ATM may be associated with expression levels of these genes in a particular tissue. It has
been shown that inter-individual differences in the methylation levels of CpG sites are associated with suffi-
ciently distant nucleotide substitutions.

Keywords: DNA methylation, CpG islands, NGS, atherosclerosis, ATM, MLH1



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2023, том 57, № 4, с. 665–667

665

JMJD3 ПРОЯВЛЯЕТ ОНКОРЕПРЕССОРНУЮ АКТИВНОСТЬ 
В КЛЕТКАХ ОСТРОГО ПРОМИЕЛОЦИТАРНОГО ЛЕЙКОЗА,

СТИМУЛИРУЯ ЭКСПРЕССИЮ PU.11

© 2023 г.   M.-X. Wanga, b, S.-H. Yua, M. Xiaoc, *, J. Chena, **
aShanghai Institute of Hematology, State Key Laboratory of Medical Genomics, National Research Center for Translational 

Medicine at Shanghai, Ruijin Hospital, Shanghai Jiao Tong University School of Medicine, Shanghai, 200025 China
bDepartment of Medical Oncology, Xuzhou Central Hospital, Xuzhou Medical University, Xuzhou, 221009 China

cShanghai Ji Ai Genetics and IVF Institute, the Obstetrics and Gynecology Hospital of Fudan University,
Shanghai, 200011 China

*e-mail: xiaomin3296@163.com
**e-mail: chenjuanrj@163.com

Поступила в редакцию 27.08.2022 г.
После доработки 02.11.2022 г.

Принята к публикации 03.11.2022 г.

Полностью транс-ретиноевая кислота, применяемая в терапии острого промиелоцитарного лейко-
за, известна как часто используемый для индукции дифференцировки препарат, который восста-
навливает экспрессию ключевого фактора транскрипции PU.1, детерминирующего нормальный ге-
мопоэз клеток миелоидной линии. Ранее мы обнаружили, что индуцируемая стрессом гистондеме-
тилаза H3K27 – JMJD3 – прямо активирует экспрессию PU.1, что стимулирует коммитирование
миелоидных клеток в ходе нормального миелопоэза. Кроме того, JMJD3 действует как онкорепрес-
сор и играет критически важную регуляторную роль в инициации и прогрессии злокачественного
гемопоэза. В настоящей работе продолжено изучение связи между JMJD3 и PU.1 при остром про-
миелоцитарном лейкозе, при котором JMJD3 проявляет онкосупрессорную активность, стимули-
руя экспрессию PU.1.

Kлючевые слова: острый миелоидный лейкоз, гистондеметилаза, JMJD3, PU.1, миелоидная диффе-
ренцировка
DOI: 10.31857/S0026898423040213, EDN: QMAEUQ
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JMJD3 Exerts Oncorepressor Activity in Acute Promyelocytic Leukemia 
by Promoting PU.1 Expression
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All-trans retinoic acid (ATRA) in acute promyelocytic leukemia (APL) has been the most famous differenti-
ation induction therapy during which the expression of PU.1, a key transcription factor (TF) for myeloid lin-
eage determination in normal hematopoiesis is restored. In our previous studies, we found a stress-inducible
H3K27 demethylase, JMJD3, to directly upregulate PU.1 expression to promote myeloid commitment
during normal myelopoiesis. In addition, JMJD3 acts as an oncorepressor and plays a critical regulatory role
in the initiation and progression of malignant hematopoiesis. In this study, we further resolved the relation-
ship between JMJD3 and PU.1 in APL therein JMJD3 exerts oncorepressor activity via promoting PU.1 ex-
pression.

Keywords: acute myeloid leukemia, histone demethylase, JMJD3, PU.1, myeloid differentiation
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КОМБИНИРОВАННАЯ СВЕРХЭКСПРЕССИЯ Foxa3 и Hnf4a УСИЛИВАЕТ 
ПРОЛИФЕРАЦИЮ И ПРОДЛЕВАЕТ ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ 

СОХРАННОСТЬ ПЕРВИЧНЫХ ГЕПАТОЦИТОВ1
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В системе культивирования in vitro пролиферативная активность первичных гепатоцитов обычно
низкая и сопровождается снижением жизнеспособности и потерей специфических для гепатоцитов
функций. Ранее показано, что комбинированное введение определенных гепатоцитспецифических
факторов транскрипции приводит к конвертированию фибробластов в функциональные гепатоци-
топодобные клетки. Однако комбинированное использование факторов транскрипции в первич-
ной культуре гепатоцитов еще недостаточно изучено. Белки FoxA3 (forkhead box protein А3) и Hnf4α
(forkhead box protein А3 hepatocyte nuclear factor 4α) представляют собой факторы транскрипции, ко-
торыми обогащена печень, и играют жизненно важную роль в дифференцировке и поддержании ге-
патоцитов. В представленном исследовании в гепатоцитах крысы получили одновременную избыточ-
ную экспрессию двух генов: Foxa3 и Hnf4a. Показано, что комбинированное усиление экспрессии
двух транскрипционных факторов: FoxA3 и Hnf4α ‒ приводит к повышенной скорости пролифера-
ции и стабилизации специфических функций первичных гепатоцитов в течение длительного периода
культивирования.

Ключевые слова: гепатоциты, пролиферация, печень, FoxA3, Hnf4α
DOI: 10.31857/S0026898423040031, EDN: QKQQUW
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Combinational Overexpression of Foxa3 and Hnf4a Enhance the Proliferation
and Prolong the Functional Maintenance of Primary Hepatocytes
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In an in vitro culture system, primary hepatocytes usually display a low proliferation capacity, accompanied
with a decrease of viability and a loss of hepatocyte-specific functions. Previous studies have demonstrated
that the combination introductions of certain hepatocyte-specific transcription factors are able to convert fi-
broblasts into functional hepatocyte-like cells. However, such combinational usage of transcription factors in
primary hepatocytes culture has not yet sufficiently studied. The forkhead box protein A3 (FoxA3) and he-
patocyte nuclear factor 4α (Hnf4α) are liver-enriched transcription factors that play vital roles in the diffe-
rentiation, and maintenance of hepatocytes. Thus, we simultaneously overexpressed the two genes, Foxa3
and Hnf4a, in rat hepatocytes and observed that the combinational augmentation of these two transcription
factors have enhanced the proliferation and stabilized the hepatocyte-specific functions of primary hepato-
cytes over a long-term culture period.

Keywords: hepatocytes, proliferation, liver, FoxA3, Hnf4α
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БИОГЕНЕЗ микроРНК ПРИ КЛЕТОЧНОМ СТАРЕНИИ, 
ИНДУЦИРОВАННОМ ХРОНИЧЕСКИМ СТРЕССОМ 
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Малые некодирующие РНК (микроРНК) регулируют экспрессию генов, стабилизируют клеточный
фенотип и играют важную роль в дифференцировке, развитии и апоптозе клеток. Канонический
путь биогенеза микроРНК включает несколько этапов посттранскрипционного процессинга и
транспорта и завершается цитоплазматическим расщеплением пре-микроРНК рибонуклеазой типа
III DICER с формированием зрелого дуплекса, который встраивается в комплекс RISC. Биогенез
микроРНК и их роль в таком важном процессе, как клеточный стресс, изучены недостаточно.
В данной работе с использованием проточной цитофлуориметрии и высокопроизводительного
анализа экспрессии генов показано, что хронический стресс эндоплазматического ретикулума
(ЭПР) – один из видов клеточного стресса, связанного с нарушением сворачивания белков в ЭПР –
приводит к формированию фенотипа клеточного старения в фибробластоподобных клетках FRSN.
Острый стресс ЭПР способен снижать биогенез микроРНК, тогда как хронический стресс не вызы-
вает существенного падения глобальной экспрессии микроРНК и сопровождается лишь незначи-
тельным снижением экспрессии мРНК DICER1. Обнаружено также увеличение гетерогенности
клеточной популяции по активности лизосомной бета-галактозидазы при хроническом стрессе
ЭПР. Не исключена индуцируемая или исходная неоднородность клеточной популяции и по экс-
прессии компонентов пути биогенеза микроРНК.

Ключевые слова: стресс эндоплазматического ретикулума, стресс-индуцируемое старение, биогенез
микроРНК
DOI: 10.31857/S0026898423040250, EDN: QMCHZK

ВВЕДЕНИЕ
Стресс эндоплазматического ретикулума

(ЭПР) – один из наиболее изученных видов кле-
точного стресса [1–4]. ЭПР играет важную роль в
синтезе и созревании белков, а действие факторов
стресса вызывает дисфункцию системы сворачи-
вания белков в этом компартменте. В результате
развивается протеотоксический клеточный стресс
с накоплением в просвете ЭПР и цитоплазме ток-
сичных и склонных к агрегации белков с дефект-
ными конформациями. При стрессе ЭПР активи-
руется система сигнальных каскадов, названная
системой ответа на белки с ненативными конфор-
мациями (Unfolded Protein Response, UPR) [5]. Си-

стема UPR играет двойную роль – запускает адап-
тивные реакции клетки или программируемую
клеточную гибель в случае невозможности восста-
новления нормального гомеостаза [6].

Клеточный стресс в существенной степени ме-
няет механизмы реализации генетической ин-
формации в клетке: модулируются процессы
трансляции, транскрипции, а также сплайсинга,
транспорта, деградации и стабилизации различных
видов РНК, что приводит к значительным измене-
ниям клеточного рибонуклеома [7]. МикроРНК,
изящно названные Дэвидом Бартелом скульпто-
рами транскриптома млекопитающих [8], играют
важную роль в регуляции экспрессии большин-
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ства генов, но их функции в клеточном стрессе и
старении изучены недостаточно.

Класс микроРНК объединяет малые некоди-
рующие РНК длиной 20–23 нуклеотида, впервые
описанные в 1993 году [9]. МикроРНК регулиру-
ют экспрессию генов на посттранскрипционном
и транскрипционном уровнях [8, 10]. Локусы ге-
нов микроРНК обнаружены в экзонах (6%) и ин-
тронах (44%) кодирующих и некодирующих бел-
ки генов, а также в межгенных (50%) областях [11].
Гены микроРНК, в своем большинстве, транс-
крибируются РНК-полимеразой II, при этом
транскрипт подвергается процессингу. Первич-
ный транскрипт (при-микроРНК), достигаю-
щий в длину от сотен до нескольких тысяч нук-
леотидов, содержит одну или несколько шпилеч-
ных структур (60–150 нуклеотидов), являющихся
предшественниками (пре-микроРНК) зрелых
микроРНК [12]. Эти структуры вырезаются эндо-
рибонуклеазой III Drosha с участием кофактора
DGCR8 и ряда других вспомогательных белков,
формирующих микропроцессинговый комплекс.
Если микроРНК расположена в интроне гена-хо-
зяина и лишена своего собственного промотора,
то процессинг ее предшественника, также осу-
ществляемый микропроцессинговым комплек-
сом, участвующим в созревании микроРНК, про-
исходит параллельно со сплайсингом транскрипта
гена-хозяина, но до стадии вырезания интронов.
Отдельный класс микроРНК – миртроны – про-
цессируются без участия микропроцессингового
комплекса. После процессинга в ядре предше-
ственники микроРНК транспортируются с уча-
стием экспортина-5 (Exp5) в цитоплазму, где спе-
цифически расщепляются эндорибонуклеазой
типа III DICER [12], что приводит к формирова-
нию короткого РНК-дуплекса с 3'-концевыми
свесами, одна цепь которого “выбирается” бел-
ком семейства Argonaute (AGO1-AGO4) и поме-
щается в макромолекулярный комплекс RISC
(RNA-induced silencing complex), а оставшаяся
цепь деградирует. Комплекс RISC с загруженной
микроРНК (miRISC) связывается со специфиче-
ской последовательностью мРНК-мишени, пре-
имущественно располагающейся в 3'-нетранслиру-
емой области мРНК и комплементарной (в разной
степени) 5'-концевому фрагменту микроРНК,
так называемому “seed region”. Данное взаимо-
действие в большинстве случаев приводит к де-
градации мРНК [13]. Описаны также случаи ак-
тивации трансляции, но они редки [14].

Нокауты рибонуклеазы DICER – ключевого
компонента биогенеза микроРНК – летальны,
они приводят к митотическим катастрофам, на-
рушениям пролиферации стволовых клеток и
дифференцировки [15–17]. микроРНК – один из
продуктов ферментативной активности DICER –
играют важную роль в дифференцировке, развитии,
апоптозе [18]. Несмотря на сравнительно неболь-

шое (по амплитуде) регулирующее воздействие
на мРНК-мишени (преимущественно сниже-
ние), микроРНК обеспечивают поддержание
клеточного фенотипа. Такой контроль клеточно-
го состояния не ограничивается переключениями
транскриптома в процессе развития и дифферен-
цировки, но включает формирование ответов на
различные физиологические стимулы. Происхо-
дящие при клеточном стрессе изменения состоя-
ния клеток, обусловленные массированным ре-
программированием транскриптома, представля-
ют собой особый случай, требующий аккуратных
оценок роли микроРНК.

Сдвиги в уровнях экспрессии компонентов
биогенеза микроРНК имеют большое значение
при широком спектре заболеваний, в том числе и
возрастзависимых. Так, показано, что уровень
DICER1 снижается в клетках пигментного эпите-
лия сетчатки пациентов с географической атро-
фией при возрастной дегенерации желтого пятна
[19]. Нокдаун DICER1, но не семи других фер-
ментов, процессирующих микроРНК, вызывает
дегенерацию пигментного эпителия сетчатки у
мышей предположительно через накопление Alu-
подобных РНК B1 и B2 и РНК Alu в клетках пиг-
ментного эпителия сетчатки человека. Антисмыс-
ловые олигонуклеотиды, нацеленные на Alu,
предотвращают вызванную нокдауном DICER1
дегенерацию пигментного эпителия, несмотря на
сохраняющееся глобальное подавление мик-
роРНК в клетках. Рибонуклеаза DICER1 разру-
шает Alu-подобные РНК, предотвращая их цито-
токсические эффекты и дегенерацию пигментно-
го эпителия сетчатки у мышей.

Глобальное снижение уровня микроРНК счи-
тается ключевой чертой опухолевых клеток и
важной причиной формирования злокачествен-
ного фенотипа [20]. Ранее в опухолевой линии
Т-лимфобластов Jurkat обнаружили падение
экспрессии всего класса микроРНК при стрессе
ЭПР, сопряженное со снижением их биогенеза и
соответствующим падением уровня экспрессии
DICER1 [7].

Показано также, что увеличение экспрессии
miR-103/107 снижает уровень DICER, что приво-
дит к глобальному падению экспрессии микроРНК
с приобретением клетками мезенхимальных ха-
рактеристик и метастазированию [17].

Следствием клеточного стресса может быть не
только апоптоз и адаптация, но и клеточное ста-
рение [21]. Согласно одному из предположений,
клеточное старение – это программа остановки
клеточного цикла в ответ на действие различных
факторов стресса [22], в результате которой клет-
ки становятся нечувствительными к митогенным
стимулам [23]. Клеточное старение является чрез-
вычайно важным механизмом старения организ-
ма и возрастзависимых заболеваний [22]. Пред-
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ложенная исходно Л. Хейфликом, концепция
клеточного старения (названного впоследствии
репликативным, или теломерным), как необра-
тимого ареста клеточного цикла с исчерпанием
репликативного потенциала [24], пересматрива-
ется в последнее время в сторону большей дина-
мической природы старения [25]. Хотя в репли-
кативно старых фибробластах обнаружены при-
знаки, позволяющие считать их терминально
дифференцированными [26], ряд работ указывает
на обратимость полноценного фенотипа старе-
ния. Другими словами, клетки на стадии, как
минимум непосредственно предваряющей ста-
рение, или в ранней фазе старения способны вер-
нуться в клеточный цикл [25, 27].

Первоначальное предположение о противо-
опухолевой направленности клеточного старения
также не выглядит столь однозначным. Так, не-
давно было показано, что индуцированное хи-
миотерапией старение (терапевтически индуци-
руемое) приводит к повышенной экспрессии
сигнатуры стволовости клеток B-клеточной
лимфомы [28]. В результате выхода из состояния
старения и возвращения в цикл, Wnt-зависимый
клоногенный потенциал роста этих клеток был
значительно выше, чем у клеток, не претерпевав-
ших старение. По-видимому, в переключение на
стволовость также может быть вовлечена мик-
роРНК-опосредованная регуляция.

Клеточное старение и роль некодирующих
РНК в этом процессе вызывают значительный
интерес, однако многочисленные данные о роли
микроРНК весьма противоречивы, а их регуля-
торный потенциал при стресс-индуцированном
старении недостаточно изучен.

В работе [29] обсуждается возможная связь
между активацией UPR и клеточным старением,
при этом рассматриваются разные варианты при-
чинно-следственной связи: UPR инициирует
клеточное старение или клеточное старение при-
водит к активации UPR. В нашем исследовании
предложена модель хронического стресса ЭПР,
индуцируемого в течение 4 сут, в ходе которого
развивается клеточный фенотип, близкий к на-
блюдаемому при репликативном старении. Про-
ведено сравнение маркеров старения при остром
и хроническом стрессе ЭПР и репликативном
старении. С целью обнаружения различий в мета-
болизме микроРНК нами проанализированы
транскриптомы клеток при хроническом и остром
стрессе, охарактеризован биогенез микроРНК при
старении.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные культуры. В работе использовали
первичную культуру фибробластоподобных кле-
ток FRSN из крайней плоти ребенка 3 лет, полу-

ченную из Российской коллекции культур клеток
позвоночных (Институт цитологии РАН). Эти
клетки имеют фибробластоподобную морфоло-
гию, экспрессируют поверхностные антигены,
характерные для мезенхимных стволовых клеток
(CD44, CD73, CD90, CD105 и HLA-ABC) и не
экспрессируют CD34 и HLA-DR. Клетки имеют
нормальный кариотип человека (46, XY), количе-
ство полиплоидов составляет 13%, модальное
число хромосом 46 (98.5 ± 1.2%).

Клетки культивировали в ростовой среде
DMEM с глюкозой (4.5 г/л) с добавлением 10%
FBS, 50 мкг/мл гентамицина, 2 ммоль/л глутами-
на при 37°C и 5% CO2. Жизнеспособность клеток
оценивали методом исключения витального кра-
сителя трипанового синего.

Индукция острого и хронического стресса ЭПР.
Хронический стресс ЭПР в клетках FRSN инду-
цировали дитиотреитолом (ДТТ), восстанавлива-
ющим дисульфидные связи в белках. ДТТ исполь-
зовали в субтоксической концентрации (0.75 мМ),
которая была подобрана в предварительных экс-
периментах. Субтоксической считали концентра-
цию ДТТ, достаточную для остановки клеточной
пролиферации, но не вызывающую гибель суще-
ственной части клеток. Индуктор, предваритель-
но растворенный в полном объеме среды, добав-
ляли 1 раз в сут в течение 4 сут. Затем следовала
постстрессовая фаза, в которой проводилась пол-
ная замена среды ежесуточно без добавления ин-
дуктора стресса, минимальная длительность этой
фазы составляла 1 сут, максимальная – 4 сут. В пост-
стрессовой фазе среду заменяли 1 раз в сутки на
полную среду. Также использовали схему одно-
кратной индукции стресса ЭПР в течение 6 ч
сравнительно высокой концентрацией ДТТ (2.5 мМ).

Выделение суммарной РНК, синтез первой цепи
комплементарной ДНК, полимеразная цепная реак-
ция в реальном времени (ПЦР-РВ). Изменения
экспрессии мРНК оценивали методом ПЦР-РВ с
использованием набора реактивов Maxima
SYBRGreen/ROX qPCR Master Mix (“Thermo
Fisher Scientific Inc.”, США), включающего ин-
теркалирующий краситель SYBRGreen, на ам-
плификаторе CFX96 Real-Time PCR Detection
Systems (“Bio-Rad Laboratories, Inc.”, США). Сум-
марную РНК выделяли с использованием набора ре-
агентов RNeasy® Mini Kit (“Qiagen GmbH”, Герма-
ния) или тризольным методом (с повторной до-
очисткой хлороформом) с последующей обработкой
ДНКазой I и оценкой качества. Лизис клеток прово-
дили непосредственно в культуральной посуде (чаш-
ки Петри, 6-луночные планшеты) после удаления
ростовой среды. Концентрацию суммарной РНК
в образцах определяли на спектрофотометре
NanoDrop® ND-1000 (“Thermo Fisher Scientific
Inc.”). Реакцию синтеза первой цепи кДНК про-
водили на суммарной РНК, нормированной по
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количеству, на флуориметре (Qubit, “Invitrogen”,
США), после обработки ДНКазой I с использова-
нием случайных праймеров и обратной тран-
скриптазы M-MuLV (набор RevertAid H Minus
First Strand cDNA Synthesis Kit, “Thermo Fisher
Scientific Inc.”) в соответствии с протоколом про-
изводителя. Уровни транскриптов нормировали
по уровню мРНК GAPDH, нормированные дан-
ные использовали для определения относитель-
ных изменений экспрессии генов методом 2–ΔΔCt.
Для статистической обработки результатов коли-
чественной оценки экспрессии генов использо-
вали критерий Манна–Уитни.

Высокопроизводительный анализ экспрессии
микроРНК и мРНК. микроРНК выделяли из кле-
ток с использованием набора mirVana® miRNA
Isolation Kit (“Ambion”, США). Библиотеки ма-
лых РНК получены с использованием Illumina
TruSeq small RNA library preparation kit (“Illumina”,
США). Процедура подготовки состояла из не-
скольких последовательных этапов: лигирования
фракции малых РНК (0.3–0.5 мкг) на 3'- и 5'-кон-
цах с синтетическими РНК-адапторами, обратной
транскрипции и амплификации (обогащения) с
использованием праймеров для секвенирования
Illumina с баркодами для мультиплексирования
образцов. Перед проведением ПЦР все библиоте-
ки подвергали процедуре нормирования с ис-
пользованием дополнительной количественной
ПЦР в формате SYBR Green с праймерами, иден-
тичными Illumina TruSeq PCR primer, но без кон-
цевых модификаций. Амплифицированные биб-
лиотеки очищали при помощи электрофореза в
10%-ном полиакриламидном геле. Для валида-
ции библиотек и количественной их оценки про-
водили дополнительную количественную ПЦР в
соответствии с протоколом Illumina qPCR Library
quantification protocol (“Illumina”). Нормирован-
ные библиотеки малых РНК секвенировали
(36 циклов) с использованием генетического ана-
лизатора MiSeq Illumina.

Для обработки файлов, полученных в резуль-
тате секвенирования и прошедших препроцес-
синг с “обрезанием” индексных последователь-
ностей, использовали локально установленное
программное обеспечение MiSeq Reporter v.2.6.3.
Прочитанные последовательности малых РНК с
обрезанными 3ꞌ-адапторами (5'-TGGAATTCTC-
GGGTGCCAAGG) подвергали фильтрации по
качеству ридов (>= 30 Phred Score): фильтрацию
прошли 96.9%. Затем прочитанные последова-
тельности картировали с использованием прило-
жения Bowtie с установленным требованием пол-
ного совпадения с версией hg19 сборки генома
человека и последовательностями из базы данных
микроРНК miRBase.

Суммарную РНК для высокопроизводитель-
ного анализа с использованием платформы Affy-

metrix (США) выделяли тризольным методом с
дополнительным этапом очистки хлороформом.
Пробоподготовку проводили с использованием
набора реагентов GeneChip® WT PLUS Reagent
Kit (“Ambion”), гибридизацию, мечение и отмыв-
ку – с помощью наборов GeneChip® Hybridiza-
tion Wash and Stain Kit (“Affymetrix”, США), мик-
рочипов Affymetrix 1.0 ST и станции Fluidics Sta-
tion (“Affymetrix”). Сканирование осуществляли
на системе Gene Scan 7G (“Affymetrix”). Коррек-
цию фона, квантильную нормализацию и сумми-
рование данных микрочипового анализа на уров-
не генов осуществляли с помощью алгоритма Ro-
bust Multi-chip Analysis (RMA) в программе
Transcriptome Analysis Console (TAC) версии 4.0.2,
там же с помощью алгоритма limma differential ex-
pression (элемент Bioconductor) анализировали
дифференциальную экспрессию генов. Пред-
ставленность генных листов в транскриптомных
микрочиповых данных оценивали с использова-
нием Gene Set Enrichment Analysis [30] на плат-
форме GenePattern https://cloud.genepattern.org [31].

Анализ активности β-галактозидазы, проточная
цитометрия. Активность бета-галактозидазы
определяли с использованием в качестве субстра-
та C12FDG (5-додеканоиламинофлуоресцеин ди-
β-D-галактопиранозида). В этой реакции образу-
ется флуоресцентный продукт, позволяющий
проводить его количественную оценку (микро-
скопию, проточную цитофлуориметрию). Суб-
страт добавляли в конечной концентрации
20 мкМ в ростовую среду клеток и инкубировали
в течение 2 ч при 37°C в атмосфере с 5% CO2. По-
сле этого клетки отмывали фосфатно-солевым
буфером и анализировали. Сбор данных проточ-
ной цитометрии проводили с использованием
проточного цитометра FACS Calibur, программ-
ного обеспечения CellQuest версии 6.0 (“Becton-
Dickinson Biosciences”, США). Цитометрические
данные анализировали с использованием про-
граммного обеспечения FCS Express (De Novo
Software).

Статистическая обработка данных. Статисти-
ческую обработку проводили с использованием
программного обеспечения Statistica, версия 10.0
(“StatSoft Inc,”, США), а также Microsoft Excel.
Использовали t-критерий, однофакторный дис-
персионный анализ и критерий Крускала–Уол-
лиса. Статистическую обработку результатов ко-
личественной оценки экспрессии генов проводи-
ли с использованием критерия Манна–Уитни.
Различия считали статистически значимыми при
p < 0.05. Коррекцию множественных сравнений в
транскриптомных данных проводили с исполь-
зованием процедуры Бенджамини–Хохберга
(метод контроля ожидаемой доли ложных откло-
нений), встроенной в Transcriptome Analysis
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Console, и реализации алгоритма GSEA [30]
платформы GenePattern [31].

В транскриптомном анализе представленности
генных листов GSEA [30] использовали порог от-
сечения FDR <0.25 (см. ссылку https://software.
broadinstitute.org/cancer/software/gsea/wiki/index.php/
FAQ#Why_does_GSEA_use_a_false_discovery_rate_
.28FDR.29_of_0.25_rather_than_the_more_classic_
0.05.3F).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Бета-галактозидазная активность клеток FRSN 

при хроническом стрессе ЭПР
Динамику бета-галактозидазной активности в

клетках FRSN анализировали с использованием в
качестве субстрата C12FDG, который превраща-
ется во флуоресцирующий продукт, и проточной
цитофлуориметрии. Этот метод позволяет опи-
сывать изменения активности бета-галактозида-
зы на уровне единичных клеток.

Как видно из рис. 1, интенсивность флуорес-
ценции клеток слабо изменялась в течение хро-
нического стресса ЭПР (рис. 1а): отличия от
значений в контроле составляли менее 5% после
4-х сут воздействия. Следует заметить, что на
третьи сутки воздействия стала заметна бимо-
дальность распределения интенсивностей флуо-
ресценции клеток, что может указывать на рост
гетерогенности клеточной популяции, подверг-
нутой стрессу. На 5-й день стресса после удале-
ния ДТТ из среды отмечен значительный рост
флуоресценции клеток.

ПЦР-РВ-анализ экспрессии генов-маркеров 
стресса ЭПР и DICER1 при хроническом стрессе 

ЭПР в фибробластах FRSN
Для подтверждения того, что четырехдневное

воздействие ДТТ в концентрации 0.75 мМ на
фибробласты приводит к развитию ответа на
стресс ЭПР, была изучена экспрессия ключевого
маркера стресса – шаперона BiP. Отмечено зна-
чимое повышение уровня мРНК BiP (рис. 2).

При этом наблюдалось также повышение экс-
прессии генов стресс-активируемой эндорибону-
клеазы ангиогенина (ANG) и падение уровня ее
ингибитора (RNH1) ‒ сходное соотношение
уровней экспрессии этих генов отмечено ранее
при остром стрессе ЭПР в линии клеток Jurkat [7].
Кроме того, отмечена тенденция к снижению
уровня экспрессии гена DICER1.

Транскриптомный анализ фибробластов 
при хроническом стрессе ЭПР

Изменения в процессах метаболизма нуклеи-
новых кислот (ДНК и РНК) в фибробластах

FRSN, подвергнутых 4-дневному хроническому
стрессу ЭПР, определяли, анализируя их тран-
скриптомные профили (табл. 1).

Из табл. 1. видно, что в клетках, подвергнутых
хроническому стрессу, изменена активность
большого числа процессов, связанных с синтезом
ДНК и регуляцией клеточного цикла. Синтез
ДНК при стрессе приводит к репликативному
стрессу, ответу на повреждение ДНК и влечет за
собой, по-видимому, митотические катастрофы и
анеуплоидию – эти процессы вполне характерны
и для репликативно старых клеток. Кроме того, в
клетках, подвергнутых хроническому стрессу,
усилены процессы деградации РНК, сплайсинга
и процессинга мРНК. В них обнаружено сравни-
тельно небольшое число процессов РНК-метабо-
лизма, активность которых снизилась – один
процесс “Reactome cytosolic tRNA aminoacylation”
в пределах FDR <25% ‒ порога отсечения, реко-
мендованного разработчиками метода GSEA.
Биогенез микроРНК среди этих процессов не об-
наружен.

Изменения во фракции микроРНК
при хроническом стрессе ЭПР

Анализ фракции малых РНК также показал,
что при 4-дневном стрессе ЭПР в клетках воз-
растает содержание предшественников мик-
роРНК, а также (в небольшой степени) зрелых
форм микроРНК, т.е. не наблюдается глобальное
снижение представленности микроРНК (рис. 3).

Выборочное сравнение уровней отдельных 
транскриптов фибробластов при репликативном 

старении, остром и хроническом стрессе ЭПР

Выборочное рассмотрение отдельных генов в
транскриптомах позволило выявить увеличение
экспрессии ключевого маркера – шаперона BiP
(HSPA5) – при остром стрессе ЭПР в 3.45 раза
(FDR = 1.00E–05), при хроническом стрессе ЭПР
в 1.19 (FDR = 0.1587). Также были проанализиро-
ваны транскриптомы репликативно старых кле-
ток FRSN, изменение экспрессии в которых со-
ставило 1.11 (FDR = 0.3138). Таким образом, уро-
вень мРНК шаперона BiP при остром стрессе
ЭПР был заметно выше уровней при хрониче-
ском стрессе и старении, которые оказались сход-
ными в этих двух состояниях.

В случае мРНК DICER1 наблюдали следующее
соотношение: снижение –1.74 (FDR = 0.0005) при
остром стрессе, –1.14 (FDR = 0.2536) при хрони-
ческом, –1.05 (FDR = 0.6444) при репликативном
старении. Таким образом, при хроническом
стрессе ЭПР и старении имело место незначимое
изменение уровня DICER1 и его снижение при
остром стрессе ЭПР.
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Рис. 1. Динамика изменений бета-галактозидазной активности в клетках FRSN при индуцированном ДТТ субтокси-
ческом многократном стрессе ЭПР (0.75 мМ ДТТ, 4 дня стресс, 5-й день без индуктора). а – Содержание подвергнутых
стрессу клеток (%), интенсивность флуоресценции которых выше, чем в контроле; б–д –гистограммы по каналу FL1.
Дни стресса: б – 1, в ‒ 3, г – 4, д – 5-й день. **p < 0.01, n = 3.
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Рис. 2. Уровни мРНК BiP (HSPA5), DICER1, ANG и ингибитора ANG (RNH1) в клетках FRSN при ДТТ-индуциро-
ванном субтоксическом стрессе ЭПР (0.75 мМ ДТТ, 4 дня), *p < 0.05, n = 3.
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Выборочный анализ генов ингибиторов цик-
линзависимых киназ выявил следующие соотно-
шения кратности изменения их экспрессии:

CDKN1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A, p21):
1.79 (FDR = 0.0002) – острый стресс, 1.43 (FDR =
= 0.0057) – хронический, 1.86 (FDR = 9.63E–05) –
репликативное старение.

CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, p16):
1.21 (FDR = 0.0778) – острый стресс, 1.13 (FDR =
= 0.3028) – хронический, 1.53 (FDR = 0.0022) –
репликативное старение.

Кратность изменения экспрессии гена маркера
пролиферации MKI67 (antigen identified by mono-
clonal antibody Ki-67): –1.84 (FDR = 0.0007) – ост-
рый стресс, –4.19 (FDR = 2.74E–05) – хрониче-
ский, –14.65 (FDR = 2.28E–07) – репликативное
старение;

DNMT1 – маркер клеточного старения ДНК-
метилтрансферазы DNMT1 (DNA (cytosine-5-) –
methyltransferase 1): 1.25 (FDR = 0.0190) – острый
стресс, –1.18 (FDR = 0.1010) – хронический, –1.89
(FDR = 5.96E–05) – репликативное старение.

Рис. 3. МикроРНом при многократном стрессе ЭПР. Примеры распределения прочтений: а – контроль; б – 4-днев-
ный стресс ЭПР.
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Таблица 1. Процессы ДНК- и РНК-метаболизма, активность которых изменилась при 4-дневном стрессе ЭПР*

*FDR < 25%.
Примечание. ES – Enrichment Score, NES – Normalized Enrichment Score, NOM p-val. ‒ Nominal P Value, FDR q-val. – False
Discovery Rate. Отрицательные значения NES – повышение активности генов, входящих в генный лист процесса, положи-
тельные – снижение.

Процесс Число 
генов ES NES NOM p-val. FDR q-val.

Reactome M G1 transition 70 –0.57119 –2.0412 0 0.015571239

Reactome activation of the pre replicative complex 23 –0.70386 –2.01857 0 0.015304196

Reactome processing of capped intron containing 
pre mRNA

118 –0.50592 –1.98361 0 0.015815465

KEGG cytosolic DNA sensing pathway 44 –0.59669 –1.95188 0.002347418 0.018572371

Reactome assembly of the pre replicative complex 56 –0.55779 –1.92291 0 0.02145724

Reactome vif mediated degradation of APOBEC3G 47 –0.5544 –1.85614 0 0.033851728

Reactome mRNA splicing 91 –0.49049 –1.83755 0 0.03826567

Reactome mRNA processing 135 –0.45359 –1.82997 0 0.040611435

Reactome transport of mature transcript to cyto-
plasm

42 –0.56155 –1.80992 0.002304148 0.0455481

Reactome mRNA 3 end processing 25 –0.59268 –1.76488 0.004830918 0.053662024

Reactome p53 dependent G1 DNA damage 
response

51 –0.50441 –1.73786 0 0.064953834

Reactome activation of ATR in response to repli-
cation stress

25 –0.5934 –1.72793 0.023017902 0.06917527

Reactome metabolism of non coding RNA 42 –0.52777 –1.71281 0.002487562 0.07342382

Reactome activation of chaperone genes by 
XBP1S

41 –0.52384 –1.68704 0.014634146 0.08357151

Reactome synthesis of DNA 81 –0.45024 –1.66991 0 0.09007551

Reactome destabilization of mRNA by 
AUF1/hnRNP D0

48 –0.49912 –1.66699 0.004975124 0.090713635

Reactome transport of mature mRNA derived 
from an intronless transcript

31 –0.54141 –1.64859 0.01438849 0.09772833

Reactome transport of ribonucleoproteins into 
the host nucleus

25 –0.53486 –1.57752 0.037406486 0.12973335

KEGG RNA degradation 52 –0.45107 –1.54381 0.011848342 0.14593673

Reactome G1/S transition 95 –0.4025 –1.5027 0.015831135 0.16722047

Reactome mRNA splicing minor pathway 36 –0.46363 –1.48038 0.043589745 0.17420946

KEGG DNA replication 34 –0.46562 –1.44514 0.078947365 0.19072776

Reactome SMAD2 SMAD3 SMAD4 heterotri-
mer regulates transcription

25 –0.49914 –1.44286 0.06590909 0.18828596

Reactome DNA strand elongation 28 –0.47466 –1.43111 0.08 0.19533893

KEGG mismatch repair 20 –0.50254 –1.39918 0.09859155 0.21652995

Reactome RNA pol II pre transcription events 52 –0.40576 –1.38314 0.07537688 0.22260873

Reactome cytosolic tRNA aminoacylation 22 0.623262 1.702985 0.008532 0.147578
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Стресс ЭПР сопровождается временным бло-
ком трансляции, что влечет за собой сборку
стрессорных гранул [3, 32]. Изменения экспрес-
сии генов некоторых предполагаемых участников
сборки стрессорных гранул составили:

G3BP1 (GTPase activating protein (SH3 domain)
binding protein 1): –1.3 (FDR = 0.0189) – острый
стресс, –1.1 (FDR = 0.4045) – хронический, –1.16
(FDR = 0.1381) – репликативное старение.

G3BP2 (GTPase activating protein (SH3 domain)
binding protein 2): –1.53 (FDR = 0.0022) – острый
стресс, 1.01 (FDR = 0.9417) – хронический, 1.01
(FDR = 0.9126) – репликативное старение.

TIA1 (cytotoxic granule-associated RNA binding
protein): 1.53 (FDR = 0.0012) – острый стресс, 1.26
(FDR = 0.0472) – хронический, –1.09 (FDR =
= 0.3723) – репликативное старение.

Видны разнонаправленные небольшие изме-
нения экспрессии потенциальных элементов
стрессорных гранул; для характеристики гранул
при хроническом стрессе ЭПР требуется прове-
дение дополнительных исследований.

Результаты транскриптомного анализа согла-
суются с приведенными результатами определе-
ния экспрессии методом ПЦР.

Сопоставление транскриптомных профилей 
фибробластов при остром

и хроническом стрессах ЭПР
С целью выявления отличий в процессах мета-

болизма мРНК и микроРНК сравнили тран-
скриптомные профили фибробластов, подверг-
нутых 4-дневному хроническому стрессу ЭПР и
острому стрессу ЭПР (табл. 2).

Показана активность ряда процессов метабо-
лизма ДНК и РНК при остром стрессе. Подобную
активацию наблюдали ранее в клетках, подверг-
нутых хроническому стрессу ЭПР. Значительное
число этих процессов связано с поддержанием
целостности генома и репарацией ДНК. Обнару-
жено повышение активности элементов систем-
ного контроля клеточного цикла и поддержания
теломер, а также процессов синтеза ДНК и ре-
пликативного стресса. Усилены процессы дегра-
дации РНК, включая механизмы ее дестабилиза-
ции: BRF1-опосредованные и зависимые от де-
аденилирования. Выявлено отличие острого
стресса от хронического: острый стресс сопро-
вождался снижением экспрессии генов, вовле-
ченных в биогенез микроРНК.

Согласно полученным данным, при остром
стрессе ЭПР наблюдается снижение биогенеза
микроРНК, практически не выраженное при
хроническом стрессе ЭПР и старении. Снижение
уровня мРНК DICER1 при остром стрессе ЭПР
было более существенным, чем при хроническом
и репликативном старении. Таким образом, на-

копление стрессового воздействия при много-
кратном применении его индуктора в субтокси-
ческой концентрации приводит к развитию ста-
рения и не сопровождается заметным снижением
биогенеза микроРНК.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В ходе проведенного исследования установле-

но, что хронический стресс ЭПР, индуцируемый
в течение 4 суток, вызывает рост бета-галактози-
дазной активности в клетках FRSN. Уровень бета-
галактозидазной активности, ассоциированной
со старением (SA-β-Gal), широко используется в
качестве одного из ключевых маркеров старения
клеток. Показано [33], что активность бета-га-
лактозидазы увеличивается при старении фиб-
робластов кожи человека вплоть до конца их жиз-
ни. В нашем исследовании в качестве субстрата бе-
та-галактозидазы использовали C12FDG. В ходе
этой реакции образуется флуоресцентный про-
дукт, что позволяет подсчитать с помощью про-
точной цитометрии число клеток с измененной
активностью бета-галактозидазы. На вторые сут-
ки стресса обнаруживается бимодальность рас-
пределения клеточной популяции по активности
бета-галактозидазы, что свидетельствует о росте
гетерогенности популяции при стрессе и возмож-
ном появлении субпопуляций с повышенной и
пониженной активностями этого фермента.

Транскриптомный анализ фибробластов, под-
вергнутых острому и хроническому стрессу ЭПР,
а также репликативно старых, выявил ряд совпа-
дений по маркерам клеточного старения. Stein и
соавт. [33] показали рост уровня белка ингибито-
ра циклинзависимых киназ p21 на ранних стадиях
старения фибробластов кожи человека, однако на
поздних стадиях этот уровень значительно сни-
жается. Уровень другого ингибитора ‒ p16 ‒ при
этом стабильно возрастал и поддерживался на
высоком уровне не менее 2 месяцев. Предполага-
ется, что на ранних этапах клеточное старение
имеет более динамический характер, чем и объяс-
няется вариабельность уровней p16 и p21 в кле-
точных культурах в раннем периоде старения [33].

В нашем исследовании повышенный уровень
мРНК p21 (CDKN1A) наблюдали при всех усло-
виях ‒ при остром и хроническом стрессе ЭПР, и
репликативном старении. Отмечено небольшое
увеличение уровня мРНК p16 (CDKN2A) при
остром стрессе ЭПР и наиболее существенное его
повышение при репликативном старении. Сни-
жение уровня MKI67 ‒ маркера клеточной про-
лиферации ‒ было наиболее заметным при хрони-
ческом стрессе ЭПР и репликативном старении.
Уровень еще одного маркера клеточного старе-
ния – ДНК-метилтрансферазы DNMT1 [34],
снижался при хроническом стрессе ЭПР и репли-
кативном старении, и повышался при остром
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Таблица 2. Процессы ДНК- и РНК-метаболизма, активность которых изменилась при остром стрессе ЭПР от-
носительно хронического*

Процесс Число 
генов ES NES NOM p-val. FDR q-val.

Reactome meiotic recombination 65 0.8735447 3.0217183 0.0 0.0

Reactome meiosis 90 0.82234603 2.96751 0.0 0.0

Reactome RNA pol I promoter opening 45 0.9244056 2.9474995 0.0 0.0

Reactome RNA pol I transcription 66 0.8583928 2.9423776 0.0 0.0

Reactome deposition of new CENPA con-
taining nucleosomes at the centromere

48 0.9169156 2.942151 0.0 0.0

Reactome chromosome maintenance 100 0.7930599 2.90852 0.0 0.0

Reactome RNA pol I RNA pol III and 
mitochondrial transcription

95 0.78643805 2.8621817 0.0 0.0

Reactome meiotic synapsis 59 0.8478427 2.8409016 0.0 0.0

Reactome telomere maintenance 65 0.82788223 2.8384316 0.0 0.0

Reactome packaging of telomere ends 39 0.89991754 2.7889936 0.0 0.0

Reactome mitotic prometaphase 78 0.71624535 2.5278203 0.0 0.0

Reactome generic transcription pathway 314 0.61757505 2.5247838 0.0 0.0

Reactome DNA replication 170 0.63824695 2.4992688 0.0 0.0

Reactome mitotic M M G1 phases 151 0.6272604 2.4370246 0.0 0.0

Reactome cell cycle mitotic 278 0.5840766 2.3945434 0.0 0.0

Reactome DNA repair 91 0.5916363 2.1514232 0.0 7.006776E–5

Reactome G2-M checkpoints 29 0.7238688 2.125362 0.0 1.0110341E–4

Reactome DNA strand elongation 28 0.73273474 2.11058 0.0 2.2830068E–4

KEGG DNA replication 34 0.6707805 2.0365164 0.0 6.039853E–4

Reactome activation of ATR in response to 
replication stress

25 0.71596396 2.0221338 0.0 7.4789627E–4

Reactome activation of the pre replicative 
complex

23 0.7113308 2.0045867 0.0 9.3203026E–4

Reactome E2F mediated regulation of 
DNA replication

23 0.69756645 1.9457265 0.0 0.0020754456

Reactome tRNA aminoacylation 38 0.6286507 1.9356256 0.001506024 0.0023312168

Reactome cytosolic tRNA aminoacylation 22 0.68875885 1.9215747 0.0 0.0028764098

KEGG mismatch repair 20 0.6977293 1.9181719 0.0016501651 0.002935597

Reactome extension of telomeres 26 0.66418475 1.8678123 0.0015772871 0.006243486

Biocarta ATM pathway 19 0.6773608 1.8271466 0.005033557 0.0105374735

Reactome synthesis of DNA 81 0.50922495 1.8051174 0.0 0.0134009

Reactome mitotic G2 G2-M phases 68 0.52067155 1.8027968 0.0 0.013513143

KEGG RNA degradation 52 0.5344431 1.7615125 0.0044444446 0.019558316

Reactome homologous recombination 
repair of replication independent double 
strand breaks

15
0.69050735 1.7571673

0.0033057851 0.020094687

Reactome cell cycle checkpoints 96 0.47384042 1.7323368 0.0 0.026984116
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*FDR < 25%.
Примечание. ES ‒Enrichment Score, NES ‒ Normalized Enrichment Score, NOM p-val. ‒ Nominal P value, FDR q-val. ‒ False
Discovery Rate. Положительные значения NES ‒ повышение активности генов, входящих в генный лист процесса, отрица-
тельные – снижение.

Reactome G0 and early G1 20 0.626771 1.7156974 0.008064516 0.031962775

Reactome mitotic G1 G1/S phases 118 0.45982128 1.7137032 0.0 0.031992786

Biocarta G2 pathway 20 0.63347596 1.7037532 0.00792393 0.035362072

Reactome RNA pol I transcription initiation 20 0.62224483 1.692696 0.008431703 0.038403533

KEGG p53 signaling pathway 65 0.4859263 1.6910647 0.006954103 0.03845253

Reactome unfolded protein response 71 0.49807125 1.6886604 0.0028328612 0.038820274

Reactome S phase 97 0.4626438 1.6864203 0.0013003901 0.039107393

Reactome nucleotide excision repair 42 0.52816725 1.6751274 0.009036144 0.043052983

Reactome perk regulated gene expression 25 0.5864574 1.6702857 0.0062305294 0.043940376

Reactome double strand break repair 21 0.60828984 1.657773 0.006472492 0.04618458

Reactome deadenylation dependent 
mRNA decay

41 0.50045973 1.6009737 0.01490313 0.07402219

Reactome activation of genes by ATF4 22 0.5698372 1.5749847 0.02601626 0.08751855

Reactome transport of ribonucleoproteins 
into the host nucleus

25 0.5460245 1.5581003 0.021909233 0.09215212

Reactome RNA pol I transcription termi-
nation

18 0.5971615 1.5489627 0.040584415 0.094890304

Reactome M/G1 transition 70 0.44184095 1.5154264 0.015006822 0.11944161

Biocarta stress pathway 24 0.53664243 1.5047216 0.04347826 0.125504

Reactome mitochondrial tRNA aminoac-
ylation

19 0.5240794 1.4389845 0.06539075 0.18136242

Reactome destabilization of mRNA by 
BRF1

15 0.566649 1.4311684 0.07509158 0.18765597

Reactome RNA pol III transcription initi-
ation from type 3 promoter

23 0.5010268 1.4196658 0.08279221 0.1929102

Reactome intrinsic pathway for apoptosis 28 0.4842015 1.4041576 0.07119741 0.20652774

KEGG base excision repair 31 0.4659267 1.3808284 0.08229814 0.23449185

Reactome destabilization of mRNA by 
tristetraprolin TTP

15 0.54531926 1.378124 0.11355932 0.23645765

Reactome metabolism of non coding RNA 42 0.43581405 1.3656077 0.06994048 0.24292718

Reactome destabilization of mRNA by 
KSRP

15 0.54964983 1.3626724 0.11584327 0.24208733

Biocarta bad pathway 24 –0.50187 –1.57884 0.020566 0.10174

Reactome microRNA miRNA biogenesis 20 –0.51226 –1.52795 0.032 0.123316

Reactome regulatory RNA pathways 22 –0.46209 –1.40196 0.072776 0.188577

Процесс Число 
генов ES NES NOM p-val. FDR q-val.

Таблица 2.  Окончание
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стрессе. Анализ экспрессионных маркеров, а также
рост активности бета-галактозидазы свидетель-
ствуют о приобретении фенотипа стресс-индуци-
рованного старения фибробластами, подвергну-
тыми 4-суточному воздействию субтоксических
концентраций ДТТ, причем этот фенотип сходен
с фенотипом репликативного старения.

Хронический стресс ЭПР индуцировали ДТТ в
концентрации, которая не вызывала значитель-
ной гибели контрольных клеток, но замедляла их
пролиферацию. Вообще, воздействие высоких
доз соединений, вызывающих стресс, например
токсинов, приводит к развитию апоптоза. Пред-
полагается, что при меньшей интенсивности
стрессового воздействия доминирующим меха-
низмом будет старение [35].

Следует отметить невысокий уровень p16
(CDKN2A) при хроническом стрессе ЭПР по
сравнению с репликативным старением. В то же
время, при хроническом стрессе наблюдается би-
модальность распределения клеток по активно-
сти бета-галактозидазы, что позволяет предполо-
жить разделение исходно гомогенной популя-
ции как минимум на две с более и менее
выраженными признаками стресс-индуциро-
ванного старения. Это может быть одним из объ-
яснений сравнительно низкого среднего уровня
экспрессии p16 (CDKN2A) во всей популяции.
Путь p16Ink4a/RB обычно активируется при репли-
кативном старении, а также при старении, инду-
цированном активными формами кислорода и
активацией онкогенов, но не при старении, вы-
званном повреждением ДНК. Считается, что этот
путь необходим именно для поддержания в клет-
ках состояния старения [36].

ДТТ ‒ сильный восстанавливающий агент,
который блокирует образование дисульфидных
связей в ЭПР [37], быстро (в течение нескольких
минут) вызывает развитие стресса ЭПР в клеточ-
ных культурах [38]. В клетках эукариот в условиях
окисленной среды в ЭПР происходит образова-
ние большинства дисульфидных связей [39], что
важно для конформационного созревания белков
в секреторном пути. Известно, что окислительно-
восстановительный баланс цитозоля сильно
сдвинут в сторону восстановления (соотношение
восстановленного (GSH) и окисленного (GSSG)
глутатиона составляет ~100 : 1), что препятствует
образованию дисульфидных связей, в ЭПР же со-
отношение GSH : GSSG составляет примерно 3 : 1
[40]. Несмотря на то, что ДТТ может действовать
на белки с дисульфидными связями в разных ло-
кализациях, например, на внеклеточные домены,
ДТТ сильно влияет на белки en masse и их свора-
чивание в ЭПР, запуская сигнальные ветви UPR,
как показано здесь и ранее [7].

В обзоре Pluquet и соавт. [29] высказано пред-
положение, что механизмом, индуцированного

стрессом ЭПР старения, может быть окислитель-
ный стресс, вызванный нарушением окислитель-
ного фолдинга, опосредуемого оксидоредуктазой
ERO1 и протеиндисульфидизомеразами (PDI).
Показано, что ДТТ в концентрации свыше 1.25 мМ
вызывает снижение уровня активных форм кис-
лорода в клетках Jurkat, индуцируя в них восста-
новительный стресс, однако более низкие кон-
центрации ДТТ увеличивают уровень активных
форм кислорода [41]. Предполагалось, что в ре-
зультате окисления в присутствии металлов (пре-
имущественно меди) ДТТ индуцирует образова-
ние пероксида водорода и вызывает окислитель-
ный стресс [42]. Окислительный фолдинг, как
известно, вносит существенный, но не основной
вклад в генерацию пероксида водорода в клетках
[43, 44]. Кроме того, в просвете ЭПР пероксире-
доксин 4 (фермент, обладающий антиоксидант-
ной активностью, которым богаты секретирую-
щие клетки) восстанавливает пероксид водорода
с образованием дисульфидных связей [44–46].
Однако мы не наблюдали значимого роста уров-
ней пероксиредоксинов, включая пероксиредок-
син 4, во всех использованных условиях, отмече-
но только небольшое увеличение экспрессии гена
оксидоредуктазы ERO1B. Вместе с тем, Pluquet и
соавт. указывают на возможную роль ветви UPR,
опосредуемую сенсором ЭПР, белком ATF6α, в
старении фибробластов [47].

Ряд авторов считают, что снижение экспрес-
сии DICER, наблюдаемое при действии таких
стрессоров, как активные формы кислорода,
форболовый эфир, активация онкогена RAS [48],
снижает клеточную устойчивость к стрессу [49].
Проверено предположение, согласно которому
причиной снижения уровня белка DICER может
быть апоптоз, вызванный действием стрессоров,
однако это предположение не нашло подтвержде-
ния [48]. Увеличение экспрессии DICER, наобо-
рот, способствует устойчивости к стрессу, как
минимум, у беспозвоночных [49].

Интересной представляется связь уровней
экспрессии DICER и генов иммунного ответа.
Интерфероны типа I и двухцепочечная РНК (Poly
IC) снижают экспрессию DICER на уровне бел-
ка, в то время как интерферон-гамма повышает ее
[48]. Анализ экспрессии DICER в нескольких
клеточных линиях с варьирующими паттернами
экспрессии иммунных генов выявил высокий
уровень экспрессии белка DICER в клетках тро-
фобласта JAR и JEG-3, в которых подавлена ак-
тивность генов MHC класса II и костимулирую-
щих генов [48]. В клетках рака шейки матки, в
которых иммунные гены конститутивно репрес-
сированы, но индуцируются интерфероном-
гамма, выявлен умеренный уровень DICER.
В клетках же Raji и Daudi, в которых, как и в
нормальных B-клетках, на высоком уровне кон-
ститутивно экспрессируются гены MHC класса II
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и другие иммунные гены, белок DICER не опре-
делялся [48]. При этом уровни мРНК DICER не
всегда полностью коррелируют с уровнем белка
DICER. МикроРНК проявляют в том числе и ан-
тивирусную направленность, и нокдаун DICER
увеличивает чувствительность мышей к вирус-
ным инфекциям [50]. Учитывая это, подавление
DICER ключевыми противовирусными молеку-
лами – интерферонами-альфа – трудно объяс-
нить с позиции оптимальной защиты клетки [48].
Необходимо также учитывать, что мишенью ви-
русных ответов может быть DICER [51].

В клеточном ответе на стресс можно выделить
как минимум две фазы – раннюю и позднюю.
Ранняя неспецифическая фаза характеризуется
блоком кепзависимой трансляции и началом ак-
тивной экспрессии генов стрессового ответа, таких
как шапероны. В поздней фазе (специфической
адаптации) происходит ослабление экспрессии ша-
перонов, и клетка “пытается” возвратиться к нор-
мальному функционированию при условии сни-
жения воздействия стресса или адаптации к нему.
По нашему мнению, роль DICER на этих двух
этапах может быть разной. На первом этапе сни-
жение экспрессии DICER будет способствовать
более эффективной и высокоамплитудной экс-
прессии генов стрессового ответа и стохастическо-
му фенотипу клеток, что направлено на выжива-
ние. На втором же этапе, вероятно, DICER необ-
ходим для восстановления дифференцированного
фенотипа. Так как подавление DICER часто вле-
чет за собой падение экспрессии микроРНК,
предположили, что это приводит к дерепрессии ге-
нов, способствующих клеточному выживанию –
это может иметь место при действии интерферо-
нов-альфа [48]. Не удивительно, что опухолевые
клетки характеризуются снижением уровня
DICER – они как бы “застревают” в первой фазе
ответа на стресс, что подтверждается частым по-
вышением экспрессии в них генов стрессового
ответа, например, шаперонов. Участие мик-
роРНК в специфической фазе стрессового ответа
подтверждают недавние работы. Так, например, в
постстрессовой стадии после теплового шока
показано возвращение к нормальному уровню
шаперона hsp-70 посредством связывания мик-
роРНК miR-85 со специфическими сайтами в
3ꞌ-нетранслируемой области его мРНК [52].

Наше предположение о роли DICER может
помочь объяснить данные, наблюдаемые при
клеточном старении. При старении клеток, инду-
цированном стрессом ЭПР, не происходит су-
щественного снижения биогенеза микроРНК,
наблюдается лишь небольшое падение уровня
DICER, что сочетается с умеренным ростом экс-
прессии генов стрессового ответа, например,
BiP. Несмотря на накопительный эффект хрони-
ческого стресса, биогенез микроРНК при этом
почти не изменяется, однако речь идет о среднем

по клеточной популяции уровне. Сообщалось о
глобальном снижении экспрессии микроРНК и
падении уровня DICER в жировой ткани мы-
шей при старении, причем снижение калорий-
ности корма предотвращало этот эффект [53].
Однако в этой работе при определении уровня
белка DICER методом вестерн-блотинга не ис-
пользовали нормирование при сравнении с уров-
нем контрольного белка бета-тубулина, что за-
трудняет интерпретацию данных. Кроме того,
уровни экспрессии в ПЦР-анализе нормировали
по гену 36B4, кодирующему кислый рибосомный
фосфобелок RPLP0. Хотя 36B4 может использо-
ваться для оценки относительного уровня экс-
прессии генов при анализе процессов в жировой
ткани, не сопровождаемых массивными измене-
ниями транскриптома, при старении наблюдает-
ся масштабная дизрегуляция экспрессии рибо-
сомных генов: показано повышение биогенеза
рибосом с сопутствующим укрупнением ядрыш-
ка [54]. Это может повлечь за собой систематиче-
ское изменение уровня референсного рибосом-
ного белка и погрешность в оценке экспрессии
генов.

Таким образом, в проведенном нами исследо-
вании показано, что хронический стресс ЭПР
(4 сут), индуцированный ДТТ (0.75 мМ) в фиб-
робластах FRSN, приводит к формированию фе-
нотипа клеточного старения, сходного с феноти-
пом репликативного старения. Сопоставление
хронического и острого стресса ЭПР выявило их
важное отличие – при хроническом стрессе не
происходит снижения биогенеза микроРНК.
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microRNA Biogenesis during Cellular Senesence Induced by Chronic Stress 
of the Endoplasmic Reticulum

D. M. Zaichenko1, A. A. Mikryukova1, I. R. Astafeva1, S. G. Malakho3,
A. A. Kubatiev1, 2, and A. A. Moskovtsev1, 2, *

1Institute of General Pathology and Pathophysiology, Moscow, 125315 Russia
2Russian Medical Academy of Continuing Professional Education (RMANPO), Ministry of Health of the Russian Federation,

Moscow, 125993 Russia
3Botkin City Clinical Hospital of the Moscow City Health Department, Moscow, 125284 Russia

*e-mail: bioinf@mail.ru

MicroRNAs are small non-coding regulatory RNAs about 22 nt long, post-transcriptional and transcription-
al regulators of gene expression that stabilize the cellular phenotype and play an important role in differenti-
ation, development, and apoptosis. MicroRNA biogenesis includes several precisely controlled post-tran-
scriptional stages of processing and transport, including cytoplasmic cleavage of pre-miRNA by type III ri-
bonuclease DICER with the formation of a mature duplex included in the RISC complex. The role of
miRNA and its biogenesis are not well understood in such an important process as cellular stress. Cellular
stress is a non-specific cellular response to non-physiological stimuli that can switch a cell to death or cellular
senescence. The global decrease in microRNA levels is a key feature of cancer cells and an important reason
for the formation of a malignant phenotype. In this work, using f low cytometry and high-throughput analysis
of gene expression, we showed that chronic endoplasmic reticulum (ER) stress, one of the types of cellular
stress associated with impaired protein folding in the ER, leads to the formation of a cellular aging phenotype
in fibroblast-like FRSN cells. Despite the fact that acute ER stress can reduce miRNA biogenesis, chronic
stress does not lead to a significant drop in global miRNA expression and is accompanied by only a slight de-
crease in DICER1 mRNA expression. Under chronic ER stress, we found an increase in cell population het-
erogeneity in terms of lysosomal beta-galactosidase activity, which does not exclude induced or initial cell
heterogeneity and in terms of expression of microRNA biogenesis pathway components.

Keywords: ER stress, stress-induced aging, miRNA biogenesis
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Рак яичников характеризуется низкой пятилетней выживаемостью и высоким уровнем смертности.
Изучено влияние Е3-лигазы MKRN2 (Makorin ring finger protein 2), роль которой при раке яичников
не установлена, на рост клеток рака яичников. Экспрессию MKRN2 в ткани рака яичников анали-
зировали иммуногистохимически. Сверхэкспрессию MKRN2 в двух клеточных линиях рака яични-
ков (SKOV3 и CAOV3) индуцировали с помощью лентивирусной трансфекции, а уровни экспрессии
верифицировали методом вестер-блотинга. Пролиферацию и рост клеток оценивали методом
CCK-8 и формирования колоний, миграцию клеток оценивали с использованием transwell-метода,
а апоптоз – с помощью проточной цитометрии. Ксенографтные опухоли получали в мышах, кото-
рым вводили клетки SKOV3, уровни MKRN2 и апоптоза в опухолевых клеткaх определяли иммуно-
гистохимически и методом TUNEL. Уровни MKRN2 в ткани опухоли яичников были снижены по
сравнению с нормальной тканью. Сверхэкспрессия MKRN2 в клетках SKOV3 и CAOV3, трансфици-
рованных лентивирусным вектором, снижала ассоциированное с опухолью поведение клеток и ин-
дуцировала апоптоз in vitro. Сверхэкспрессия MKRN2 в ксенографтных опухолях приводила к по-
давлению роста опухоли и повышала апоптоз in vivo. Эти данные предполагают участие MKRN2 в
канцерогенезе рака яичников и возможность использования MKRN2 в терапии опухолей.

Kлючевые слова: пролиферация клеток, миграция клеток, клеточная инвазия, MKRN2, рак яичников
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Overexpression of MKRN2 Inhibits the Growth of Ovarian Cancer Cells
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Ovarian cancer has a high mortality with low five-year survival rates. The role of the E3 ligase Makorin ring
finger protein 2 (MKRN2) in ovarian cancer is unknown. This study investigated the impact of MKRN2 on
the growth of ovarian cancer. MKRN2 expression in ovarian cancer tissue was analyzed by immunohisto-
chemistry. Overexpression of MKRN2 was induced in two ovarian cancer cell lines (SKOV3 and CAOV3) by
lentivirus transfection, and expression levels were verified by western blotting. Proliferation and growth were
determined by CCK-8 and colony formation assays, while migration was examined using transwell assays and
apoptosis by f low cytometry. Xenograft tumors of transfected SKOV3 cells were established in mice, and im-
munohistochemistry and TUNEL assays measured MKRN2 levels and apoptosis in tumor cells. Reduced
levels of MKRN2 in cancerous tissue relative to non-cancerous ovarian tissues. Lentiviral-based MKRN2
overexpression in SKOV3 and CAOV3 cells reduced tumor-associated behavior while inducing apoptosis
in vitro. In xenograft tumors, MKRN2 overexpression inhibited ovarian cancer growth and increased apopto-
sis in vivo. These findings imply the MKRN2 involvement in ovarian carcinogenesis and suggest its potential
for treating the disease.

Keywords: cell proliferation, cell migration, cell invasion, MKRN2, ovarian cancer
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Малые GTPaзы Ras функционируют как молекулярные переключатели, регулирующие клеточный
гомеостаз. Ras-зависимые сигнальные пути регулируют такие важные процессы, как прохождение
клеточного цикла, апоптоз, миграция и старение клеток. Нарушение сигнального пути Ras связано
с несколькими патологическими состояниями. Установлено, что белки Ras могут участвовать в ре-
гуляции окислительно-восстановительных сигнальных путей, включая влияние на уровень актив-
ных форм кислорода, создающих условия для канцерогенеза. Предполагается, что активные формы
кислорода и разобщение митохондриальных функций являются главными факторами, воздейству-
ющими на физиологические процессы в клетках и вовлеченными в разные патологии. В настоящей
работе изучена роль Ras1, трет-бутилгидропероксида (tBHP) и антимицина A в ответе клеток
Schizosaccharomyces pombe на окислительный стресc. Обнаружено снижение выживаемости, более
высокий уровень активных форм кислорода и нарушение функций митохондрий в клетках ras1Δ и
в клетках дикого типа, обработанных tBHP, а также ингибитором дыхательной цепи антимицином А.
Более того, эти эффекты сильнее выражены в обработанных антимицином или tBHP клетках ras1Δ.
Показано также, что Ras1 регулирует экспрессию и активность таких антиоксидантных ферментов,
как глутатионпероксидаза (GSH-Px), глутатион-S-трансфераза (GST) и каталаза. Эти результаты
свидетельствуют о потенциальной роли Ras1 S. pombe в смягчении ответа на окислительный стресс.

Kлючевые слова: Schizosaccharomyces pombe, Ras1, активные формы кислорода, ROS, трет-бутилгид-
ропероксид tBHP, окислительный стресс
DOI: 10.31857/S0026898423040158, EDN: QLULLQ
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Inactivation of Ras1 in Fission Yeast Aggravates the Oxidative Stress Response Induced 
by Tert Butyl Hydroperoxide (tBHP)
N. Masood1, S. Anjum2, and S. Ahmed2, *

1Biochemistry and Structural Biology Division, CSIR- Central Drug Research Institute,
Sector 10, Jankipuram Extension, Sitapur Road, Lucknow, 226031 India
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Ras proteins are small GTPases and function as molecular switches to regulate cellular homeostasis. Ras-de-
pendent signalling pathways regulate several essential processes such as cell cycle progression, growth, migra-
tion, apoptosis, and senescence. The dysregulation of Ras signaling pathway has been linked to several patho-
logical outcomes. A potential role of RAS in regulating the redox signalling pathway has been established that
includes the manipulation of ROS levels to provide a redox milieu that might be conducive to carcinogenesis.
Reactive oxygen species (ROS) and mitochondrial impairment have been proposed as major factors affecting
the physiology of cells and implicated in several pathologies. The present study was conducted to evaluate the
role of Ras1, tert Butyl hydroperoxide (tBHP), and antimycin A in oxidative stress response in Schizosaccha-
romyces pombe cells. We observed decreased cell survival, higher levels of ROS, and mitochondrial dysfunc-
tionality in ras1Δ cells and tBHP as well as respiratory inhibitor, antimycin A treated wild type cells. Further-
more, these defects were more profound in ras1Δ cells treated with tBHP or antimycin A. Additionally, Ras1
also has been shown to regulate the expression and activity of several antioxidant enzymes like glutathione
peroxidase (GSH-Px), glutathione-S-transferase (GST), and catalase. Together, these results suggest the po-
tential role of S. pombe Ras1 in mitigating oxidative stress response.

Keywords: Schizosaccharomyces pombe, Ras1, ROS, tBHP, oxidative stress
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Разработка физиологически содержательных математических моделей, описывающих многоуров-
невую регуляцию в сложной сети иммунных ответов, в частности системы интерферонрегулируе-
мых процессов репликации вирусов, является фундаментальной научной задачей в рамках межинтегра-
ционного системного подхода к исследованиям в иммунологии. В работе представлена детальная мате-
матическая модель высокого разрешения, описывающая репликацию вируса иммунодефицита
человека (ВИЧ), ответ системы интерферона (ИФН) I типа на проникновение вируса в клетку и по-
давление действия ИФН-индуцируемых белков вспомогательными белками ВИЧ. В результате про-
веденного исследования впервые разработана модель, учитывающая взаимодействие всех трех про-
цессов. Математическая модель представляет собой систему из 37 нелинейных обыкновенных диф-
ференциальных уравнений, включающую 78 параметров. Особенность модели заключается в том, что
в ней описаны не только процессы, вовлеченные в интерфероновый ответ клетки на заражение виру-
сом, но также используемые вирусом механизмы, препятствующие действию системы ИФН.

Ключевые слова: математическая модель, вирус иммунодефицита человека, репликация, вспомога-
тельные белки, интерферон типа 1, интерфероновый ответ, индуцируемые интерфероном белки
DOI: 10.31857/S0026898423040080, EDN: QLNHZQ

ВВЕДЕНИЕ
Защита от инфекций ‒ основная функция им-

мунной системы организма человека и живот-
ных, контролируемая реакциями врожденного и
адаптивного иммунитета [1]. Ключевой фактор
реакций врожденного иммунитета, реализующий
механизмы защиты организма от вирусных ин-
фекций, ‒ система интерферона (ИФН) I типа [2, 3].
Образующиеся в инфицированных клетках моле-
кулы ИФН переводят клетку в противовирусное
состояние, которое может либо предотвратить

инфекцию de novo, либо ингибировать более
поздние стадии репликации вируса, такие как
сборка и выход новых вирионов из клетки [4‒6].

В организме человека ИФН I типа составляют се-
мейство родственных цитокинов, включая 13 подти-
пов ИФН-α и два подтипа ИФН-β, которые сек-
ретируются в ответ на стимуляцию рецепторов
распознавания чужеродных клетке компонентов.
Это Toll-подобные рецепторы (TLR), RIG1-по-
добные рецепторы (RLR) и NOD-подобные ре-
цепторы (NLR) [7].

Следует заметить, что структура ингибирую-
щей сети ИФН-α, а также параметры, регулирую-
щие ее активность, плохо изучены, в то время как
понимание динамики иммунного ответа системы
ИФН имеет важное значение при разработке эф-
фективных лекарственных средств для лечения
инфекционных и других заболеваний. Так, дина-
мические модели позволят точно определить, ка-
кие молекулярные компоненты сети ингибирова-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0026898423040080 для авторизованных поль-
зователей.
Сокращения: ВИЧ ‒ вирус иммунодефицита человека;
ИФН ‒ интерферон(ы); кДНК – комплементарная ДНК;
dsRNA (doubly spliced RNA) ‒ двукратно сплайсированная
РНК; gRNA (genomic RNA) ‒ полноразмерная РНК; ISGs
(interferon-stimulated genes) ‒ интерферонстимулируемые
гены; ssRNA (singly spliced RNA) ‒ однократно сплайсиро-
ванная РНК.

УДК 51.76

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ
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ния ИФН-α наиболее перспективны в качестве
терапевтических мишеней [5].

В нашей работе впервые построена, прокалиб-
рована и исследована высокоразмерная модель,
описывающая на временнόм интервале 0‒35 ч
взаимодействие процессов трех классов: 1) ре-
пликацию вируса иммунодефицита человека
(ВИЧ) в клетке (на основе описанной ранее мате-
матической модели жизненного цикла ВИЧ [8]),
2) ответную реакцию внутриклеточной системы
ИФН на проникновение вируса в клетку и 3) по-
давление действия ИФН-индуцируемых белков
вспомогательными белками ВИЧ.

РЕПЛИКАЦИЯ ВИЧ В КЛЕТКЕ
Жизненный цикл ВИЧ (ВИЧ-1 и ВИЧ-2) на-

чинается со связывания вируса с клеточным ре-
цептором (CD4) и корецептором (CCR5 или
CXCR4) с последующим слиянием с мембраной
клетки-хозяина. Вирион проникает внутрь клет-
ки, где происходит процесс обратной транскрип-
ции. Синтезированная ДНК-копия вирусного ге-
нома (кДНК) попадает в ядро и интегрируется в
геном клетки.

В ядре происходит процесс транскрипции
полноразмерной (g), однократно сплайсирован-
ной (ss) и двукратно сплайсированной (ds) молекул
РНК, которые затем перемещаются в цитоплазму.
Образовавшиеся мРНК кодируют вирусные бел-
ки-предшественники: Gag-Pol, Gag и Env (gp160), ‒
необходимые для сборки новых вирионов, регу-
ляторные белки Tat и Rev, вспомогательные белки:
Nef, Vpr и Vif, а также Vpu (ВИЧ-1) или Vpx (ВИЧ-2).
Белки, необходимые для сборки нового вириона,
включая белок Vpu, и молекулы вирусной РНК
перемещаются к мембране. Белки и молекулы ви-
русной РНК, находящиеся на мембране, собира-
ются в превирионный комплекс. Затем происхо-
дит почкование созревшего вириона и его выход
из клетки [8‒12].

ОТВЕТ СИСТЕМЫ ИНТЕРФЕРОНА 
НА ПРОНИКНОВЕНИЕ ВИЧ В КЛЕТКУ
Проникший в клетку вирус распознается кле-

точными рецепторами, включая RIG1-подобный
рецептор, в результате чего запускается сигналь-
ный каскад реакций, приводящих к активации
факторов транскрипции IRF3 и NF-κB. Эти фак-
торы транслоцируются в ядро и стимулируют тран-
скрипцию ИНФ-стимулируемых генов (ISGs),
кодирующих ИФН [4, 13, 14]. Вышедшие во вне-
клеточное пространство молекулы ИФН воздей-
ствуют на соседние клетки, активируя сигнальный
каскад с участием белков STAT1 и STAT2, которые
индуцируют экспрессию ISGs, кодирующих белки
APOBEC3, SAMHD1, Tetherin [14]. Эти белки ре-
гулируют различные стадии репликации вируса в

клетке: APOBEC3 и SAMHD1 препятствуют
процессу обратной транскрипции, Tetherin –
выходу созревшего вириона из клетки [4, 15‒18].
АРОВЕС3 дезаминирует основания на первой
синтезированной цепи кДНК, в результате по-
лучается “испорченная” кДНК вируса [19].
SAMHD1 – фермент, дефосфорилирующий три-
фосфаты дезоксинуклеозидов до нуклеозидов и
за счет этого подавляющий обратную транскрип-
цию [20, 21]. Поверхность белка Tetherin покрыта
жгутиками, которые одновременно “цепляются”
за вирион и клеточную мембрану, противодей-
ствуя тем самым выходу вириона из клетки [22].

ПОДАВЛЕНИЕ ДЕЙСТВИЯ ИФН-
ИНДУЦИРОВАННЫХ БЕЛКОВ 

ВСПОМОГАТЕЛЬНЫМИ БЕЛКАМИ ВИЧ
Действию ИФН-стимулированных белков

препятствуют вспомогательные белки вируса:
Vpu (ВИЧ-1), Vpx (ВИЧ-2) и Vif (ВИЧ-1). Vpu
взаимодействует с клеточным белком Tetherin,
Vpx – с SAMHD1, Vif – с APOBEC3 [4]. Принцип
действия вспомогательных белков ВИЧ состоит в
образовании комплекса с соответствующим ИФН-
стимулированным белком с последующей деграда-
цией последнего, но не вирусного белка [23].

МАТЕМАТИЧЕСКАЯ МОДЕЛЬ
Математическая модель, сформулированная в

данной работе, представлена в виде системы из
37 нелинейных обыкновенных дифференциаль-
ных уравнений. Система включает 78 параметров.
Модель применима как для ВИЧ-1, так и для
ВИЧ-2 при обнулении параметров процессов, ко-
торые в ней не присутствуют. Уравнения системы
описывают изменения численности вирусных
белков и РНК в ходе рассматриваемых стадий ре-
пликации ВИЧ в зараженной клетке и ответ си-
стемы ИФН.

В табл. 1 приведены параметры, используемые
в математической модели, их описание, значения
и размерности. Ключевые блоки системы процес-
сов, включающих репликацию вируса, активацию
системы ИФН и блокировку ее действия вспомо-
гательными белками ВИЧ, представлены на рис. 1.

УРАВНЕНИЯ МОДЕЛИ
Проникновение ВИЧ в клетку

Проникновение вируса в клетку происходит в
три этапа:

1) связывание вириона с клеточным рецепто-
ром CD4 (гликопротеин gp120 связывается с мо-
лекулами CD4 на поверхности Т-клеток),

2) связывание с корецептором (CCR5 или CXCR4),
3) слияние вирусной оболочки с мембраной

клетки-хозяина.
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Таблица 1. Значения параметров модели

Параметр Описание Значениеa Ссылки

Константа скорости связывания вириона с мембраной (2.1, 6.0) 3.1 ч‒1 [24‒26]
Константа скорости деградации свободных вирионов (0.38, 1.5) 0.38 ч‒1 [27, 28]

Константа скорости деградации связанных вирионов (4.8 × 10‒4, 1.9 × 10‒3)
0.0008 ч‒1 [29, 30]

Константа скорости слияния вириона с клеткой (0.42, 2.2) 0.7 ч‒1 [26, 31, 32]
Константа скорости обратной транскрипции (0.43, 1.02) 0.43 ч‒1 [33‒35]
Величина, обратная времени жизни вирусной РНК 0.21 ч‒1 [36]
Величина, обратная времени жизни вирусной ДНК в 
цитоплазме (0.016, 0.2) 0.03 ч‒1 [37‒40]

Константа скорости транспортировки вирусной ДНК в 
ядро 0.12 ч‒1 [33, 39]

Величина, обратная времени жизни свободной, 
невстроенной вирусной ДНК в ядре 0.001 ч‒1 [37]

Константа скорости интеграции вирусной ДНК в геном 
клетки (0.07, 10) 0.14 ч‒1 [33, 41‒44]

Величина, обратная времени жизни интегрированной в 
хромосому ДНК 0.00002 ч‒1 [45]

Константа скорости ингибирования обратной тран-
скрипции вирусной РНК белком APOBEC3 0.35 ч‒1 [46]

Константа скорости ингибирования обратной тран-
скрипции вирусной РНК белком SAMHD1 1.6 ч‒1 [47]

Уровень базальной транскрипции полноразмерной РНК 
ВИЧ в клетке 15 ч‒1 [33, 48]

Уровень транскрипции, индуцированный трансактива-
цией Tat (величина насыщения белка Tat) (1000, 1500) 1500 ч‒1 [33, 48]

Пороговое значение концентрации Rev, при котором 
скорость экспорта полноразмерной мРНК  и 
однократно сплайсированной мРНК  ВИЧ 
достигает 50% от максимальной

(12, 6.0 × 105)
77000 молекул

[33, 40, 48]

Пороговое значение концентрации Tat, при котором 
скорость транскрипции вирусной РНК достигает 50% от 
максимальной

1000 молекул [33, 40, 48]

Ингибирующий эффект белка Rev на процессы сплай-
синга, параметризующий снижение скорости сплай-
синга в 1/(1 ‒ β) раз при достижении белком Rev уровня 
сатурации

(0.82, 0.95) 0.9 [33]

Константа скорости транспортировки вирусной РНК к 
мембране (1.44, 43.2) 2.8 ч‒1 [49]

Константа скорости экспорта вирусных РНК из ядра 
полноразмерной (RNAg), j = {g}; однократно сплайсиро-
ванной (RNAss), j ={ss})

(2.1, 4.6) 2.3 ч‒1 [33, 48, 50]

Константа скорости экспорта двукратно сплайсирован-
ной вирусной РНК (RNAds) из ядра 4.6 ч‒1 [33, 48, 50]

Константа скорости синтеза однократно сплайсирован-
ной вирусной РНК (RNAss)

(2, 3) 2.4 ч‒1 [33, 48, 50]

Константа скорости синтеза двукратно сплайсирован-
ной вирусной РНК (RNAds)

(2, 3) 2.4 ч‒1 [33, 48, 50]

Константа скорости деградации , j = {g, ss, ds} (0.077, 0.25) 0.12 ч‒1  [33, 48, 50]

Константа скорости деградации белка Tat (0.04, 0.173) 0.04 ч‒1 [33, 48, 50]
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Константа скорости деградации белка Rev (0.04, 0.173) 0.07 ч‒1 [33, 48, 50]

Константа скорости деградации белка j, j = {Gag-Pol, Gag} (0.05, 0.39) 0.09 ч‒1 [33, 34]

Константа скорости деградации белка gp160 0.02 ч‒1 [33]

Константа скорости деградации белка Vpu 0.39 ч‒1 [33]

Константа скорости деградации белка Vpx 0.019 ч‒1 [51]

Константа скорости деградации белка Vif 1.38 ч‒1 [52]

Доля , кодирующей белок ,
i ={g, ss, ds},
j = {Gag-Pol, Gag, gp160, Vpu, Vpx, Vif}

0.05 [33]

0.95 [33]

0.64 [b]
(0.095, 0.238) 0.2 [33, 48]

0.025 [33]

0.062 [b]
0.073 [b]
0.145 [b]

Константа скорости трансляции белков
(50, 1000) 524
[белок] [мРНК]‒1 ч‒1

[33, 48, 50, 
53‒55]

Константа скорости деградации белка Gag-Pol на мем-
бране 0.004 ч‒1 [56]

Константа скорости деградации белка Gag на мембране 0.004 ч‒1 [56]
Константа скорости деградации белка gp160 на мем-
бране 0.014 ч‒1 [57]

Константа скорости транспортировки белка  к мем-
бране, j ={Gag-Pol, Gag, gp160}

(1.386, 432) 2.8 ч‒1 [33, 49, 58]

Константа скорости транспортировки белка Vpu к мем-
бране (1.386, 432) 2.8 ч‒1 [33, 49, 58]

Константа скорости сборки компонент вируса в новый 
вирион (6, 12) 8 ч‒1 [59, 60]

Число молекул  в новом вирионе 2 молекулы [59, 61]

Число молекул Gag-Pol в новом вирионе (125, 250)
250 молекул [59, 62]

Число молекул Gag в новом вирионе (2 500, 5000)
5000 молекул [59, 62]

Число молекул gp160 в новом вирионе (12, 105)
24 молекулы [62, 63]

Константа скорости деградации вириона (0.33, 1.25) 0.52 ч‒1 [60]
Константа скорости отпочковывания вириона (1.3, 4.5) 2 ч‒1 [60]
Константа скорости деградации вируса (0.38, 1.5) 0.38 ч‒1 [28]
Константа скорости созревания вириона 2.4 ч‒1 [64]
Константа скорости захвата вирионов белком Tetherin 0.08 ч‒1 [22]
Константа скорости активации белка RIG1 0.48 ч‒1 [14]
Константа скорости потери активности белка RIG1 0.4 ч‒1 [14]

Параметр Описание Значениеa Ссылки
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Таблица 1.  Продолжение
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aВ скобках указан диапазон значений параметра.
bИспользованы данные с сайта https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/MAP/landmark.html на 28.02.2020.

Константа скорости активации белка IRF3
(0.01, 0.02)
0.015 нМ ч‒1 [14]

Константа скорости деградации белка IRF3
(0.001, 0.002)
0.0015 ч‒1 [65]

Константа скорости активации белка NF-κB
(0.01, 0.02)
0.0134 нМ ч‒1 [53‒55]

Константа скорости деградации белка NF-κB 0.00026 ч‒1 [53‒55]
Константа скорости синтеза внутриклеточного ИФН 1.79 пг мл‒1 нМ‒1 ч‒1 [14]
Константа скорости деградации внутриклеточного ИФН 0.08 ч‒1 [14]
Константа скорости деградации внеклеточного ИФН 0.15 ч‒1 [14]
Константа скорости выхода ИФН из клетки 0.13 ч‒1 [14]
Константа скорости синтеза комплекса STAT12 0.01 нМ мл пг‒1 ч‒1 [14]

Константа скорости деградации комплекса STAT12
(0.0001, 0.0003)
0.0002 ч‒1

[55]

Константа скорости активации трансляции белков, 
кодируемых ISGs 0.1 нМ‒1 ч‒1 [14]

Константа скорости деактивации белка APOBEC3 0.087 ч‒1 [46]
Константа скорости деактивации белка SAMHD1 0.16 ч‒1 [66]
Константа скорости деактивации белка Tetherin (0.03, 0.08) 0.044 ч‒1 [67]
Константа скорости деактивации белка APOBEC3 бел-
ком Vif 0.000007 ч‒1 [46]

Константа скорости деактивации белка SAMHD1 бел-
ком Vpx 0.000007 ч‒1 [68]

Константа скорости деактивации белка Tetherin белком 
Vpu 0.000007 ч‒1 [67]

Параметр Описание Значениеa Ссылки
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Таблица 1.  Окончание

Связывание вириона с CD4+ Т-клеткой моде-
лируется двумя уравнениями, описывающими
скорости изменения числа свободных и связан-
ных с рецепторами вирионов:

(1)

(2)

где  – число свободных вирусных частиц вне
клетки,  – число вирионов, связанных с ре-
цептором CD4 и корецептором.

Обратная транскрипция

После слияния мембран вирион проникает
внутрь клетки, где происходит раздевание нук-
леокапсида и высвобождение вирусной РНК, ко-
торая представлена двумя копиями плюс-цепей,
в цитоплазму клетки. Под действием вирусного
белка – обратной транскриптазы – на каждой це-

[ ] [ ] [ ]= − −free
bind free free ,

d V
k V d V

dt

[ ] [ ] ( )[ ]= − +bound
bind free fuse bound bound ,

d V
k V k d V

dt

freeV
bound  V

пи вирусной РНК синтезируется комплементар-
ная ей цепь ДНК (минус-цепь), а затем уже на
этой цепи комплементарная ей плюс-цепь ДНК.
В результате образуется двухцепочечная вирус-
ная ДНК. Успешному протеканию обратной
транскрипции препятствуют клеточные белки
APOBEC3 и SAMHD1. Обратная транскрипция
моделируется как обобщенная реакция для трех
процессов:

1) синтез минус-цепи ДНК на вирусной РНК,
2) синтез плюс-цепи ДНК,
3) образование двухцепочечной ДНК.
Эти процессы можно представить следующи-

ми уравнениями:

(3)
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Рис. 1. Обобщенная схема основных процессов внутриклеточного онтогенеза ВИЧ и реакции системы ИФН, пред-
ставленные в модели. а ‒ Репликация вируса ( ), синтез вспомогательных вирусных белков ( ), распознавание
вируса, приводящее к секреции ИФН ( ); б ‒ сигнальный путь ИФН, приводящий к образованию белков, блоки-
рующих стадии вирусной репликации ( ), блокирование вспомогательными вирусными белками этих факторов (⊣).
Серым цветом обозначены следующие стадии процесса репликации вируса: транскрипция вирусных мРНК, сплай-
синг, трансляция белков, транспорт к мембране, сборка вирусных частиц; подробные схемы этих процессов представ-
лены в работе [8].
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(4)

где – число молекул геномной РНК в ци-
топлазме, – число молекул вирусной
ДНК, синтезированных в процессе обратной
транскрипции.

Интеграция вирусной ДНК в геном
После завершения фазы обратной транскрип-

ции в CD4+ T-клетке синтезированную вирусную
ДНК связывает вирусный фермент интеграза, ко-
торый вместе с другими белками формирует пре-
интеграционный комплекс для транспортировки
вирусной ДНК в ядро клетки. Под действием ин-
тегразы ДНК встраивается в геном. Процесс
встраивания вирусной ДНК в хромосомную ДНК
клетки-хозяина назван интеграцией, а вирусная
ДНК, встроившаяся в геном клетки, – провиру-
сом [8].

(5)

(6)

Здесь  – число молекул вирусной ДНК
в ядре,  – число молекул вирусной ДНК,
интегрированных в геном клетки.

Транскрипция
Транскрипция вирусной РНК с интегрирован-

ной в геном хозяина провирусной ДНК начина-
ется, когда клетка-хозяин получает сигнал акти-
вации. В ядре идет синтез трех типов вирусной
мРНК: полноразмерной ~9 т.н.), одно-
кратно сплайсированной ~4 т.н.) и
двукратно сплайсированной  (~2 т.н.) [9].
После транскрипции все эти мРНК транспортиру-
ются в цитоплазму: полноразмерная , од-
нократно сплайсированная , двукратно
сплайсированная . Существует вре-
меннáя регуляция транскрипции и экспорта в ци-
топлазму вирусных мРНК с помощью вирусных
белков Tat и Rev.
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Функция скорости транскрипции, обозначенная
TR (ч‒1), представлена в виде:

зависимости  и  описываются уравнения-
ми Михаэлиса‒Ментен [8, 33, 48, 50]:

Трансляция вирусных белков

Вирусные мРНК кодируют как белки, входя-
щие в состав вириона и необходимые для его
сборки: Tat, Rev, белки-предшественники Gag-
Pol, Gag, Env (gp160), ‒ так и вспомогательные
белки ВИЧ: Vpu, Vpx, Vif, ‒ противодействующие
ответу системы ИФН.
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(17)

(18)

(19)

(20)

Здесь: ‒ число молекул белка j в цитоплазме, j =
= {Tat, Rev, Gag-Pol, Gag, gp160, Vpu, Vpx, Vif}.

Сборка и созревание вирусных частиц

На поздней фазе цикла репликации ВИЧ бел-
ки-предшественники Gag-Pol, Gag, Env (gp160) и
молекулы вирусной РНК перемещаются к мем-
бране.
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где  ‒ число молекул белка j на мембране, j =
= {Gag-Pol, Gag, gp160}; ‒ число молекул
полноразмерной РНК на мембране.

На мембране происходит сборка и образова-
ние превирионного комплекса (  который
затем от нее отпочковывается . Первона-
чально незрелый отпочковавшийся вирион впо-
следствии созревает ( ) и выходит из клетки –
уже как инфекционная вирусная частица. Про-
цессу выхода препятствует ИФН-стимулирован-
ный белок Tetherin. Вспомогательный вирусный
белок Vpu транспортируется к мембране для за-
хвата молекул белка Tetherin.

(25)

(26)

(27)

(28)

где  ‒ число молекул белка Vpu на мембране.

Активация синтеза интерферона в клетке
В распознавании вирусной РНК в клетке

участвуют белки RIG1, NF-κB и IRF3, индуциру-
ющие транскрипцию генов, экспрессия которых
приводит к синтезу внутриклеточного ИФН.

(29)

(30)

(31)

(32)

 ‒ концентрация внутриклеточного
ИФН (пг мл‒1).

Синтез ИФН-стимулированных белков
Синтезированный ИФН выходит из клетки

и связывается с соответствующим рецептором
IFNAR на мембране других клеток, активируя
димеризацию белков STAT1 и STAT2 с образова-
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нием гомодимера (STAT1)2 или гетеродимера
STAT1-STAT2 (в модели обозначен как STAT12).
Эти димерные комплексы индуцируют актива-
цию ISGs в ядре, в том числе кодирующих белки-су-
прессоры репликации ВИЧ: APOBEC3, SAMHD1,
Tetherin. В уравнениях для APOBEC3, SAMHD1 и
Tetherin учтена убыль этих белков за счет их деак-
тивации вспомогательными белками ВИЧ:

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)

Здесь ‒ концентрация ИФН вне клетки
(пг мл‒1).

Анализ чувствительности модели
Параметры модели, представленные в табл. 1,

основаны на литературных данных [14, 22, 24‒68]
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и оценены на основе различных эксперименталь-
ных систем. Часть параметров по внутриклеточ-
ной репликации ВИЧ прокалибрована в работе
[8]. Численные значения скоростей образования
и деградации некоторых белков, а также коэффи-
циентов воздействия одних белков на другие не-
известны. В данной работе мы оценивали значе-
ния соответствующих параметров, исходя из име-
ющихся данных по их влиянию на ингибируемые
ими белки. Параметры , отвечаю-
щие за ингибирование стадий репликации ВИЧ
соответствующими ИФН-стимулируемыми бел-
ками (APOBEC3, SAMHD1, Tetherin), определе-
ны путем согласования динамики переменных
модели и экспериментальных данных [22, 47, 69].
Так, в результате взаимодействия ИФН-стимули-
рованных и вспомогательных белков количество
вирусной ДНК, полученной в результате обрат-
ной транскрипции, падает в среднем на 50% при
наличии APOBEC3 [69] и еще на 50% при нали-
чии SAMHD1 [47], белок Tetherin сокращает вы-
ход вирионов на 40% [22].

Таким образом, параметры модели можно ва-
рьировать в определенных диапазонах, что связа-
но с недостатком экспериментальных данных,
однако использованные нами оценки позволяют
успешно описать кинетику рассматриваемых
процессов. Появление новых количественных
данных о внутриклеточных процессах реакции
системы ИФН при ВИЧ-инфекции позволит
уточнить соответствующие параметры модели и
интервалы их физиологической изменчивости.

В табл. 2 приведены параметры модели ( ), к

вариации которых функционал ,
равный площади под кривой числа вышедших из
клетки частиц вируса на временном интервале
[0,T], имеет наибольшую чувствительность, и
значения нормированных компонент вектора

градиента функционала ( ). Параметры раз-

делены на две группы: имеющие так называемый
“отрицательный” эффект (при небольшом увели-
чении значения параметра значение функционала
уменьшается) и “положительный” эффект (при
увеличении значения параметра функционал уве-
личивается).

Анализ чувствительности модели к малым воз-
мущениям параметров позволил определить наи-
более значимые для репликации ВИЧ четыре ста-
дии ответной реакции системы ИФН, которые
могут быть потенциальными мишенями для про-
тивовирусных препаратов.

1. Активация димеризации белков STAT1 и
STAT2 с образованием гомодимера (STAT1)2 или
гетеродимера STAT1-STAT2 и последующая акти-
вация синтеза ИФН-стимулированных белков
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Таблица 2. Параметры, к которым функционал J наи-
более чувствителен
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(  – константа скорости синтеза гетеродиме-
ра STAT12).

2. Активация синтеза ИФН-стимулированных
белков ( – константа скорости активации
трансляции белков, кодируемых ISGs).

3. Противодействие белка SAMHD1 процессу
обратной транскрипции (  – константа скоро-
сти подавления синтеза ДНК белком SAMHD1).

4. Ингибирование выхода созревших вирионов
во внеклеточное пространство белком Tetherin
(  – константа скорости захвата вирионов бел-
ком Tetherin).

Анализ чувствительности модели выполнен с
помощью метода сопряженных уравнений [70,
71]; программная реализация метода сопряжен-
ных уравнений – на языке Python.

ЧИСЛЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ
Расчеты на модели (1)‒(37) произведены для

значений параметров модели, приведенных в
табл. 1, при нулевом векторе начальных данных, кро-
ме двух его компонент: числа свободных вирусных
частиц:  (частицы) ‒ и внеклеточного
ИФН:  (пг/мл). На рис. S1а‒е и
рис. S2а‒г (см. Дополнительные материалы на
сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2023/4/sup-
p_Gainova_rus.pdf) приведены графики процессов в
инфицированной клетке. Наиболее детальные
экспериментальные данные по всему жизненному
циклу ВИЧ приведены в работе [40]. Кинетические
кривые (рис. S1 и S2), отражающие основные ста-
дии репликации ВИЧ, соответствуют процессам,
приведенным на рис. 1. Сравнение расчетов для
различных концентраций внеклеточного ИФН:

 (пг/мл) и  (пг/мл), – по-
казало (рис. S2д), что при нулевой начальной кон-
центрации внеклеточного ИФН суммарное число
вышедших из клетки вирусных частиц увеличива-
ется почти на порядок, а уменьшение начальной
концентрации в два раза:  (пг/мл) ‒
увеличивает это число примерно в 1.5 раза. Ана-
логично, сравнивая суммарное количество про-
изведенного внутриклеточного ИФН для различ-
ных концентраций:  = 0, 50, 100 (пг/мл)
(рис. S2е), ‒ заключаем, что это количество умень-
шается в 4 раза при  (пг/мл) по срав-
нению с результатами, полученными при нулевой
начальной концентрации внеклеточного ИФН.

На рис. S3 и S4 (см. Дополнительные мате-
риалы на сайте http://www.molecbio.ru/down-
loads/2023/4/supp_Gainova_rus.pdf) проанализи-
ровано суммарное количество произведенного
внутриклеточного ИФН и суммарное число вы-
шедших из клетки вирусов при варьировании
параметров модели (d, dcomb, dDNAcor, kint, kfuse, kRT)

STATk

ISG  k

SAMf

Tethf

( ) =freeV 0 4
( ) =IFN 0 100e

( ) =IFN 0 0e ( ) =IFN 0 100e

( ) =IFN 0 50e

( )IFN 0e

( ) =IFN 0 100e

для начальных данных:  (частицы),
 (пг/мл).

На рис. S3а, б представлены графики для трех
различных значений параметра d, где d – ско-
рость деградации свободных вирионов, d = 0.9,
1.5, 0.38 (ч‒1) (последнее значение, dtab, ‒ таблич-
ное, см. табл. 1). Показано, что суммарное число
вышедших из клетки вирусов при d = 0.9 (ч‒1)
почти в два раза меньше, чем при d = dtab, и в 7 раз
меньше при d = 1.5 (ч‒1), чем при d = dtab. При
варьировании параметра dcomb (скорость деграда-
ции вириона) суммарное число вышедших из клет-
ки вирусов меняется незначительно (рис. S3в), а
графики суммарного количества произведенного
внутриклеточного ИФН (рис. S3г) при всех трех
значениях этого параметра: dcomb = 0.33, 1.25,
0.52 (ч‒1) (последнее значение ‒ из табл. 1) ‒ сов-
падают. На рис. S3д, S3е представлены графики
при изменении параметра dDNAcor, где dDNAcor – ве-
личина, обратная времени жизни провирусной
ДНК в цитоплазме; dDNAcor = 0.016, 0.2, 0.03 (ч‒1)
(последнее значение ‒ из табл. 1). Показано, что
увеличение значения параметра dDNAcor до 0.2 (ч‒1)
по сравнению с табличным уменьшает суммарное
число вышедших из клетки вирусов почти в два
раза.

Графики расчетов при варьировании параметров:
kint (скорость интеграции), kfuse (скорость слияния
вириона с клеткой), kRT (скорость обратной тран-
скрипции) – представлены на рис. S4. Здесь
можно отметить графики S4б и S4д (см. Дополни-
тельные материалы на сайте http://www.molec-
bio.ru/downloads/2023/4/supp_Gainova_rus.pdf).
На рис. S4б показано, что суммарное число вы-
шедших из клетки вирусов при kint = 10 в 2.5 раза
больше, чем при kint = 0.07. На рис. S4д показано
существенное влияние изменения скорости об-
ратной транскрипции на суммарное количество
произведенного внутриклеточного ИФН: при
kRT = 1.02 (ч‒1) это количество в два раза меньше,
чем при табличном значении kRT = 0.43 (ч‒1).

Расчеты выполнены с помощью пакета про-
грамм STEP [72], разработанного в Институте ма-
тематики им. С.Л. Соболева СО РАН (г. Новоси-
бирск).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследований, посвященных моделированию

реакции системы ИФН внутри клеток достаточно
мало [73, 74]. В данной работе нами впервые по-
строена и прокалибрована высокоразмерная мо-
дель, интегрирующая процессы репликации ВИЧ
в клетке, индукцию реакции ИФН внутриклеточ-
ной системы врожденного иммунитета и проти-
водействие ей со стороны вирусных белков. По-

( ) =freeV 0 4
( ) =IFN 0 0e
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строенная модель позволяет изучить в деталях
взаимодействие системы ИФН и противодей-
ствующих ей вирусных механизмов и найти в
этой “запутанной” сети чувствительные стадии
для использования в качестве терапевтических
мишеней [75‒77]. Например, анализ чувстви-
тельности позволяет заключить, что ингибирова-
ние выхода созревших вирионов ВИЧ белком
Tetherin – одно из наиболее значимых воздей-
ствий на продукцию инфекционных вирусов.
Скорость захвата вирусных белков ) оказы-
вает существенный “отрицательный” эффект на
созревание вирионов, тогда как скорость захвата
белка Tetherin белком Vpu ( ) входит в список
параметров с наибольшим “положительным” эф-
фектом для вируса. Не исключено, что блокиро-
вание функций вирусного белка Vpu можно рас-
сматривать как потенциальную мишень в таргет-
ной терапии ВИЧ.

Следует отметить, что все построенные модели
учитывают исключительно противовирусный эф-
фект системы ИФН. Вместе с тем, в исследованиях
хронических вирусных инфекций установлена роль
ИФН в развитии воспалительных реакций иммун-
ной системы и негативной регуляции активности
клеток врожденного и адаптивного иммунитета,
что приводит к ослаблению иммунных реакций
[78‒80]. Эта двоякая роль ИФН свидетельствует о
нелинейности и плейотропии регуляторных про-
цессов, индуцируемых этими цитокинами на дли-
тельных временных промежутках, что связано с ак-
тивацией большого числа ISGs. Таким образом, не-
обходимо дальнейшее развитие моделей для
описания регуляторных механизмов влияния ИФН
на клетки при вирусных инфекциях, характеризую-
щихся длительной персистенцией.

Разработка новых мультимодальных подходов,
сочетающих антиретровирусную и иммуномоду-
лирующую терапию с участием ИФН, к лечению
хронических инфекций, вызванных ВИЧ (более
1 млн инфицированных в Российской Федера-
ции), требует познания сложнейших механизмов,
определяющих специфическую модальность дей-
ствия ИФН. Полученные в нашей работе резуль-
таты ‒ еще один шаг на пути познания этих меха-
низмов, что позволит выделить в качестве пер-
спективных мишеней для воздействия наиболее
значимые контуры в многоуровневых сетях регу-
ляции в иммунной системе [75, 81].

Авторы благодарны рецензентам и редакторам
за важные замечания и исправления в процессе
работы над статьей.
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Developing physiologically meaningful mathematical models that describe multilevel regulation in a complex
network of immune processes, in particular, of the system of interferon-regulated virus reproduction proces-
ses, is a fundamental scientific problem, within the framework of an interdisciplinary systematic approach to
research in immunology. Here, we have presented a detailed high-dimensional model describing HIV (hu-
man immunodeficiency virus) replication, the response of type I interferon (IFN) to penetration the virus
into cell, and suppression of the action of IFN-induced proteins by HIV accessory ones. As a result, deve-
loped model for the first time includes interactions of all three processes. The mathematical model is a system
of 37 non-linear ordinary differential equations including 78 parameters. The peculiarity of the model is that
it describes not only the processes of the IFN response of the cell to virus infection, but also the mechanisms
used by the virus to prevent effects of the IFN system.

Keywords: mathematical model, human immunodeficiency virus, replication, accessory proteins, type I in-
terferon, interferon response, interferon-stimulated proteins
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Гепатоклеточная карцинома (HCC) – наиболее часто диагностируемый первичный рак печени.
В прогрессии опухолей могут участвовать опухолеассоциированные макрофаги, фенотипически
сходные с макрофагами М2, которые секретируют цитокины, супрессирующие иммунный ответ
опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов. Изучена роль макрофагов М2 в прогрессии НСС и влия-
ние ингибитора рецептора 2 фактора роста сосудистого эндотелия – апатиниба. В качестве модели
НСС использовали клеточную линию Hepb3. Макрофаги M2 получены путем дифференцировки
клеток THP-1. Для кокультивирования макрофагов М2 и клеток Hepb3 использовали ячейку Tran-
swell. Жизнеспособность и пролиферативную способность клеток определяли методами CCK-8 и
EdU. Метастатический потенциал клеток оценивали, используя метод определения миграции Tran-
swell. Уровни экспрессии цитокинов определяли с помощью иммуноферментного анализа. Актива-
цию оси VEGFR2/STAT3/PD-L1 количественно оценивали с помощью вестерн-блотинга. Показа-
но, что cокультивирование с макрофагами М2 способствовало пролиферации, повышению жизне-
способности, продукции цитокинов, инвазии и миграции клеток Hepb3. При кокультивировании
значительно увеличивалась секреция TGF-β1, IL-6, MMP-9 и VEGF. Aпатиниб супрессировал ин-
дуцируемую макрофагами M2 пролиферацию, жизнеспособность клеток Hepb3, их инвазию и ми-
грацию. Более того, апатиниб заметно снижал уровни экспрессии p-VEGFR2, p-STAT3 и PD-L1 в
клетках Hepb3 в условиях кокультивирования. Таким образом, апатиниб может супрессировать
опосредуемое опухолеассоциированными макрофагами поведение клеток HCC посредством моду-
ляции сигнального пути VEGFR2/STAT3/PD-L1.

Kлючевые слова: гепатоклеточная карцинома, опухолеассоциированные макрофаги, опухолевые
клетки, апатиниб, VEGFR2
DOI: 10.31857/S0026898423040237, EDN: QMAQDY
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Apatinib Suppressed Macrophage-Mediated Malignant Behavior 
of Hepatocellular Carcinoma Cells via Modulation 

of VEGFR2/STAT3/PD-L1 Signaling
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Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most frequently diagnosed primary liver tumor worldwide. Tumor-
associated macrophages (TAMs) usually have a similar phenotype to M2-like macrophages and can partici-
pate in tumor progression by secreting cytokines to suppress the immune response of tumor-infiltrating lym-
phocytes. We investigated the role of M2 macrophages in HCC progression and explored the effects of vas-
cular endothelial growth factor receptor 2 inhibitor – apatinib . As a cellular model of HCC, Hepb3 cell line
was used. M2 macrophages were obtained by differentiation of THP-1 cells. The Transwell chamber was used
to co-culture M2 macrophages and Hepb3 cells. CCK-8 assay and EdU assay were conducted to measure cell
viability and proliferation capacity. Transwell migration assay was conducted to estimate cellular metastatic
potential. Cytokine expression levels were assessed by ELISA. Western blot was used to quantify the activation
of the VEGFR2/STAT3/PD-L1 axis. It has been shown that co-culture with M2 macrophages increased,
proliferation, viability, cytokine production, invasion, and migration of Hepb3 cells. The secretion of TGF-β1,
IL-6, MMP-9, and VEGF was significantly increased after co-culture. Apatinib suppressed M2 macro-
phage-induced proliferation, cell viability, invasion, and migration of Hepb3 cells. Moreover, apatinib re-
markedly decreased expression levels of p-VEGFR2, p-STAT3, and PD-L1 in Hepb3 cells under the co-cul-
ture conditions. In conclusion, apatinib treatment could suppress TAMs-mediated cancer cell behaviors of
HCC cells via modulation of the VEGFR2/STAT3/PD-L1 signaling pathway.

Keywords: hepatocellular carcinoma, tumor-associated macrophages, cancer cell behaviors, apatinib, VEGFR2
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АНАЛИЗ СЛУЧАЙНОЙ ИНТЕГРАЦИИ РЕКОМБИНАНТНОГО 
АДЕНОАССОЦИИРОВАННОГО ВИРУСА-6, УПАКОВАННОГО

В КЛЕТКИ Sf9 НАСЕКОМЫХ1

© 2023 г.   M. H. Zhanga, b, X. M. Liua, b, *, C. Zhanga, b, **
aSchool of Biomedical Engineering (Suzhou), Division of Life Sciences and Medicine, 

University of Science and Technology of China, Hefei, 230026 China
bSuzhou Institute of Biomedical Engineering and Technology, Chinese Academy of Sciences, Suzhou, 215163 China

*e-mail: liuxm@sibet.ac.cn
**e-mail: chunzhang@sibet.ac.cn

Поступила в редакцию 14.11.2022 г.
После доработки 20.01.2023 г.

Принята к публикации 24.01.2023 г.

В последнее время растет озабоченность по поводу интеграции в геном вектора рекомбинантного
аденоассоциированного вируса (rAAV), используемого для генной терапии. Аденоассоциирован-
ный вирус дикого типа (AAV) специфически интегрируется в AAVS1-сайт генома человека, в то вре-
мя как rAAV случайным образом интегрируется в хромосомы хозяина с низкой частотой. Проанали-
зированы события случайной интеграции конструкции rAAV6-EGFP, упакованной в клетки Sf9 насе-
комых. Производственная платформа Baculo-Sf9 обладает преимуществами суспензионной культуры
клеток насекомых Sf9: высокой плотностью и возможностью крупномасштабного производства век-
торов rAAV. В проведенном исследовании использованы различные дозы вектора rAAV6-EGFP, про-
дуцируемого Baculo-Sf9, для трансдукции клеток HEK293T и A549-имплантированных опухолей
in vitro и in vivo. Методами проточной цитометрии и флуоресцентной микроскопии оценена эффек-
тивность экспрессии гена egfp и интенсивность флуоресценции EGFP. С помощью инвертирован-
ной гнездовой ПЦР и секвенирования ДНК идентифицированы случайные сайты интеграции ге-
нома rAAV6-EGFP в хромосомы человека. По результатам анализа in vitro показано, что эффектив-
ность экспрессии репортерной конструкции стабилизировалась через 20 суток, а частота случайной
интеграции составляла 0.2–4.2%. В исследованиях как in vitro, так и in vivo выявлено, что случайная
интеграция rAAV6 зависела от дозы конструкта. По результатам секвенирования идентифицирова-
но два случайных сайта интеграции, которые находятся на хромосомах человека 8 и 12. На основа-
нии полученных данных можно сделать вывод, что для безопасной генной терапии следует исполь-
зовать как можно более низкие дозы вектора rAAV.

Ключевые слова: рекомбинантный аденоассоциированный вирус, бакуловирусная система Sf9, слу-
чайная интеграция, инвертированная гнездовая ПЦР
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Random Integration Analysis of Recombinant Adeno-Associated
Virus 6 Packaged in Sf9 Insect Cells
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Recently, there have been growing concerns over the integration of recombinant adeno-associated virus (rAAV)
used in gene therapy. Wild-type adeno-associated virus (AAV) site specifically integrates into AAVS1 site of
human genome, while rAAV randomly integrates into host chromosomes at low frequencies. This research
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aims to study the random integration events of rAAV6-EGFP packaged in Sf9 insect cells. Baculo-Sf9 manu-
facturing platform has the advantages of high-density suspension culture of Sf9 insect cells and large-scale
production of rAAV vectors. In this study, we used different doses of Baculo-Sf9 produced rAAV6-EGFP to trans-
duce HEK293T cells and A549-implanted tumors in vitro and in vivo. Using f low cytometry and fluorescence
microscopy, we studied their EGFP gene expression efficiencies and EGFP fluorescence intensities. Using
inverse nested PCR and DNA sequencing, random integration sites of rAAV6-EGFP genome into human
chromosomes were identified. In vitro results showed that gene expression efficiencies became stable after
20 days and random integration frequencies were 0.2‒4.2%. Both in vitro and in vivo results indicated that
random integration of Baculo-Sf9 rAAV6 was dose-dependent. Sequencing results showed two random inte-
gration sites, which were on human chromosomes 8 and 12. The findings suggest that we should use as low
dose of rAAV vector as possible for safe gene therapy.

Keywords: recombinant adeno-associated virus, Baculo-Sf9 manufacturing platform, random integration,
inverse nested PCR
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IL-8 СВЯЗЫВАЕТ ПУТИ NF-κB и Wnt/β-КАТЕНИН
ПРИ ПЕРСИСТЕНТНОМ ВОСПАЛИТЕЛЬНОМ ОТВЕТЕ,

ВЫЗВАННОМ ХРОНИЧЕСКОЙ ИНФЕКЦИЕЙ Helicobacter pylori1

© 2023 г.   L. Lina, *, B. Xieb, J. Shic, C. M. Zhoud, J. Yib, J. Chenb, J. X. Hee, H. L. Weib, **
aDepartment of Hematology & Oncology, Gansu Provincial Maternity and Child-Care Hospital,

Lanzhou, Gansu, 730050 China
bKey Laboratory of Preclinical Study for New Drugs of Gansu Province, School of Basic Medical Sciences, Lanzhou University, 

Lanzhou, Gansu, 730000 China
cDepartment of Blood Transfusion, The Second Hospital of Lanzhou University,

Lanzhou, Gansu, 730000 China
dDepartment of Clinical Laboratory Center, The First Hospital of Lanzhou University,

Lanzhou, Gansu, 730000 China
eBasic Medical College, Gansu University of Chinese Medicine, Lanzhou, Gansu, 730000 China

*e-mail: gsfy_2021@sina.com
**e-mail: weihulai@lzu.edu.cn

Поступила в редакцию 03.08.2022 г.
После доработки 17.01.2023 г.

Принята к публикации 03.02.2023 г.

Инфекция Helicobacter pylori (H. pylori) иногда вызывает стойкий воспалительный ответ в эпители-
альных клетках слизистой оболочки желудка человека, что может приводить к возникновению рака.
Однако основной механизм канцерогенеза пока не выяснен. Нами разработаны модели хрониче-
ской инфекции H. pylori в клетках GES-1 и на мышах C57BL/6J. Для определения уровня интерлей-
кина-8 (IL-8) использовали иммуноверментный анализ. Экспрессию мРНК и белков NF-κB p65,
IL-8, Wnt2 и β-катенина определяли методами ПЦР в режиме реального времени, иммуноблотинга,
иммунофлуоресцентного окрашивания и иммуногистохимии. Инфекцию H. pylori у мышей оцени-
вали с помощью экспресс-теста на уреазу, окрашивания гематоксилином‒эозином и серебрения по
Вартину–Старри. Исследование морфологических изменений в слизистой оболочке желудка про-
водили методом электронной микроскопии. Выявлено, что в клетках слизистой оболочки желудка,
инфицированных H. pylori, наряду с активацией сигнального пути NF-κB и повышением концен-
трации IL-8, значимо повышалась экспрессия Wnt2. На основании этих результатов можно предпо-
лагать, что IL-8 позитивно регулирует экспрессию гена Wnt2. При исследовании хронической ин-
фекции H. pylori на модели мышей C57BL/6J показано, что у экспериментальных животных повы-
шена частота предраковых поражений в ткани слизистой оболочки желудка. При сравнении
ультраструктурных изменений в клетках слизистой оболочки желудка и анализе взаимосвязи между
сигнальным путем NF-κB и экспрессией Wnt2 обнаружено, что инфекция H. pylori активирует сиг-
нальные пути NF-κB, а массивное высвобождение IL-8 положительно коррелирует с высокой экс-
прессией белка Wnt2. Как следствие, активация сигнального пути Wnt/β-catenin может быть вовле-
чена в злокачественную трансформацию клеток слизистой оболочки желудка. Таким образом, хро-
ническая инфекция H. pylori может приводить к персистентному воспалительному ответу:
активировать путь NF-κB, способствовать высвобождению IL-8 и тем самым активировать путь
Wnt/β-catenin. IL-8, по-видимому, играет роль линкера в сцеплении этих двух сигнальных путей.

Ключевые слова: Helicobacter pylori, интерлейкин-8, Wnt2, NF-κB, сигнальные пути, воспаление, рак
желудка
DOI: 10.31857/S0026898423040134, EDN: QLUKEJ
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IL-8 Links NF-κB and Wnt/β-Catenin Pathways in Persistent Inflammatory Response 
Induced by Chronic Helicobacter pylori Infection

L. Lin1, *, B. Xie2, J. Shi3, C. M. Zhou4, J. Yi2, J. Chen2, J. X. He5, and H. L. Wei2, **
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Helicobacter pylori (H. pylori) infection can cause persistent inflammatory response in human gastric mucosal
epithelial cells, which may result in the occurrence of cancer. However, the underlying mechanism of car-
cinogenesis has not been elucidated yet. Herein, we established the models of chronic H. pylori infection in
GES-1 cells and C57BL/6J mice. Interleukin 8 (IL-8) level was detected by ELISA. The expression of NF-κB
p65, IL-8, Wnt2 and β-catenin mRNA and proteins was evaluated by real-time PCR, Western blotting, im-
munofluorescence staining, and immunohistochemistry. The infection of H. pylori in mice was evaluated by
rapid urease test, H&E staining and Warthin‒Starry silver staining. The morphological changes of gastric
mucosa were observed by electron microscopy. Our results showed that in H. pylori infected gastric mucosal
cells along with activation of NF-κB signaling pathway and increase of IL-8 level, the expression of Wnt2 was
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also increased significantly, which preliminarily indicates that IL-8 can positively regulate the expression of
Wnt2. Studies in chronic H. pylori infected C57BL/6J mice models showed that there was an increased inci-
dence of premalignant lesions in the gastric mucosa tissue. Through comparing changes of gastric mucosal
cell ultrastructure and analyzing the relationship between NF-κB signaling pathway and Wnt2 expression, we
found that H. pylori infection activated NF-κB signal pathways, and the massive release of IL-8 was positively
correlated with the high expression of Wnt2 protein. Subsequently, the activated Wnt/β-catenin signal path-
ways may be involved in the malignant transformation of gastric mucosal cells. Collectively, H. pylori chronic
infection may continuously lead to persistent inflammatory response: activate NF-κB pathway, promote IL-8
release and thereby activate Wnt/β-catenin pathway. IL-8 probably plays an important role of a linker in cou-
pling these two signal pathways.

Keywords: Helicobacter pylori, interleukin 8, Wnt2, NF-κB, signaling pathway, inflammation, gastric cancer
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ДНК-МЕТИЛТРАНСФЕРАЗЫ Dnmt3a 
С ФОСФОРОРГАНИЧЕСКИМИ АНАЛОГАМИ S-АДЕНОЗИЛМЕТИОНИНА 
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Реакции ферментативного метилирования, катализируемые метилтрансферазами, играют важней-
шую роль в метаболизме клеток. Основным донором метильных групп в этих реакциях служит
S-аденозил-L-метионин. Акцепторами метильных групп могут быть нуклеиновые кислоты, белки,
а также различные низкомолекулярные соединения. У млекопитающих метилирование остатков
цитозина по положению С5 в CpG-последовательностях ДНК осуществляется de novo ДНК-метил-
трансферазой Dnmt3a, а “рисунок метилирования” относится к факторам, определяющим эпигене-
тическую регуляцию экспрессии генов. В настоящей работе впервые исследовано взаимодействие
фосфонистых и фосфоновых аналогов S-аденозил-L-метионина и S-аденозил-L-гомоцистеина, в
которых карбоксильная группа заменена на соответствующий фосфорсодержащий фрагмент, с ка-
талитическим доменом Dnmt3a. В реакции метилирования ДНК, катализируемой Dnmt3a, эти ана-
логи S-аденозил-L-метионина оказались лишь в 2 раза менее эффективными донорами метиль-
ной группы, чем природный S-аденозил-L-метионин. Оба фосфорсодержащих аналога S-аде-
нозил-L-гомоцистеина, природного ингибитора метилтрансфераз, проявляли близкую ингибиторную
активность в отношении Dnmt3a и были примерно в 4 раза менее активными, чем S-аденозил-L-го-
моцистеин. Весьма неожиданной оказалась сопоставимость величин активностей фосфонистых и
фосфоновых аналогов S-аденозил-L-метионина и S-аденозил-L-гомоцистеина, поскольку геомет-
рия и заряд фосфорсодержащих фрагментов существенно различаются. Обсуждаются возможности
использования фосфоаналогов S-аденозил-L-метионина и S-аденозил-L-гомоцистеина в качестве
инструментов исследования метилтрансфераз.

Ключевые слова: метилирование ДНК, S-аденозил-L-метионин, S-аденозил-L-гомоцистеин, фос-
форорганические аналоги, субстраты, ингибиторы
DOI: 10.31857/S0026898423040079, EDN: QLCJBH

ВВЕДЕНИЕ

Реакции переноса одноуглеродных остатков, в
том числе реакции метилирования, катализируе-
мые метилтрансферазами, играют важную роль в
метаболизме клеток, а S-аденозил-L-метионин

(AdoMet) – основной донор метильных групп, за-
нимает второе место после АТР по разнообразию
биохимических превращений, в которых он
участвует [1]. Субстратами реакций метилирова-
ния служат ДНК, РНК, белки, а также низкомо-
лекулярные соединения, а AdoMet может рас-
сматриваться как второй субстрат во всех этих
превращениях. Метилирование ДНК является
одним из факторов, определяющих эпигенетиче-
скую регуляцию экспрессии генов эукариот [2, 3].
У млекопитающих метилированию подвергаются
остатки цитозина по С5-положению в CpG-по-
следовательностях ДНК, а распределение мети-
лированных оснований образует “рисунок мети-
лирования”, который устанавливается de novo
C5-ДНК-метилтрансферазой (МТазой) Dnmt3a

Сокращения: МТаза – C5-ДНК-метилтрансфераза;
Dnmt3a-CD – каталитический домен ДНК-метилтранс-
феразы Dnmt3a; AdoMet – S-аденозил-L-метионин;
AdoMet-PH – 5'-{S-[3-амино-3-(гидрогидроксифосфо-
рил)пропил]-S-метил}-5'-дезоксиаденозин; AdoMet-P5 –
5'-{S-[3-амино3-(дигидроксифосфорил)пропил]-S-метил}-
5'-дезоксиаденозин; AdoHcy – S-аденозил-L-гомоцистеин;
AdoHcy-PH – 5'-[3-амино-3-(гидрогидроксифосфорил)про-
пилтио]-5'-дезоксиаденозин; AdoHcy-P5 – 5'-[3-амино-3-
(дигидроксифосфорил)пропилтио]-5'-дезоксиаденозин;
PLP – пиридоксаль-5'-фосфат.

УДК 577.152.211

СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ
БИОПОЛИМЕРОВ И ИХ КОМПЛЕКСОВ
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[4, 5]. Нарушения метилирования ДНК часто вы-
являют при онкологических заболеваниях – при
общем гипометилировании генома наблюдается
локальное гиперметилирование промоторных
участков генов-супрессоров опухолей, а сниже-
ние активности МТаз приводит к реактивации
этих генов и подавлению роста опухолевых кле-
ток [6].

Как правило, модификации сульфониевого
центра, амино- или карбоксильной групп AdoMet
приводят к полной или частичной потере его
сродства к ферменту [7]. Необычная способность
МТазы Dnmt3a использовать вместо AdoMet не-
которые его аналоги выделяет этот фермент среди
других метилтрансфераз. В ряду производных
AdoMet, в которых метильная группа сульфоние-
вого центра заменена на этильную или пропиль-
ную, скорость переноса алкильного заместителя
резко падает с увеличением его размера [8, 9].
Модификации AdoMet по аминогруппе метиони-
нового фрагмента приводят к потере субстратных
свойств AdoMet. Метиловый и этиловый эфиры
AdoMet оказались донорами метильных групп в
реакции, катализируемой прокариотической
CpG-узнающей МТазой M.SssI, но несколько
худшими, чем AdoMet [10]. Сходство каталитиче-

ских механизмов прокариотических цитозино-
вых МТаз [11, 12] и соответствующих эукариоти-
ческих ферментов [4] открывает дополнительные
возможности для исследования Dnmt3a при по-
мощи аналогов AdoMet с модифицированной
HOOC-группой. Следует отметить, что подобные
аналоги должны иметь свободную аминогруппу и
сульфониевый центр, важные для их продуктив-
ного связывания в активном центре Dnmt3a [13].

В настоящей работе химическими инструмен-
тами исследований служили фосфорорганиче-
ские аналоги AdoMet и S-аденозил-L-гомоцисте-
ина (AdoHcy), в которых карбоксильная группа
заменена на фосфорсодержащий фрагмент (рис. 1), а
основным из них был фосфонистый аналог
AdoMet (AdoMet-РН). Известно, что этот аналог
является донором метильной группы в тРНК-ме-
тилтрансферазных реакциях (использована сум-
марная тРНК и препарат суммарных метилтранс-
фераз E. coli [14]). AdoMet-РН синтезируется в
клетках L1210, растущих в среде, содержащей
фосфонистый аналог метионина (рис. 1, Met-PH)
[15]. AdoMet-РН в отличие от AdoMet химически
стабилен [16], а поскольку механизмы химиче-
ского гидролиза AdoMet и AdoMet-лиазной реак-

Рис. 1. Структуры S-аденозил-L-метионина (AdoMet), S-аденозил-L-гомоцистеина (AdoHcy), их фосфонистых
(AdoMet-PH и AdoHcy-PH) и фосфоновых (AdoMet-P5 и AdoHcy-P5) аналогов, соответственно, а также фосфонистого
аналога метионина (Met-PH).
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ции заключаются во внутримолекулярном алки-
лировании карбоксильной группы, приводящем
к образованию лактона гомосерина и 5'-метил-
тиоаденозина [17], то AdoMet-РН можно рассмат-
ривать не только как функционально активный,
но и как катаболически устойчивый миметик
AdoMet. Взаимодействие фосфоаналогов AdoMet
и AdoHcy (рис. 1) с ДНК-метилтрансферазами
ранее не изучали. В настоящей работе исследова-
на способность AdoMet-РН и AdoMet-Р5 (рис. 1)
служить донорами метильной группы в реакции
метилирования ДНК, катализируемой Dnmt3a, а
также ингибирование этой реакции фосфоанало-
гами AdoHcy – AdoHcy-РН и AdoHcy-Р5 (рис. 1).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы. Фосфоаналоги AdoMet и AdoHcy

синтезированы согласно [18]. AdoMet, AdoHcy,
остальные реагенты и соли получены от фирм
“Sigma” (CША), “Merck” (Германия), “Helicon”
(Россия). Каталитический домен МТазы Dnmt3a
(Dnmt3a-CD) выделяли согласно [19]. Концен-
трацию белка определяли методом Брэдфорда
[20]. Эндонуклеаза рестрикции Hin6I получена от
компании “Сибэнзим” (Россия). В работе ис-
пользовали FAM-меченый 30-звенный ДНК-
дуплекс (fGCGC/CGCGf):

который содержит метилируемый CpG-сайт в со-
ставе последовательности G*CGC – сайта узна-
вания Hin6I (звездочкой указаны места расщеп-
ления). Олигонуклеотиды, содержащие флуорес-
центный краситель 6(5)-карбоксифлуоресцеин
(FAM), присоединенный к 5'-концу через амино-
линкер –NH–(CH2)6–, получены от компании
“Синтол” (Россия). Буферный раствор А содер-
жал 20 мM HEPES-NaOH (pH 7.5), 100 мM KCl,
1 мM EDTА, 1 мМ 1,4-дитиотреитол.

Анализ образования тройного комплекса
ДНК⋅(Dnmt3a-CD)⋅AdoHcy. Константу диссоциа-
ции (Kd) комплекса определяли с помощью мето-
да поляризации флуоресценции прямым титро-
ванием раствора ДНК-дуплекса fGCGC/CGCGf
раствором Dnmt3a-CD. Смесь (120 мкл), содер-
жащую 10 нМ ДНК-дуплекса fGCGC/CGCGf и
100 мкМ AdoHcy или его фосфоаналога в буфере
А, инкубировали в течение 2 мин и регистрирова-
ли значение поляризации флуоресценции. Затем
полученную смесь титровали 2 мкМ раствором
Dnmt3a-CD, прибавляя аликвоты (0.5–2.0 мкл)
фермента до конечной концентрации 700 нМ, и
регистрировали значение поляризации флуорес-
ценции через 2 мин после каждого прибавления.
Зависимости поляризации флуоресценции от

5' CTGAATACTACTT TCTCTAACCTGAT

3' GACTTATGATGAA AGAGАTTGGACTA

- -

- -

FAM GCGC

CGCG FAM

концентрации фермента обрабатывали в соответ-
ствии с методикой, описанной в [19], используя
уравнение Хилла:

где [E] – концентрация Dnmt3a-CD; P0 и Pm –
значения поляризации флуоресценции свобод-
ной и полностью связанной FAM-меченой ДНК
соответственно; n – коэффициент Хилла. Изме-
рения поляризации флуоресценции (λex = 495 нм,
λem = 520 нМ) проводили на приборе Cary Eclipse
Fluorescence Spectrophotometer (“Varian”, США).
Экспериментальные данные обрабатывали, ис-
пользуя программу OriginPro 2015.

Определение субстратных свойств фосфоанало-
гов AdoMet в реакции метилирования ДНК-дуплекса
fGCGC/CGCGf, катализируемой Dnmt3a-CD. Эф-
фективность метилирования ДНК-дуплекса fG-
CGC/CGCGf изучали, используя неспособность
эндонуклеазы Hin6I осуществлять расщепление
по метилированному сайту рестрикции (GCmGC),
аналогично [19]. Реакционную смесь, содержа-
щую 0.3 мкМ ДНК-дуплекса fGCGC/CGCGf,
0.6–10 мкМ AdoMet или его фосфоаналогов
(AdoMet-РН и AdoMet-Р5) и 2 мкМ Dnmt3a-CD в
буфере А, инкубировали в течение 60 мин при
37°C. Реакцию останавливали нагреванием
(95°C, 1 мин). Расщепление ДНК-дуплекса fGC-
GC/CGCGf эндонуклеазой рестрикции Hin6I
(2 ед. акт. на 10 мкл смеси) проводили в той же ре-
акционной смеси после добавления MgCl2 (ко-
нечная концентрация 3 мкМ) в течение 60 мин
при 37°C. Продукты реакции анализировали при
помощи электрофореза в 20%-ном полиакрила-
мидном геле (ПААГ) с 7 М мочевиной. Интенсив-
ность флуоресценции ДНК в геле определяли с
помощью Typhoon FLA 9500 (“GE Healthcare Life
Science”, Австралия), используя программу Gel-
QuantNET. Контролем служила смесь AdoMet
или его фосфоаналогов с ДНК-дуплексом fGC-
GC/CGCGf и такая же смесь, содержащая Hin6I.
Степень метилирования ДНК-дуплекса опреде-
ляли по соотношению расщепленной и нерас-
щепленной ДНК, которое рассчитывали по фор-
муле:

где ωDnmt3a – степень расщепления ДНК эндо-
нуклеазой после обработки Dnmt3a-CD; ωR.Hin6I –
степень расщепления ДНК без предварительного
метилирования.

В случае реакций с участием фосфоаналогов
AdoMet степень метилирования рассчитывали
относительно соответствующей реакции с ис-
пользованием AdoMet.

 

( )
( )

[ ]
[ ]

−θ = =
− +

0

0 d

,
[ ]

n

n n
m

EP P
P P E K

ω − ω= ×
ω

R.Hin6I Dnmt3a

R.Hin6I

100%,M



720

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 4  2023

ФИЛОНОВ и др.

Определение ингибиторной активности фос-
фоаналогов AdoHcy в реакции метилирования
ДНК-дуплекса fGCGC/CGCGf, катализируемой
Dnmt3a-CD. Ингибиторные свойства фосфоана-
логов AdoHcy (IC50) оценивали, сравнивая с ак-
тивностью AdoHcy. С этой целью реакционную
смесь, содержащую 0.3 мкМ ДНК-дуплекса fGC-
GC/CGCGf, 0.6 мкМ AdoMet, 0–50 мкМ AdoHcy
или одного из его фосфоаналогов и 2 мкМ Dnmt3a в
буфере А, инкубировали в течение 60 мин при
37°C, реакцию останавливали нагреванием (95°C,
1 мин). Продукты реакции анализировали, как
описано выше. Величины IC50 рассчитывали с по-
мощью программы OriginPro 2015 согласно [19].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Активная форма Dnmt3a представляет собой
тетрамер, содержащий по две молекулы Dnmt3a и
регуляторного фактора Dnmt3L. В отсутствие
Dnmt3L активную форму образуют четыре субъ-
единицы Dnmt3a [21]. Субъединица Dnmt3a состо-
ит из N-концевой регуляторной области и катали-
тического C-концевого домена (Dnmt3a-CD) [22],
который способен осуществлять метилирование
ДНК в отсутствие регуляторной части [23]. При
этом каталитические свойства C-концевого доме-
на и полноразмерного фермента идентичны [22]. В
настоящей работе использован Dnmt3a-CD мыши,
первичная структура которого совпадает с первич-
ной структурой DNMT3A-CD человека [4, 24], что
позволяет использовать Dnmt3a-CD мыши в каче-
стве адекватной модели DNMT3A человека. В каче-
стве модельного субстрата использовали FAM-ме-
ченый 30-звенный ДНК-дуплекс fGCGC/CGCGf
[25], содержащий сайт узнавания эндонуклеазы
рестрикции Hin6I (GCGC). Если фрагмент CpG в
составе этого сайта метилирован, то фермент не
способен расщеплять модифицированный уча-

сток цепи ДНК. Флуоресцентные FAM-метки на
5'-концах модельного дуплекса позволяют опре-
делять активность Dnmt3a методом электрофоре-
за в ПААГ, выявляя как интактный дуплекс, так и
продукты его расщепления, количество которых
зависит от степени метилирования [25].

Фосфоаналоги AdoMet и AdoHcy не влияют 
на активность эндонуклеазы рестрикции Hin6I

Метод определения активности Dnmt3a
предусматривает использование двух последова-
тельных ферментативных реакций: метилирования
и расщепления ДНК-субстрата эндонуклеазой ре-
стрикции Hin6I. Для исследования влияния фосфо-
аналогов AdoMet и AdoHcy на активность этой эн-
донуклеазы в реакционную смесь, не содержа-
щую Dnmt3a-CD, вносили фосфоаналоги AdoMet
или AdoHcy в концентрации 25 мкМ и расщепля-
ли ДНК-дуплекс fGCGC/CGCGf эндонуклеазой.
Оказалось, что степень расщепления этого дуп-
лекса в присутствии как AdoMet, так и обоих его
аналогов (рис. 1) составила около 90% (рис. 2).
Подобные результаты получены для AdoHcy и его
аналогов (данные не приведены).

Следовательно, расщепление эндонуклеазой
можно проводить в той же реакционной смеси, в
которой проводили метилирование, после добав-
ления в нее ионов Mg2+. Полученные данные поз-
волили перейти к изучению субстратных свойств
фосфоаналогов AdoMet и ингибиторной актив-
ности фосфоаналогов AdoHcy в реакции метили-
рования ДНК, катализируемое Dnmt3a.

Фосфоаналоги AdoMet являются донорами 
метильной группы в реакции метилирования ДНК, 

катализируемой Dnmt3a
Субстратом Dnmt3a служит неметилирован-

ный ДНК-дуплекс, а донор метильной группы,
AdoMet, в ходе ферментативной реакции превра-
щается в AdoHcy. Фосфоаналоги AdoMet, содер-
жащие реакционноспособный сульфониевый
центр (рис. 1), могут рассматриваться в качестве
возможных доноров метильной группы несмотря
на то, что карбоксильная группа AdoMet замене-
на на кислый фосфорсодержащий фрагмент. Ме-
тилирование ДНК-дуплекса fGCGC/CGCGf с
использованием двух фосфоаналогов AdoMet
(рис. 1) изучено при четырех различных концен-
трациях (0.6–10 мкМ) аналогов в течение 60 мин,
так как после 60 мин дальнейшее накопление ме-
тилированной ДНК практически не наблюдается.
Обнаружено, что и AdoMet-PH, и AdoMet-P5 яв-
ляются примерно в 2 раза менее эффективными
донорами метильных групп, чем природный
AdoMet (рис. 3).

Таким образом, несмотря на существенное
различие в строении фосфорсодержащих фраг-

Рис. 2. Влияние AdoMet и его фосфоаналогов на ак-
тивность эндонуклеазы рестрикции Hin6I. а – ДНК-
дуплекс fGCGC/CGCGf (1); ДНК-дуплекс fGC-
GC/CGCGf + эндонуклеаза рестрикции Hin6I (2);
ДНК-дуплекс fGCGC/CGCGf + эндонуклеаза ре-
стрикции Hin6I + 25 мкМ AdoMet (3). б – ДНК-дуплекс
fGCGC/CGCGf (1); ДНК-дуплекс fGCGC/CGCGf +
+ эндонуклеаза рестрикции Hin6I + 25 мкМ
AdoMet-PH (2); ДНК-дуплекс fGCGC/CGCGf + эндо-
нуклеаза рестрикции Hin6I + 25 мкМ AdoMet-P5 (3).
Продукты расщепления анализировали методом
электрофореза в 20%-ном ПААГ с 7 М мочевиной.

а б
1 2 3 1 2 3п.н.

30

14
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ментов, и AdoMet-PH, и AdoMet-P5 служат доно-
рами метильных групп в реакции метилирования
ДНК, а их активность оказалась сопоставимой с
активностью AdoMet.

AdoHcy-РН и AdoHcy-Р5 образуют тройные 
комплексы с ДНК-дуплексом fGCGC/CGCGf 

и Dnmt3a-CD

AdoHcy, копродукт реакций метилирования и
эффективный природный ингибитор многих ме-
тилтрансфераз [26], взаимодействует с Dnmt3a и
ДНК, формируя тройной комплекс ДНК-дуп-
лекс fGCGC/CGCGf⋅Dnmt3a⋅AdoHcy. Нами изу-
чена возможность образования и стабильность
тройных комплексов ДНК-дуплекс fGCGC/CG-
CGf⋅Dnmt3a-CD⋅AdoHcy-РН(Р5) методом поля-
ризации флуоресценции в сравнении с комплек-
сом, образованным AdoHcy. Константы диссоци-
ации (Kd) этих тройных комплексов вычисляли на
основе данных прямого титрования растворов,

содержащих ДНК-дуплекс fGCGC/CGCGf (10 нМ),
AdoHcy или один из его фосфоаналогов (100 мкМ),
раствором Dnmt3a-CD до достижения конечной
концентрации фермента 700 нМ (рис. 4). Во всех
случаях коэффициент Хилла (n) был больше еди-
ницы (табл. 1), что свидетельствовало о коопера-
тивности связывания ДНК с Dnmt3a-CD. Значе-
ния Kd всех трех комплексов приблизительно рав-
ны (табл. 1), таким образом, строение кислого
фрагмента AdoHcy мало влияет на устойчивость
тройных комплексов ДНК-дуплекс fGCGC/CG-
CGf⋅Dnmt3a-CD⋅AdoHcy/AdoHcy-РН(Р5).

Фосфоаналоги AdoHcy ингибируют метилирование 
ДНК, катализируемое Dnmt3a

Способность фосфоаналогов AdoHcy стабили-
зировать комплекс Dnmt3a-CD с ДНК так же эф-
фективно, как и AdoHcy, позволяет предположить,
что эти соединения могут быть и ингибиторами
Dnmt3a. Ингибирующую активность фосфоана-
логов AdoHcy определяли в реакционной смеси,
содержащей AdoMet (0.6 мкМ), варьируя концен-
трации фосфоаналогов AdoHcy (0–50 мкМ). Зна-

Рис. 3. Метилирование ДНК-дуплекса fGCGC/CGC-
Gf МТазой Dnmt3a-CD с использованием AdoMet,
AdoMet-PH и AdoMet-P5 в качестве доноров метиль-
ной группы. а – Анализ расщепления ДНК-дуплекса
fGCGC/CGCGf эндонуклеазой Hin6I до и после мети-
лирования (60 мин), электрофорез в 20%-ном ПААГ с
7 М мочевиной. 1 – ДНК-дуплекс fGCGC/CGCGf;
2 – ДНК-дуплекс fGCGC/CGCGf + эндонуклеаза
рестрикции Hin6I; 3–5 – метилированный ДНК-дуп-
лекс fGCGC/CGCGf (0.6 мкМ AdoMet или 0.6 мкМ
AdoMet-PH, или 0.6 мкМ AdoMet-P5 соответственно)
после обработки эндонуклеазой рестрикции Hin6I.
б – Сравнение эффективности метилирования ДНК-
дуплекса fGCGC/CGCGf при использовании в каче-
стве доноров метильной группы AdoMet, AdoMet-PH
и AdoMet-P5 (0.6, 2, 5 и 10 мкМ). Значения степеней
метилирования приведены относительно AdoMet,
среднее из шести независимых экспериментов. Ука-
заны стандартные отклонения.
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Рис. 4. Изотермы образования тройных комплексов
ДНК-дуплекс fGCGC/CGCGf⋅Dnmt3a-CD⋅Ado-
Hcy/AdoHcy-РН/AdoHcy-Р5, полученные методом
поляризации флуоресценции. Состав реакционной
смеси: 10 нМ ДНК-дуплекса fGCGC/CGCGf,
100 мкМ AdoHcy, 100 мкМ AdoHcy-PH или 100 мкМ
AdoHcy-P5 в буфере А.
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Таблица 1. Значения констант диссоциации (Kd) и коэф-
фициентов Хилла (n) тройных комплексов ДНК⋅Dnmt3a-
CD⋅AdoHcy/AdoHcy-РН/AdoHcy-Р5, рассчитанные на
основании трех экспериментов

Примечание. Указаны стандартные отклонения.

Лиганд Kd, нМ n

AdoHcy 51 ± 7 1.5 ± 0.3
AdoHcy-PH 66 ± 2 2.2 ± 0.4
AdoHcy-P5 64 ± 12 1.9 ± 0.2
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чения IC50 для трех ингибиторов вычисляли, ис-
ходя из зависимостей степени метилирования
ДНК-дуплекса fGCGC/CGCGf МТазой Dnmt3a-CD
от концентрации AdoHcy, AdoHcy-PH и AdoHcy-
P5 (рис. 5). Оказалось, что оба фосфоаналога яв-
ляются ингибиторами Dnmt3a-CD, а значения
IC50 этих соединений близки между собой и при-
мерно в 4 раза выше, чем у AdoHcy (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Замена карбоксильной группы в молекулах

аминокислот на кислый фосфорсодержащий
фрагмент приводит к аналогам разных видов,
включая аминофосфоновые (I) и аминофосфо-
нистые (II) кислоты (рис. 6).

Наиболее хорошо исследованы аминофосфо-
новые кислоты (I), которые, как правило, оказы-
ваются слабыми конкурентными ингибиторами
соответствующих ферментов метаболизма ами-
нокислот или, намного реже, субстратами, срод-
ство которых ниже, чем у природных аминокис-
лот [27, 28]. Это связано с тем, что фосфоновый
остаток, представляющий собой двухзарядный
тетраэдр, плохо моделирует плоскую карбоксиль-
ную группу. Однако существует и ряд исключе-
ний. Так, фосфоновый аналог аланина (L-Ala-P5,
рис. 6, R = СН3), не содержащий реакционноспо-
собных групп, необратимо ингибирует рацемазу
аланина [29], а фосфоновый аналог S-аденозил-
L-гомоцистеина (AdoHcy-Р5, рис. 1) необратимо
ингибирует AdoHcy-гидролазу [30]. Следует от-
метить, что в последнем случае активны как S-,
так и R-изомеры, но активность S-изомера на-
много выше, чем у R-изомера: KI = 345 ± 3 мкМ,

kinact = 0.0049 мин–1 и KI = 1094 ± 49 мкМ, kinact =
= 0.0145 мин–1 соответственно [30]. Обычно ами-
нофосфонаты используют в качестве аналогов
промежуточных состояний НООС-группы. Сре-
ди соответствующих производных найдены эф-
фективные ингибиторы ферментов, в том числе и
соединения, находящие практическое примене-
ние в медицине и сельском хозяйстве [27].

Аминофосфонистые кислоты (II) существен-
но менее исследованы по сравнению с аминофос-
фоновыми (I) [28]. В этом случае однозарядный
фосфонистый фрагмент, представляющий собой
сплюснутый тетраэдр, достаточно хорошо моде-
лирует плоскую карбоксильную группу, поэтому
аминофосфонистые кислоты, в отличие от ами-
нофосфонатов, оказываются субстратами неко-
торых ферментов. Фосфонистый аналог аланина
(рис. 6. II, R = СН3) эффективно превращается
под действием PLP-зависимой аланин-амино-
трансферазы в фосфонистый аналог пирувата [31,
32], который является необратимым наномоляр-
ным ингибитором пируватдегидрогеназы [33].
Проксимальные фосфонистые аналоги аспараги-
новой и глутаминовой кислот (рис. 6, II, R =
= HO(O)CCH2– и R = HO(O)CCH2CH2– соответ-
ственно) превращаются PLP-зависимой аспар-
тат-аминотрансферазой в соответствующие α-ке-
тофосфонистые кислоты [34]. PLP-зависимая ти-
розин-фенол-лиаза расщепляет фосфонистый
аналог тирозина с образованием фосфонистого
аналога пирувата [35, 36]. Фосфонистые кислоты
оказались субстратами некоторых NAD-зависи-
мых ферментов, например, фосфонистые анало-
ги пирувата и лактата легко взаимопревращаются
под действием лактатдегидрогеназы [31], а полуаль-
дегид фосфонистого аналога янтарной кислоты
окисляется до фосфонистого аналога сукцината
под действием сукцинил-полуальдегиддегидро-
геназы [37]. Фосфонистые аналоги метионина
(Met-PH, рис. 1) и AdoMet-PH (рис. 1) не являются
исключением. Еще в ранних работах показали,
что Met-PH служит субстратом обмена ATP-PPi,
катализируемого аминоацил-тРНК-синтетазой
[38]. Met-PH был субстратом PLP-зависимой Met-
γ-лиазы, расщепляясь до фосфонистого аналога
α-кетобутирата [39]. Met-PH, подобно природно-
му Met, способен индуцировать биосинтез Met-

Рис. 5. Зависимость эффективности ингибирования
метилирования ДНК-дуплекса fGCGC/CGCGf МТа-
зой Dnmt3a-CD за 60 мин от логарифма концентра-
ции AdoHcy, AdoHcy-PH или AdoHcy-P5. На вставке
приведены значения IC50 для AdoHcy, AdoHcy-PH и
AdoHcy-P5, рассчитанные на основании трех незави-
симых экспериментов. Указаны стандартные откло-
нения.
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γ-лиазы в клетках Citrobacter intermedius [40]. Эти
данные свидетельствуют о структурно-функцио-
нальном подобии Met-PH и Met. Наконец, обра-
зование AdoMet-PH в клетках L1210, выращенных в
присутствии нетоксичных концентраций Met-PH,
по-видимому, можно рассматривать как одну из
причин ингибирования роста этих клеток, по-
скольку экзогенный AdoMet-PH был даже не-
сколько эффективнее Met-PH [15].

В настоящей работе впервые изучена способ-
ность фосфонистого (AdoMet-PH) и фосфонового
(AdoMet-P5) аналогов AdoMet служить донорами
метильной группы в реакции, катализируемой
Dnmt3a. Оказалось, что субстратные свойства
этих аналогов не зависят от строения фосфорсо-
держащего фрагмента молекулы, и оба соедине-
ния примерно в 2 раза менее активны, чем при-
родный AdoMet (рис. 3б). AdoHcy-PH и AdoHcy-P5
(рис. 1) представляют собой аналоги AdoHcy,
природного ингибитора метилтрансфераз. Оба
фосфоаналога в равной степени ингибировали
Dnmt3a, но несколько менее эффективно, чем
AdoHcy (рис. 5). Следует отметить, что преинку-
бация фермента с AdoHcy-PH или AdoHcy-P5 не
влияла на эффективность торможения (данные
не приведены), что может указывать на обрати-
мый характер ингибирования фермента. Если
сравнивать субстратные свойства аналогов
AdoMet и ингибиторную активность аналогов
AdoHcy в отношении Dnmt3а и суммарных
тРНК-метилтрансфераз E. coli, то в последнем
случае AdoMet-PH был на 1–2 порядка активнее
AdoMet-P5, а его сродство к ферменту было таким
же, как и у природного AdoMet [14]. Аналогичные
закономерности наблюдались и в случае ингиби-
рования тРНК-метилтрансфераз E. coli фосфо-
аналогами AdoHcy [14]. Такие различия между
двумя ферментами обусловлены, скорее всего,
особенностями связывания субстрата в активных
центрах – система связывания метионинового
фрагмента AdoMet в активном центре МТаз мало
зависит от ионного состояния карбоксильной
группы, поскольку метиловый и этиловый эфиры
AdoMet все-таки оказываются донорами метиль-
ной группы [10].

Изучение взаимодействия AdoMet-PH с метил-
трансферазами важно для создания регуляторов
этих ферментов, так как очевидно, что AdoMet-PH
не будет донором метильной группы во всех ме-
тилтрансферазных реакциях. Следует отметить,
что в клетках L1210, выращенных в присутствии
Met-PH, детектируется AdoMet-PH, но не AdoHcy-PH
[15]. Можно предположить, что de novo синтезиро-
ванный AdoMet-PH в присутствии природного
AdoMet оказывается малоэффективным субстра-
том метилтрансфераз. Нельзя исключить, что
de novo синтезированный AdoMet-PH может рас-

познаваться клетками L1210 как AdoMet подобно
тому, как клетки С. intermedius узнают Met-PH как
Met [40]. В пользу такого предположения свиде-
тельствуют и субстратные свойства фосфонистых
аналогов аминокислот в отношении соответству-
ющих ферментов метаболизма аминокислот (см.
выше), подтверждающие, что фосфонистый оста-
ток можно рассматривать в качестве биоизостера
НООС-группы. Соответственно, если AdoMet-PH
действительно распознается клетками L1210 как
AdoMet, то это может привести к изменению со-
отношения AdoMet/AdoHcy, критичному для эф-
фективного протекания реакций метилирования,
и ингибированию роста клеток.

Способность AdoMet-PH быть донором ме-
тильной группы в реакции метилирования ДНК,
катализируемой Dnmt3a, представляет безуслов-
ный интерес. В совокупности с описанными вы-
ше субстратоподобными превращениями Met-PH,
включая и биосинтез AdoMet-PH в клетках L1210,
формирует базу для использования этого аналога
AdoMet в качестве инструмента изучения реак-
ций, катализируемых метилтрансферазами. Хими-
ческая и ферментативная устойчивость AdoMet-PH
делает этот аналог удобным в работе, в отличие от
AdoMet, недостаточно стабильного в физиологи-
ческих условиях.

Настоящее исследование выполнено при под-
держке Российского научного фонда проект
№ 22-24-00368 (исследование образования трой-
ных комплексов методом поляризации флуорес-
ценции) и проект № 22-14-00291 (остальные ча-
сти работы).

Статья не содержит каких-либо исследований
с участием людей или животных в качестве объек-
тов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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Interaction of DNA Methyltransferase Dnmt3a with Phosphorus Analogues
of S-Adenosylmethionine and S-Adenosylhomocysteine

V. L. Filonov1, M. A. Khomutov1, A. V. Sergeev2, A. L. Khandazhinskaya1, S. N. Kochetkov1,
E. S. Gromova2, *, and A. R. Khomutov1, **
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Enzymatic methylatransferase reactions are of crucial importance for cellular metabolism, and S-adenosyl-
L-methionine is the main donor of the methyl group. DNA, RNA, proteins, and low-molecular-weight com-
pounds are the substrates of methyltransferases. In mammals, methylation of the C5 position of cytosine res-
idues in CpG sequences in DNA is performed de novo by DNA methyltransferase Dnmt3a. “Methylation
pattern” is one of the factors determining the epigenetic regulation of gene expression. In the present work,
we investigated the interaction of phosphonous and phosphonic analogues of S-adenosyl-L-methionine and
S-adenosyl-L-homocysteine with the catalytic domain of Dnmt3a. The phosphonous and phosphonic ana-
logs of S-adenosyl-L-methionine were shown to be substrates of Dnmt3a, and the efficiency of the methyl-
ation was only two times less than that of natural S-adenosyl-L-methionine. Both phosphorus-containing
analogs of S- adenosyl-L-homocysteine, a natural methyltransferase inhibitor, exhibited similar inhibitory
activity against Dnmt3a and were approximately four times less active than S-adenosyl-L-homocysteine. The
activities of the phosphonous and phosphonic analogs turned out to be close that was quite unexpected, since
the geometry and charge of the phosphorus-containing groups differ significantly. The possibilities of using
phosphorus-containing analogs of S- adenosyl-L- methionine and S-adenosyl-L-homocysteine as promis-
ing tools for the investigation of methyltransferases are discussed.

Keywords: DNA methylation, S-adenosyl-L-methionine, S-adenosyl-L-homocysteine, organophosphorous
analogues, substrates, inhibitors
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Гребневик (Ctenophora) Mnemiopsis leidyi A. Agassiz, 1865 отвечает на слабое механическое раздраже-
ние интенсивной люминесценцией, однако механизм этого явления не известен. Нами проведен
поиск возможных тактильных рецепторов, которые инициируют сигнальную трансдукцию, за-
канчивающуюся люминесценцией фотобелков. В геноме M. leidyi найдены три гена ортолога
TRPC-белков мыши (5z96) и дрозофилы (5vkq) – ML234550a-PA (860 аа), ML03701a-PA (828 аа) и
ML038011a-PA (1395 аа). Последний белок содержит длинную анкириновую спираль, состоящую из
16 ANK-доменов. Изучение аннотированных доменов и сети взаимодействий между белками ин-
терактома позволяет предположить, что белки ML234550a-PA и ML03701a-PA осуществляют цито-
плазматическую, а ML038011a-PA – внутриядерную трансдукцию механических сигналов. Про-
странственная реконструкция выявила различия в структуре этих белков, что может быть связано с
их разными функциями в клетке. Обсуждается, какой из этих белков участвует в инициации люми-
несценции после механического раздражения.

Ключевые слова: Ctenophora, геном, механорецепторы, TRPC-каналы, интерактом
DOI: 10.31857/S0026898423040122, EDN: QLQZZG

ВВЕДЕНИЕ

Представители суперсемейства ионных кана-
лов с транзиторным рецепторным потенциалом
(TRP) – эволюционно древние сенсорные белки,
которые регулируют проникновение катионов
кальция в клетки [1]. Эти белки отвечают за вос-
приятие тепла, физических контактов, болевых и
вкусовых ощущений, а также иногда участвуют в
зрительных процессах [2]. Большинство TRP-ка-
налов объединены в две группы: первая группа
включает катионные каналы TRPA (A – анки-

рин), TRPC (C – канонический), TRPN (N – нет
механорецепторного потенциала C), TRPM (M –
меластатин), TRPS (S – соромеластатин), TRPV
(V – ванилоидный) и TRPVL (VL – ванилоидопо-
добный); вторая группа содержит TRPML (L –
муколипин) и TRPP (P – поликистоз) [3]. Неко-
торые TRP-каналы активируются соединениями,
содержащимися в чесноке (аллицин), перце (кап-
саицин), васаби (аллилизотиоцианат), другие
чувствительны к камфоре, ментолу, мяте переч-
ной или соединениям конопли [4]. Известны
TRP-каналы, которые действуют как датчики виб-
рации, растяжения и осмотического давления [5].
Большинство ионных каналов регулируется окру-
жающими их липидами клеточной мембраны [6].

Мы предположили, что биологические функ-
ции TRP-рецепторов могут модулироваться “со-
седними” белками и низкомолекулярными ли-
гандами, а спектральная чувствительность этих
сенсоров зависит от числа анкириновых повторов
(AR), что позволяет им выполнять различные

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0026898423040122 для авторизованных поль-
зователей.
Сокращения: аа – аминокислотные остатки (при цифре);
TRP (англ. Transient Receptor Potential) – транзиторный ре-
цепторный потенциал; TRPC – (C – канонический); TRPA
(A – анкирин); TRPN (N – нет механорецепторного по-
тенциала C); TRPM (M – меластатин); TRPS (S – сороме-
ластатин); TRPV (V – ванилоидный), TRPVL (VL – вани-
лоидоподобный); TRPML (ML – муколипин); TRPP (P –
поликистоз); ANK – анкириновый домен.

УДК 575.112:[593.8:577.354]
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функции – от терморецепторов с короткими ан-
кириновыми спиралями и высокой резонансной
частотой до тактильных рецепторов с длинными
анкириновыми спиралями и низкой резонансной
частотой макромолекулы [7]. В представленном
исследовании проведен анализ трех белков греб-
невика Mnemiopsis leidyi, возможных кандидатов
на роль механорецепторов. M. leidyi, геном кото-
рого полностью секвенирован [8], входит в число
базальных Metazoa [9–11], которые могут исполь-
зоваться при изучении эволюции сенсорных си-
стем [12, 13].

Цель нашей работы состояла в 3D-рекон-
струкции TRP-рецепторов гребневика M. leidyi.
С использованием данных [7] в геноме M. leidyi
найдены гомологичные гены и определены ами-
нокислотные последовательности белков, кодиру-
емых этими генами, что позволило описать домен-
ную структуру белков, выявить их ближайших со-
седей в сети белок-белковых взаимодействий и
восстановить трехмерную структуру исследуемых
полипептидов. Такой большой класс механоре-
цепторов, как пьезобелки [14], мы не рассматри-
вали, так как гены этих белков в геноме M. leidyi
предположительно отсутствуют (данные не пред-
ставлены).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Аминокислотные последовательности механо-
рецепторов гребневика M. leidyi найдены в базе
данных NCBI [8].

Множественное выравнивание полипептидных
цепей и построение филогенетического дерева вы-
полнено с помощью программ Clustal Omega
(1.2.4) [15] и TreeDyn 198.3 [16] соответственно.

Профили гидрофобности по Kyte-Doolittle
определяли с помощью программы ProtScale [17].

Анализ доменной структуры белков осуществ-
ляли на сервере Pfam 35.0 [18], взаимодействие
доменов исследовали и визуализировали с по-
мощью сервера STRING (Protein–Protein Inter-
action Networks Functional Enrichment Analysis),
согласно [19].

Построение пространственных моделей механо-
рецепторов проводили на сервере Phyre2, используя
метод сравнения гомологичных аминокислотных
последовательностей с известными простран-
ственными структурами белков. Оценивали до-
стоверность и степень покрытия исследуемых по-
следовательностей [20].

Визуализацию молекулярных структур выпол-
няли с использованием программ RasMol [21] и
UCSF Chimera [22].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В основу нашего исследования положены зна-
ния о классическом механорецепторе NompC
(5vkq) Drosophila melanogaster [23]. NompC входит
в семейство TRPN-белков, включающих транс-
мембранный домен, область шейки и четыре ан-
кириновых спирали. Проницаемость канала для
ионов Ca2+ изменяется под воздействием механи-
ческой нагрузки (рис. 1).

Поиск последовательностей, гомологичных
NompC, первоначально выявил лишь один ан-
нотированный TRPC-белок, кодируемый гено-
мом M. leidyi, а именно, белок AFK83798.1
(ML234550a-PA) с полипептидной цепью из 860 аа
(рис. S1, см. Дополнительные материалы на сайте
http://www.molecbio.ru/downloads/2023/4/supp_
Kuznetsov_rus.pdf) и трансмембранными участка-
ми, расположенными, начиная примерно с пози-
ции 400 аа, в направлении к C-концу полипеп-
тидной цепи (рис. 2). Детальный анализ показал,
что белок ML234550a-PA включает три анкири-
новых повтора в положениях 125–160, 210–239 и
245–274, каждый из которых состоит в среднем из
31 аа и участвует в белок-белковых взаимодей-
ствиях; далее следует область трансмембранных
спиралей, которые начинаются в позиции 413 и
заканчивается в позиции 435; ближе к концу по-
липептидной цепи в положении 485–723 распо-
ложен ионный канал, имеющий шесть трансмем-
бранных α-спиралей, две последние из которых
окружают петлю, определяющую ионную селек-
тивность (рис. 3а).

Дальнейший углубленный поиск с использо-
ванием аминокислотной последовательности
AFK83798.1 в качестве запроса показал, что белок
ML234550a-PA имеет неаннотированные гомологи
ML03701a-PA (828 аа) и ML038011a-PA (1395 аа),
кодируемые геномом M. leidyi (рис. S2, см. Допол-
нительные материалы на сайте http://www.molec-
bio.ru/downloads/2023/4/supp__Kuznetsov_rus.pdf).
Оказалось, что белок ML03701a-PA длиной 828 aа,
содержит два ANK-домена в позициях 150–178,
182–211 и ионный канал в положении 409–691,
фланкированный трансмембранными α-спира-
лями с координатами 357–379 и 713–732 (рис. 3б).
Другой белок, а именно ML038011a-PA, длиной
1395 aa включает два трансмембранных участка в
положениях 102–124 и 134–156, два близкораспо-
ложенных ANK-домена в позициях 201–230,
234–265 и ниже еще 14 ANK-доменов в положе-
нии с 363 по 834, а также ионный канал в положе-
нии 963–1232 (рис. 3в).

Множественное выравнивание TRP-белков вы-
явило значительные различия в их N-концевой об-
ласти, где находятся анкириновые повторы, не
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столь заметные различия в C-концевой части и до-
статочную консервативность средней части амино-
кислотной последовательности, где располагается
ионпроводящий канал (данные не представлены).
Проведенный далее филогенетический анализ вы-
явил сходство между белком 5z96 мыши и белками
ML234550a-PA и ML03701a-PA мнемиопсиса с ма-
лым числом анкириновых последовательностей, а

также между белком 5vkq дрозофилы и ML038011a-
PA мнемиопсиса с длинными анкириновыми спи-
ралями (рис. S3, см. Дополнительные материалы
на сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2023/4/
supp_Kuznetsov_rus.pdf).

Изучение взаимодействий первого порядка
белка ML234550a-PA (рис. 4а) установило его

Рис. 1. Гомотетрамерная структура механотрансдуцирующего ионного канала NompC (5vkq) плодовой мушки Dro-
sophila melanogaster. а – Вид сбоку, б – вид сверху. Отдельные полипептидные цепи показаны различными цветами,
видна полость канала; визуализация с помощью UCSF Chimera [22].

а б

Рис. 2. График гидропатии белка AFK83798.1 (ML234550a-PA) гребневика M. leidyi по Kyte-Doolittle [17], построенный
с использованием модели линейного изменения веса, где размер окна равен 9, а области с положительным значением
являются гидрофобными.
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разнообразные отношения (совместное появле-
ние в разных геномах, коэкспрессия и др., общий
балл 0.771) с гомологом ML03701a-PA (238.8 бит
для 552 аминокислот), а также с еще девятью бел-
ками, в том числе с фосфолипазой С (ML04921a-PA).
Два белка – ML047931a-PA, содержащий домены
SAM (Sterile Alpha Motif) и SOAR (STIM1
Orai1-Activating Region), а также ML07264a-PA с
PKD-полицистиновым каналом, отличаются
слабой связностью. Остальные белки имеют вы-

сокую связность, что означает высокую вероят-
ность специфического взаимодействия по дан-
ным сервера STRING. Так, белок ML017411a-PA
содержит домены FKBP_C (FKBP-type peptidyl-
prolyl сis-trans isomerase, FK506-Binding Protein,
FK506 – drug tacrolimus) и TPR_2 (Tetratrico Pep-
tide Repeat); ML04921a-PA включает домены EF-
hand (helix-loop-helix Ca2+ binding motif; the index
finger and thumb represent the E- and F-helices, re-

Рис. 3. Доменные структуры белков ML234550a-PA (а), ML03701a-PA (б) и ML038011a-PA (в) гребневика M. leidyi.
Шкалы внизу с шагом 100 соответствуют числу аминокислотных остатков, трансмембранные участки обозначены си-
ним цветом, неструктурированные области – малиновым, анкириновые домены маркированы как ANK, катионный
канал PKD_channel (Polycystic Kidney Disease Channel) и участок Ion_trans (Ionic Transmembrane Domain) представле-
ны большими прозрачными прямоугольниками [19].
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Рис. 4. Графы белок-белковых взаимодействий первого порядка для TRPC-белка AFK83798.1 (ML234550a-PA) (а) и
гипотетического белка ML038011a-PA (б) из M. leidyi, построенные с помощью сервера STRING согласно [19].
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spectively), PLCXc, PLCYc (phospholipase C) и C2
(Ca2+-dependent membrane-targeting module);
ML13777a-PA – пять доменов PDZ (binding to C-ter-
minal peptide of other proteins); ML13931a-PA – два
C1-домена и по одному домену C2 (domains of
protein kinase C), S_Tkc и S_TK_X (Ser/Thr-type
protein kinases); белок ML14122a-PA содержит три
домена PDZ, а ML46823a-PA – один домен
7TM_GPCR_Srsx (7 transmembrane G-protein-
coupled receptor class of proteins which are of the ser-
pentine type).

Рассматривая коэкспрессию ортологов
ML234550a-PA в других организмах, можно отме-
тить, что TRP-белок переходного рецепторного
потенциала D. melanogaster – это светочувстви-
тельный кальциевый канал для проникновения
Ca2+ в сетчатку во время опосредованной фосфо-
липазой C (PLC) фототрансдукции. Этот белок
необходим для способности видеть в темноте и
при тусклом свете, он связывает кальмодулин,
активируется инозитом, жирными кислотами и
GTP-связывающими белками (показатель коэкс-
прессии 0.410).

Белок ML038011a-PA вступает во множествен-
ные взаимодействия с белками ML086446a-PA,
ML034626a-PA, ML004419a-PA и ML070260a-PA,
а также в менее тесные отношения с ML234550a-
PA особенно с полипептидами ML017311a-PA,
ML018022a-PA и ML07264a-PA (рис. 4б). Так, бе-
лок ML086446a-PA содержит рецепторный и до-
полнительный тирозинкиназный домены; белок
ML034626a-PA включает три Hr1-домена (rho-
binding domain) и каталитические домены се-
рин/треониновой протеинкиназы; в белке
ML004419a-PA имеются четыре PH-домена
(Pleckstrin homology domain) и домен гистондеа-
цетилазы [EC 3.5.1.98]; белок ML070260a-PA со-
держит ДНК-связывающий домен WAC_Acf1
(ATP-utilising chromatin assembly and remodelling
factor), WSD-мотив (Williams-Beuren syndrome),
PH-домен с мотивом цинкового пальца и бромо-
домен, взаимодействующий с гистонами, ацети-
лированными по остаткам лизина. Интересно
также, что белок ML038011a-PA непосредствен-
но взаимодействует со своим гомологом
ML234550a-PA, известным как AFK83798.1. Бе-
лок ML017311a-PA, возможно, ассоциирован с
хроматином, так как имеет три бромодомена и
BAH-гомолог (bromo-adjacent homology). Белок
ML018022a-PA является пьезобелком с семью
трансмембранными доменами и характерным
пьезодоменом. Белок ML07264a-PA входит в чис-
ло полицистиновых катионных PKD-каналов.

С целью понимания сенсорной роли TRPC-
белка AFK83798.1 (ML234550a-PA) из M. leidyi в

проведении сигналов о механической нагрузке бы-
ла предпринята попытка определить его трехмер-
ную структуру. Гомологическое сравнение амино-
кислотной последовательности AFK83798.1 с из-
вестными трехмерными структурами белков
позволило выявить пространственное положение
631 аа за исключением N- и C-концов, что состав-
ляет 73% аминокислотной последовательности
белка, на основе единственного шаблона С-цепи
мембранного ионного канала TRPC4 (5z96) мы-
ши [24]. Помимо этого, использовали дополни-
тельные шаблоны, которые позволили охватить
другие части исследуемого белка. В частности, в
качестве одного из шаблонов использовали ис-
ходный механорецептор NompC (5vkq) D. melano-
gaster [23]. С помощью нескольких шаблонов смо-
делированы пространственные координаты 801
аа с достоверностью более 90%, что соответствует
93% всего белка AFK83798.1. На рис. 5 можно ви-
деть, что пространственная модель единственной
полипептидной цепи белка AFK83798.1 гребне-
вика M. leidyi напоминает отдельную субъедини-
цу TRPC-канала мыши.

Моделирование с применением специальных
алгоритмов позволило детально оценить досто-
верность модели. Так, с использованием
ProQ2-алгоритма [25] достигнут средний уро-
вень качества локального и глобального прогно-
зирования белковых моделей (рис. 6а). В силу того,
что отдельные атомы в некоторых аминокислот-
ных остатках могут располагаться в модели слиш-
ком близко друг к другу, большое количество пе-
ресечений может означать неудовлетворительное
расположение смежных цепей или, возможно,
неправильную укладку в этой области. Поэтому
критерий пересечений является особенно стро-
гим. Характер окрашивания аминокислотных
остатков по количеству наблюдаемых пересече-
ний говорит о хорошем качестве модели (рис. 6б).
Ротамерный анализ также свидетельствует о том,
что базовое выравнивание боковых цепей в моде-
ли осуществлено правильно (рис. 6в). Подавляю-
щее число аминокислотных остатков в модели
находится в благоприятных областях (синий),
лишь несколько остатков локализуются в разре-
шенных (зеленый) областях (рис. 6г). Ничего не
отмечено в запрещенных областях (красный)
диаграммы Рамачандрана, что указывает на кор-
ректность расчетов phi-psi торсионных углов по-
липептидного остова. Достоверность парного вы-
равнивания запрос-шаблон по данным Hhsearch,
полученная из апостериорных вероятностей, ко-
торые рассчитывали в алгоритме Forward-Back-
ward [26], в большинстве случаев была хорошей
или удовлетворительной (рис. 6д). Так как неупо-
рядоченные и динамически гибкие области играют
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Рис. 5. Пространственная структура тетрамера мембранного TRPC-канала 5z96 домовой мыши (а, в) и 3D-модели од-
ной субъединицы TRPC-белка AFK83798.1 M. leidyi (б, г). Вид сбоку (а, б), вид сверху (в, г), использована спектральная
окраска от N- до C-концевой части белка; белая стрелка указывает на трансмембранный домен, красная – на анкири-
новые повторы, которые располагаются в цитоплазме и формируют “пружину”, зеленая – на α-спираль с изломом,
визуализация в RasMol [21].

а б

в г

важную роль в функционировании многих бел-
ков, предсказание неструктурированных обла-
стей было дополнено с помощью метода Disopred
[27, 28] с приемлемым результатом (рис. 6е).

Найденные аминокислотные последователь-
ности и созданные пространственные структуры
гипотетических механосенсоров ML03701a-PA и
ML038011a-PA гребневика M. leidyi приведены на
рис. S3 (см. Дополнительные материалы на сайте
http://www.molecbio.ru/downloads/2023/4/supp_
Kuznetsov_rus.pdf). К сожалению, длина белка
ML038011a-PA (1395 аа) (рис. S2) не позволила за-
грузить задачу на сервер Phyre2 и построить пол-
ную трехмерную модель. Поэтому было решено
удалить часть анкириновой спирали из исходного
файла с координатами атомов этого белка для по-
строения урезанной 3D-модели (рис. S4б). Следу-
ет отметить, что помимо длинной анкириновой
спирали, гипотетический белок ML038011a-PA
отличается от ML03701a-PA и ML234550a-PA от-
сутствием цитоплазматической α-спирали с из-
ломом, одна часть которой следует в направлении
канала, а другая обращена под углом наружу тет-
рамерного комплекса (рис. 5, рис. S4а – отмече-
ны зеленым цветом).

Кроме того, гипотетические белки ML03701a-PA
и ML038011a-PA не взаимодействуют непосред-
ственно друг с другом, но связываются с исход-
ным белком ML234550a-PA (AFK83798.1) (рис. 4).
Оба полипептида ML234550a-PA и ML03701a-PA
имеют цитоплазматические α-спирали с изломом
и короткие анкириновые спирали, как и мем-
бранный канал TRPC4 (5z96) мыши, являющийся
температурным сенсором [24], тогда как
ML038011a-PA обладает структурным сходством с
тактильным сенсором NompC (5vkq) дрозофилы
[23], поскольку имеет длинные анкириновые спи-
рали и не содержит надломленных α-спиралей
(рис. 1, 5, рис. S4 Дополнительных материалов).

Помимо этого, белок ML038011a-PA взаимо-
действует с пьезобелком ML018022a-PA (рис. 4б),
что может приводить к образованию надмолеку-
лярного тактильного комплекса. Последний факт
подтверждает нашу гипотезу, согласно которой
биологическая функция TRP-рецепторов моду-
лируется соседними белками. Влияние низкомо-
лекулярных лигандов будет в дальнейшем прове-
рено экспериментально. То, что спектральная
чувствительность этих сенсоров может зависеть
от длины анкиринового повтора, следует из меха-
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нических моделей [7]. Кроме того, анализ доме-
нов показал, что ML038011a-PA способен опосре-
дованно связываться с белками хроматина, в то
время как ML234550a-PA взаимодействует пре-
имущественно с цитоплазматическими белками,
что, возможно, позволяет первому белку осу-
ществлять передачу сигнала в ядро, а второму в
цитоплазму клетки.

Следует отметить, что скорость передачи сиг-
нала посредством белок-белковых взаимодей-
ствий намного ниже наблюдаемой реакции мне-
миопсисов в виде люминесценции на механиче-
ское возмущение. Кроме того, фотобелки не
имеют взаимодействующих доменов (данные не
представлены). Следовательно, роль TRPC-кана-
лов в передаче фотобелкам сигнала, вызванного
механическим раздражением, связана со способ-
ностью каналов пропускать такие катионы, как
Ca2+ [29], и инициировать деполяризацию потен-
циала покоя клеточной мембраны, которая при-
водит к быстрому распространению волны акти-
вации вдоль поверхности клетки и к передаче
сигнала от клетки к клетке.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Появление крупных инноваций и диверсифи-

кация в биологии происходят благодаря модуль-

ной эволюции [30], при этом сенсорные системы,
лежащие в основе функционирования нервной
системы, зародились еще на ранних этапах разви-
тия жизни [31]. TRP-каналы с транзиторным ре-
цепторным потенциалом образуют большое семей-
ство мультимодальных молекулярных сенсоров,
которые реагируют на широкий спектр стимулов,
включая тепловые, механические и химические
[32]. TRP-каналы обнаружены у большинства эу-
кариот, подробно описаны у млекопитающих, но
лучше всего изучены у нематоды и дрозофилы,
служащих генетическими моделями [7]. При этом
построение пространственных моделей мембран-
ных белков, в том числе TRP-каналов, остается
сложной задачей, несмотря на успехи в рентге-
новской кристаллографии, ядерном магнитном
резонансе и криогенной электронной микроско-
пии [33]. Создание полноразмерных гомологиче-
ских структурных моделей затрудняется субъеди-
ничной природой и большим размером TRP-ка-
налов, имеющих длинные анкириновые спирали.
Кроме того, требуются дополнительные методы
проверки надежности моделей [25–28].

Суперсемейство белков катионных TRP-кана-
лов примечательно бόльшим разнообразием ме-
ханизмов активации и селективности, чем у лю-
бой другой группы белков ионных каналов.
TRP-белки играют решающую роль в сенсорной

Рис. 6. Оценка качества пространственной модели TRPC-белка AFK83798.1 из M. Leidyi. а – Локальное и глобальное
прогнозирование; б – пересечения; в – ротамерный анализ; г – анализ Рамачандрана; д – достоверность выравнива-
ния; е – предсказание неструктурированных областей. Локальное качество моделирования отмечено цветом на каж-
дой части – от синего до красного, а изображения субъединицы белка перевернуты по сравнению с рис. 5б.
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физиологии зрения, обоняния, вкуса, осязания,
слуха, термо- и осмоощущений, а также позволя-
ют отдельным клеткам ощущать изменения в ло-
кальной среде. Многие TRP-каналы активируются
множеством различных стимулов и функциони-
руют как интеграторы сигналов [34] (биофизиче-
ские и структурно-функциональные исследова-
ния термочувствительных TRP-каналов обобщены в
обзоре [35]).

Нами впервые построены 3D-модели TRP-субъ-
единиц механорецепторов гребневика M. leidyi
(Ctenofora). На основании пространственной ре-
конструкции трудно предложить однозначную
функцию белков ML234550a-PA (AFK83798.1) и
ML03701a-PA с короткой анкириновой последо-
вательностью. Однако гребневик M. leidyi отвечает
на механические раздражения интенсивной лю-
минесценцией, поэтому можно предположить,
что роль тактильного сенсора, при отсутствии ак-
тивности других кандидатов [36], выполняет го-
мологичный гипотетический белок ML038011a-
PA с длинными анкириновыми спиралями. Име-
ющиеся данные не раскрывают полностью связь
между механическим раздражением и люминес-
ценцией у M. leidyi, но наглядно показывают
сложность сигнальных комплексов и запутан-
ность путей трансдукции, возникших в ходе эво-
люционного развития, что принципиально от-
личает их от технических систем, созданных че-
ловеком.

Можно отметить, что сенсорная активность
механочувствительных рецепторов особенно
важна для гидробионтов, так как вода практиче-
ски не сжимаема по сравнению с воздухом и в ней
лучше передаются волны давления, что мы видим
на примере люминесценции гребневиков при
турбуленции. Возможно, механорецепторы, как
TRP-каналы, которые появились на ранних эта-
пах эволюции [37], играют бόльшую роль у мор-
ских животных по сравнению с сухопутными [38,
39]. При выходе жизни на сушу часть функций
была утрачена, а часть модифицирована к новой
среде обитания в результате диверсификации
TRP-каналов [40].
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Spatial Reconstruction of TRPC-Mechanoreceptors 
of the Ctenophore Mnemiopsis leidyi A. Agassiz, 1865
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Ctenophore Mnemiopsis leidyi A. Agassiz, 1865 responds to gentle mechanical stimulation with intense lu-
minescence; however, the mechanism of this phenomenon is unknown. We searched for possible mecha-
nosensitive receptors that initiate signal transduction resulting in photoprotein luminescence. The three
ortholog genes of mouse (5z96) and Drosophila (5vkq) TRPC-proteins, such as ML234550a-PA (860 aa),
ML03701a-PA (828 aa) and ML038011a-PA (1395 aa), were found in the M. leidyi genome. The latter pro-
tein contains a long ankyrin helix consisting of 16 ANK domains. Study of the annotated domains and the
network of interactions between the interactome proteins suggests that the ML234550a-PA and
ML03701a-PA proteins carry out cytoplasmic, but ML038011a-PA provides intranuclear transduction of
mechanical signals. Spatial reconstruction of the studied proteins revealed differences in their structure,
which may be related to various functions of these proteins in the cell. The question of which of these pro-
teins is involved in the initiation of luminescence after mechanical stimulation is discussed.

Keywords: Ctenophora, genome, mechanoreceptors, TRPC channels, interactome
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