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ВВЕДЕНИЕ

В  клетках эукариот процессы транскрипции 
и синтеза белка осуществляются в разных компарт-
ментах клетки. Транскрипция происходит в ядре, 
а затем синтезированная мРНК, несущая инфор-
мацию о белке, экспортируется из ядра в цитоплаз-
му. Большая часть мРНК равномерно без видимых 
особенностей распределяется по цитоплазме, это 
так называемая нелокализуемая мРНК. Направ-
ленное распределение мРНК особенно важно для 
нормального функционирования нейронов и фор-
мирования осевой симметрии в  эмбриогенезе. 
В этих системах необходим направленный транс-
порт мРНК на большие расстояния и определен-
ный паттерн их распределения. Подобные мРНК 
называются локализуемыми [1, 2].

Молекулы мРНК перемещаются в клетке в со-
ставе мРНП-частиц, в которых мРНК ассоцииро-
вана с белками, выполняющими различные функ-
ции. В  цитоплазме локализуемая мРНК переме-
щается с помощью белков цитоскелета. Главным 
средством перемещения служат микротрубочки, 
обеспечивающие двунаправленный транспорт 
мРНП-частиц на большие расстояния. Во взаи-
модействии мРНК с моторными белками микро-
трубочек участвуют адаптерные белки, дефицит 

которых в клетке ведет к нарушению всего процес-
са транспорта локализуемой мРНК. К настоящему 
времени найдено небольшое количество адаптер-
ных белков, но общие принципы их функциониро-
вания, степень универсальности или разнообразия 
не установлены.

Большинство известных адаптерных белков 
были описаны в ходе изучения эмбриогенеза и оо-
генеза у Drosophila melanogaster и Xenopus laevis [3, 4], 
а также роли транспорта мРНК в обеспечении ней-
рональных функций у млекопитающих [5]. Нару-
шения транспорта мРНК в этих процессах приво-
дят к морфологическим дефектам развития [3, 6]
и  ряду нейродегенеративных заболеваний [7, 8]. 
Обе модели давно изучаются и охарактеризованы 
на молекулярном уровне, а направленное движе-
ние мРНК к  разным полюсам клеток делает их 
удобным инструментом для отслеживания движе-
ния мРНП-частиц.

В данном обзоре рассмотрена роль адаптерных 
белков в координации транспорта мРНК и меха-
низм связывания как давно известных, так и новых 
адаптеров с моторными белками микротрубочек.

ТРАНСПОРТНЫЕ СИСТЕМЫ 
МИКРОТРУБОЧЕК

Активный транспорт локализуемых мРНК 
в клетке происходит с помощью моторных белков 
по системам цитоскелета. Транспортными система-
ми для перемещения молекул служат сети микро-
трубочек и актиновых филаментов. В большинстве 

DOI: 10.31857/S0026898424030018,  EDN: JDPLWQ
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случаев для внутриклеточного транспорта молекул 
на большие расстояния используется цитоскелет 
микротрубочек, в то время как актиновые фила-
менты чаще используются для перемещения мо-
лекул на короткие расстояния и для заякоривания 
их в месте локализации. Микротрубочки состоят 
из 13 протофиламентов, удерживающихся вместе 
с помощью многочисленных взаимодействий вдоль 
их боковой поверхности. Протофиламенты микро-
трубочек, состоящие из димеров α- и β-тубулина, 
расположены в определенной повторяющейся ори-
ентации. Конец микротрубочки с открытой субъе-
диницей β-тубулина называется (+)-концом, тогда 
как конец с открытой субъединицей α-тубулина 
называется (–)-концом. Во многих типах клеток 
микротрубочки выходят из немембранной органел-
лы, называемой центросомой. Внутри центросомы 
находятся многочисленные центры, организующие 
микротрубочки (ЦОМТ). Часто центросома нахо-
дится рядом с ядром. В таких клетках (–)-концы 
микротрубочек располагаются внутри центросо-
мы, а (+)-концы направлены на периферию клет-
ки (рис. 1а). Организованная подобным образом 
микротрубочка по сути представляет собой поля-
ризованную структуру.

В клетках млекопитающих направленный вну-
триклеточный транспорт изучают на поляризован-
ных клетках, таких как нейроны и эпителиальные 
клетки. В  нейронах, учитывая их значительные 
размеры, транспорт молекул по микротрубочкам 
осуществляется на большие расстояния. В  боль-
шинстве нейронов микротрубочки растут из тела 
клетки по направлению к дистальному концу ак-
сона, тогда как микротрубочки внутри дендритов 
этой же клетки имеют смешанную ориентацию – 
некоторые микротрубочки растут по направлению 
от тела клетки, в то время как другие берут начало 
на периферии отростка и растут по направлению 
к телу клетки [9] (рис. 1б). Таким образом, транс-
портная система микротрубочек в нейронах сильно 
поляризована. Моторные белки помогают достав-
лять по микротрубочкам не только белки, мРНК 
и органеллы по всей огромной длине аксона, но 
также способствуют сортировке различных “гру-
зов” как по аксонам, так и по дендритам. Органи-
зация цитоскелета нейрональных микротрубочек 
облегчает оба эти процесса. Изучение аксональ-
ного транспорта и  организации микротрубочек 
у Caenorhabditis elegans показало, что расстояние, 
пройденное “грузами” перед их конечной останов-
кой, определяется длиной микротрубочек, “грузы” 
часто останавливаются на концах микротрубочек 
[10] и локализуются на них. Все это делает транс-
порт молекул по микротрубочкам нейронов хоро-
шей модельной системой для изучения внутрикле-
точного транспорта и локализации мРНК.

Большой интерес вызывает транспорт локализу-
емых мРНК в эмбриональном развитии и оогенезе 

D. melanogaster и X. laevis. Асимметричная локали-
зация мРНК необходима для формирования струк-
туры эмбриона D. melanogaster и разделения цито-
плазмы на будущие соматические и зародышевые 
клетки. Полярность ооцита и будущего эмбриона 
зависит от точной локализации трех необходимых 
мРНК: gurken (grk), oskar (osk) и bicoid (bcd). Пока-
зано, что локализация всех трех мРНК зависит от 
активного транспорта вдоль микротрубочек. Одна-
ко и у D. melanogaster, и у млекопитающих, кроме 
уже изученных локализованных мРНК, существу-
ют тысячи других, еще не изученных специфиче-
ски локализованных мРНК. Ооцит содержит сеть 
микротрубочек, имеющих сложную и меняющуюся 
по мере его созревания полярную структуру с дву-
направленным движением [11] (рис. 1в), и пред-
ставляет собой прекрасную модельную систему для 
изучения транспорта локализуемых мРНК.

Движение молекул по системе микротрубочек 
осуществляют тубулинзависимые АТРазы – кине-
зин и динеин.

Кинезинзависимый транспорт
Кинезин обеспечивает антероградный транс-

порт, осуществляемый в направлении периферии 
клетки от (–)-концов к (+)-концам микротрубочек. 
Ретроградный транспорт имеет противоположное 
направление – в сторону центросом – и является 
динеинзависимым. Эти две системы транспорта 
различаются на уровне взаимодействия моторных 
комплексов с транспортируемыми молекулами.

Суперсемейство кинезинов (KIF) насчитывает 
десятки изоформ, чья высокая вариабельность спо-
собствует специфическому распознаванию целого 
спектра переносимых молекул [12]. В табл. 1 пред-
ставлены субъединицы основных кинезинов, обе-
спечивающих движение молекул.

Классическим кинезином является кинезин‑1 
(семейство KIF5), первый обнаруженный предста-
витель этого суперсемейства [13, 14]. Кинезин‑1 
представляет собой гетеротетрамер, состоящий из 
двух тяжелых (KHC) и двух легких цепей (KLC). 
N-концевые глобулярные моторные домены гомо-
димера KHC содержат сайты связывания микро-
трубочек и молекул АТР. C-концевые домены KHC 
взаимодействуют с KLC, которые, в свою очередь, 
отвечают за взаимодействие с  адаптерными бел-
ками и переносимыми молекулами, а также уча-
ствуют в активации кинезина‑1 [15]. В некоторых 
случаях KHC также принимают участие в связыва-
нии переносимых молекул. Например, в ооцитах 
D. melanogaster KHC могут напрямую эффективно 
связывать мРНК oskar при взаимодействии с бел-
ком aTm1 (atypical Tropomyosin1-I/C) [16]. Однако 
в остальных известных случаях кинезин‑1 не вза-
имодействует с мРНК непосредственно – во взаи-
модействии с мРНК принимают участие адаптер-
ные белки.
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Реорганизация
микротрубочек

ТрофоцитЯдро
ЦОМТ
Микротрубочки
Актин

Трофоцит

Стадии 2−6 Стадии 7−8 Стадия 9

а

б

в

Рис. 1. Организация микротрубочек в различных типах клеток. Эукариотическая клетка – микротрубочки направ-
лены от центра организации микротрубочек (ЦОМТ) к периферии клетки (а). Транспортная система микротрубочек 
в нейронах – в аксоне микротрубочки расположены в одной ориентации – к дистальному концу аксона; в дендри-
тах – смешанная ориентация микротрубочек (б). Ооцит в процессе созревания – микротрубочки обеспечивают 
поляризацию ооцита и реорганизуются на различных стадиях (в). Актиновый цитоскелет обеспечивает клеточный 
каркас и участвует в закреплении “груза” в месте локализации. ЭР – эндоплазматический ретикулум. Полярность 
микротрубочек обозначена (+) или (–) (цитировано по [9, 11]).
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Известен еще один комплекс, относящийся к дру-
гому семейству кинезинов, который принимает участие 
в транспорте мРНК. Кинезин‑2 (семейство KIF3) – 
это гетеротример, состоящий из субъединиц KIF3А, 
KIF3В или KIF3С, а также кинезин-ассоциированного 
белка 3 (KAP3). Известно, что этот кинезиновый ком-
плекс, как кинезин‑1 и некоторые другие, участвует 
в транспорте мРНК в нейронах человека [17–19].

Динеинзависимый транспорт
Динеинзависимый транспорт в  цитоплазме 

осуществляется лишь одним моторным комплек-
сом, известным как цитоплазматический динеин‑1 

(далее динеин). В его функции входит ретроград-
ный транспорт по микротрубочкам различных ор-
ганелл, мРНК и белковых комплексов, а также по-
зиционирование ядра, сборка и фокусировка вере-
тена деления в митозе [20].

Динеин представляет собой крупный димер-
ный белковый комплекс, в  состав мономера ко-
торого входят следующие субъединицы: тяжелые 
цепи (DHC), промежуточные цепи (DIC), легкие 
промежуточные цепи (DLIC) и легкие цепи (DLC) 
(табл. 2). Подобно кинезинам, динеин имеет мо-
торный домен (С-концевой домен DHC) и “хвост” 
(N-концевой домен DHC). В моторной части белка 

Таблица 1. Субъединицы кинезиновых моторных комплексов

Комплекс Homo sapiens Mus musculus /
Rattus norvegicus# Drosophila melanogaster

Кинезин‑1 
(гетеротетрамер)

KIF5A/
/KIF5B/

/KIF5C (KHC)

Kif5a/
/Kif5b/
/Kif5c

Khc

KLC1/
/KLC2/
/KLC3/

/KLC4 (KLC)

Klc1/
/Klc2/
/Klc3/
/Klc4

Klc

Кинезин‑2 (гетеротример)
KIF3A Kif3a Klp64D

KIF3B/KIF3C Kif3b или Kif3c Klp68D
KIFAP3 (KAP3) Kifap3 Kap3

Кинезин‑2 (гомодимер) KIF17 Kif17 Kif3c
Кинезин‑5 (гомотетрамер) KIF11 (Eg5) Kif11 Klp61F
#Номенклатура идентична для обоих организмов.

Таблица 2. Субъединицы комплекса цитоплазматического динеина

Белок Homo sapiens Mus musculus /
Rattus norvegicus# Drosophila melanogaster

Тяжелая цепь динеина (DHC)* DYNC1H1 Dync1h1 Dhc64C

Промежуточная цепь динеина (DIC) DYNC1I1
DYNC1I2

Dync1i1
Dync1i2 sw

Легкая промежуточная цепь динеина 
(DLIC)

DYNC1LI1
DYNC1LI2

Dync1li1
Dync1li2 Dlic

Легкие цепи динеина (DLC)  
(три семейства):

Tctex1 DYNLT1
DYNLT3

Dynlt1
Dynlt3 Dlc90F

Roadblock DYNLRB1
DYNLRB2

Dynlrb1
Dynlrb2 robl

LC8 DYNLL1
DYNLL2

Dynll1
Dynll2 ctp

#Номенклатура идентична для обоих организмов.

 *В скобках указано общее сокращенное название субъединицы. Все субъединицы динеина являются димерами одной 
из представленных в таблице изоформ.
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расположен домен связывания с микротрубочка-
ми, а также кольцо из ААА-доменов, АТРазная ак-
тивность которых способствует движению динеина 
вдоль микротрубочек. N-концевая область динеи-
на участвует в его димеризации и опосредованном 
связывании молекул [21, 22].

Функционирование моторного комплекса ди-
неина представляет собой сложно регулируемый 
процесс, зависящий от таких кофакторов, как ди-
нактиновый комплекс, BicD и Hook, Lis1 и NudE 
и других, еще не изученных белков [23–31].

ЗНАЧЕНИЕ АДАПТЕРОВ В КООРДИНАЦИИ 
ТРАНСПОРТА мРНК В ЦИТОПЛАЗМЕ

Наиболее хорошо изучено распределение лока-
лизуемой мРНК, имеющей определенный паттерн 
распределения. Направленный транспорт молекул 
мРНК, доставляемых по микротрубочкам к месту 
локализации, определяется их взаимодействием 
с адаптерными белками. В транспорте мРНП-ча-
стицы адаптерами служат РНК-связывающие бел-
ки, распознающие в мРНК сигнал локализации, 
также называемый zip-кодом [32]. Взаимодей-
ствие zip-кода со специфическим адаптером при-
водит к направленному движению мРНК-носите-
ля, заданному свойствами адаптера. Определение 
zip-кодов мРНК затруднено тем, что консенсусная 
белоксвязывающая последовательность РНК очень 
вырождена, поэтому важную роль играет также 
сложная вторичная структура РНК. С другой сто-
роны, хорошо охарактеризованы лишь немногие 
РНК-связывающие домены адаптеров, а многие 
еще не известны [32–34]. Вследствие этого на се-
годняшний день описано очень мало механизмов 
транспорта мРНК. Факторы, необходимые для 

локализации мРНК, изучают, как правило, в си-
стемах, где необходим направленный транспорт на 
большие расстояния – в ооцитах и нейронах.

Транспорт мРНК в  оогенезе  
и  раннем эмбриогенезе

В  процессе оогенеза происходит активный 
транспорт локализуемых мРНК, что ведет к  по-
ляризации ооцита и  формированию осей раз-
вития эмбриона. Эти процессы хорошо изуче-
ны у D. melanogaster на примере локализации та-
ких ключевых мРНК, как bicoid, gurken, oskar, 
К10 и staufen [2].

Egalitarian. Наиболее известен и детально опи-
сан механизм взаимодействия с  динеин-динак-
тиновым моторным комплексом активирующе-
го адаптера Bicaudal-D (BicD) и  адаптера РНК 
Egalitarian (Egl) у D. melanogaster [35] (рис. 2).

Адаптер РНК Egl распознает и напрямую свя-
зывается с сигналом локализации определенных 
мРНК, таких как K10, hairy и gurken [36]. Малей-
шее нарушение в связывании РНК с Egl ведет к на-
рушениям в локализации мРНК и, как следствие, 
к аномалиям в развитии эмбриона [37].

Существуют две модели активации динеинзави-
симого транспорта in vivo мРНК hairy и K10. Со-
гласно первой модели, мРНК сама инициирует 
сборку моторного комплекса, регулируя взаимо-
действие BicD-Egl. Связанный с молекулой мРНК 
димер Egl эффективно взаимодействует с  BicD 
и таким образом выводит его из состояния ауто-
ингибирования. В результате такого разблокирова-
ния свободный N-конец BicD (BicD-N) вступает 
во взаимодействие с динеин-динактиновым ком-
плексом и активирует его [38, 39].

3'HTO мРНК К10/hairy

(−)

BicD

Egl2x

Динактин
хвост1 380

647 782

1 79 963 969

LC8

Динеин

MT

Рис. 2. Механизм взаимодействия мРНК K10/hairy с белками Egl-BicD и динеин-динактиновым моторным ком-
плексом в зародышевых клетках D. melanogaster. На схеме обозначена 3'-нетранслируемая область (3'-НТО) мРНК, 
адаптеры РНК, моторные белки и микротрубочки (МТ). Двусторонние стрелки показывают известные белок-белко-
вые или РНК-белковые взаимодействия. Домены белков обозначены линиями черного цвета. Длина указана в ами-
нокислотах. Стрелка указывает направление движения моторного комплекса по микротрубочкам.
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Согласно другой модели, Egl взаимодействует 
с субъединицей LC8 DLC динеина [40]. Предпола-
гается, что это взаимодействие приводит к димери-
зации Egl и увеличению его сродства к мРНК, что, 
в свою очередь, стимулирует дальнейшие этапы по 
взаимодействию мРНК-Egl с  комплексом дине-
ин-динактин-BicD-N [41, 42]. Поскольку комплекс 
динеин-динактин-BicD-N представляет собой ми-
нимальную рабочую систему движения по микро-
трубочкам in vitro как у Drosophila, так и у млекопи-
тающих, высока вероятность эволюционной кон-
сервативности данного механизма [38].

Staufen и aTm1. Динеинзависимый транспорт 
мРНП-частиц ассоциирован с кинезинзависимым 
транспортом. Изучение транспорта мРНК oskar 
в зародышевых клетках D. melanogaster показало, 
что переключение направления транспорта может 
регулироваться сменой РНК-связывающих адап-
теров (рис. 3).

На первом этапе динеин переносит мРНК oskar 
из трофоцитов в ооцит, взаимодействуя с белками 
BicD-Egl [43, 44]. Дальнейший транспорт мРНК 
oskar к заднему полюсу ооцита обеспечивают ки-
незин‑1, адаптер РНК Staufen и стабилизирующий 
адаптер aTm1 [16, 45, 46].

Кинезин‑1 связывается с мРНК oskar еще в тро-
фоцитах и активируется позднее в ооците, когда 
присоединение Staufen вызывает диссоциацию Egl 
и, как следствие, инактивацию комплекса BicD-ди-
неин [47, 48]. Показано, что оба адаптера связыва-
ния мРНК, Egl и Staufen, имеют перекрывающиеся 

сайты связывания на мРНК oskar [49–51]. Инте-
ресно, что именно Egl способствует накоплению 
в  ооците своего конкурента Staufen, поскольку 
опосредует транспорт мРНК stau, кодирующей 
Staufen [48]. В  работе Gáspár и  соавт. показано, 
что Staufen заменяет в мРНП-комплексе адаптер 
мРНК динеинзависимого транспорта [48], однако 
возможно, что для функционирования в кинезин-
зависимом транспорте, кроме Staufen, необходим 
еще один адаптер – aTm1.

Взаимодействие Staufen с  кинезином было 
описано ранее при изучении транспорта Vg1-со-
держащей РНП-частицы у X. laevis [52]. Помимо 
транспорта мРНК oskar, Staufen участвует также 
в транспорте целого ряда других эмбриональных 
транскриптов у  D. melanogaster, включая мРНК 
bicoid в ооците и мРНК prospero в нейробластах 
[49, 53, 54]. Кроме того, ортологи Staufen (Stau1 
и Stau2) принимают участие в транспорте мРНК 
в нейронах млекопитающих [55, 56]. Таким обра-
зом, есть основания полагать, что Staufen-опосре-
дованный транспорт мРНП-частиц является рас-
пространенным и эволюционно консервативным.

Транспорт мРНК в  нейронах
Интенсивный транспорт молекул в  нейронах 

обеспечивает их стабильную работу. Нейроны со-
стоят из нескольких основных отделов – клеточ-
ного тела, дендритов и аксона. Локальная транс-
ляция мРНК в дистальных отделах требует пере-
мещения мРНП-частиц на большие расстояния по 

3'HTO мРНК oskar
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Рис. 3. Переключение направления транспорта мРНК oskar в зародышевых клетках D. melanogaster. На схеме обозна-
чена 3'-нетранслируемая область (3'-НТО) мРНК, адаптеры РНК, моторные белки и микротрубочки (МТ). Двусто-
ронние стрелки показывают известные белок-белковые или РНК-белковые взаимодействия. Домены белков обозна-
чены линиями черного цвета. Длина указана в аминокислотных остатках. Стрелка указывает направление движения 
моторного комплекса по микротрубочкам.
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микротрубочкам [57–59]. Изучение механизмов 
нейронального транспорта мРНП-частиц необ-
ходимо для понимания патогенеза и возможного 
лечения неврологических заболеваний челове-
ка [58, 60, 61]. Интерес к нейрональному транспор-
ту повышался по мере технического развития ме-
тодов молекулярной визуализации in vivo и работы 
с одиночными клетками и молекулами.

SFPQ. Адаптерными функциями обладает фак-
тор сплайсинга SFPQ/PSF (Splicing factor proline- 
and glutamine-rich). Ранее было показано, что SFPQ 
входит в состав мРНП-частиц, транспортируемых 
кинезином‑1 (KIF5) в нейронах, однако функция 
SFPQ оставалась неизвестной [62]. Изучение меха-
низма SFPQ-зависимого транспорта мРНП-частиц 
и его участия в жизнеобеспечении аксонов выяви-
ло молекулярные механизмы, лежащие в основе 
дегенерации аксонов на ранних стадиях нейроде-
генеративных заболеваний [63]. Выяснилось, что 
SFPQ связывается с мРНК и тетрамером моторно-
го комплекса кинезина‑1 для транспортировки мР-
НП-частицы SFPQ к дистальным отделам аксонов 
[19, 64] (рис. 4).

Во взаимодействии с SFPQ принимают участие 
вариабельные С-концевые участки как KIF5A, так 
и KLC1 кинезина‑1 [19]. В суперспиральном участ-
ке SFPQ располагается “Y-мотив”, характерный 
для адаптеров, взаимодействующих с KLC1. Мута-
ция центрального тирозина в этом мотиве наруша-
ет связывание SFPQ с TPR-доменом KLC1 [19, 65]. 
Взаимодействие двух белков может регулироваться 
также фосфорилированием KLC1 и предваритель-
ным взаимодействием SFPQ с мРНК. Известными 

мРНК, переносимыми SFPQ, являются мРНК bclw 
и lmnb2. Нарушение их аксональной локализации 
ведет к гибели аксонов [19, 64]. Одной из извест-
ных причин их неверной локализации является 
мутация R280H в  моторном домене KIF5A. Эта 
мутация в консервативном сайте кинезина‑1 нару-
шает SFPQ-зависимый транспорт и ассоциирована 
с классической формой наследственной нейропа-
тии – болезнью Шарко–Мари–Тута [19].

TDP‑43. SFPQ и другие адаптерные белки ча-
сто колокализуются в нейронах. Их функции свя-
зывают с поддержанием гомеостаза нейронов, па-
тогенезом бокового амиотрофического склероза 
и лобно-височной дегенерации. Объединяет эти 
заболевания нарушение функций белка TDP‑43 
(TAR DNA binding protein, 43 kDa) и  его нако-
пление в  цитоплазме [66–68]. TDP‑43 участву-
ет в сплайсинге, а также, как адаптер, отвечает за 
транспорт мРНК по микротрубочкам и регуляцию 
трансляции в аксонах (мРНК Nefl) [69] и дендри-
тах (мРНК Rac1, GluR1, Map1b, CamKII) [70, 71]. 
Ортологи TDP‑43 различных организмов могут 
функционально замещать друг друга, что указы-
вает на консервативность его функций. Известен 
ряд мутаций в TDP‑43, вызывающих нарушения 
транспорта мРНП-частиц в аксонах двигательных 
нейронов, что приводит к развитию бокового ами-
отрофического склероза [69].

Недавно выявили колокализацию TDP‑43 
и  мРНК-связывающих адаптеров FMRP 
и Staufen1/2 в дендритах нейронов мыши. По ре-
зультатам микроскопического анализа и  биохи-
мических экспериментов предложена модель их 
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Рис. 4. Механизм взаимодействия мРНК bclw с SFPQ и кинезиновым моторным комплексом в сенсорных нейронах 
спинномозгового ганглия R. norvegicus. На схеме обозначена 3'-нетранслируемая область (3'-НТО) мРНК, адаптеры 
РНК, моторные белки и микротрубочки (МТ). Двусторонние стрелки показывают известные белок-белковые или 
РНК-белковые взаимодействия. Домены белков обозначены линиями черного цвета. Длина указана в аминокислот-
ных остатках. Стрелка указывает направление движения моторного комплекса по микротрубочкам. TPR – тетратри-
копептидный повтор, HR – гептапептидный повтор.
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кооперативного действия в регуляции транспор-
та специфического набора нейрональных мРНК 
(рис. 5).

Согласно этой модели, взаимодействие TDP‑43 
с FMRP рекрутирует связанную с TDP‑43 мРНК 
на кинезин‑1 (KIF5). С другой стороны, TDP‑43 
взаимодействует с  UG-богатыми последователь-
ностями мРНК и, связываясь с FMRP, уже ассо-
циированным с  CYFIP1, участвует в  репрессии 
трансляции мРНК в процессе ее локализации [72]. 
Известно также, что нокдаун TDP‑43 отрицательно 
влияет на ретроградный транспорт нейрональных 
мРНК, опосредованный Staufen‑1/2 [70, 71]. Пока-
зано, что TDP‑43 взаимодействует с субъединицей 
динактинового комплекса DCTN1, возможно, это 
взаимодействие модулирует ретроградный транс-
порт мРНК. Известен пример мутации в DCTN1, 
ассоциированной с наследуемой формой паркин-
сонизма, которая приводит к нарушению взаимо-
действия DCTN1 с TDP‑43 и его накоплению в ци-
топлазме [73].

APC. Реконструкция кинезин‑2-зависимой си-
стемы транспорта мРНК в  аксонах нейронов M. 
musculus in vitro выявила адаптерную функцию бел-
ка APC (adenomatous polyposis coli) [18]. Извест-
но, что APC связывается с микротрубочками, а его 
мутантные формы обнаружены при раке толстой 
кишки и желудка [74]. APC обладает двумя отдель-
ными сайтами связывания с мРНК и с моторным 
комплексом микротрубочек. В 3'-нетранслируемой 
области мРНК, транспортируемых APC, обнаружен 
G-богатый мотив. Различия в  этом мотиве опре-
деляют сродство APC к мРНК и частоту переноса 
мРНК генов, экспрессирующихся на разном уровне.

На данный момент показано участие APC 
в  транспорте мРНК двумя моторными ком-
плексами  – кинезином‑1 (KIF5) и  кинезином‑2 

(KIF3) [18, 75]. APC функционирует в виде диме-
ра, в  котором каждый мономер связывает одну 
молекулу мРНК [18]. В число мРНК, транспорти-
руемых APC, входят аксональные мРНК β-актина 
и β2B-тубулина [76]. APC взаимодействует с субъе-
диницей KAP3 кинезина‑2 и таким образом рекру-
тирует мРНК [18] (рис. 6).

В отсутствие KAP3 наблюдается лишь диффуз-
ное, т. е. ненаправленное движение APC-мРНП-ча-
стиц по микротрубочкам. Показано, что APC, свя-
занный с  мРНК, служит также активатором ки-
незина‑2 и взаимодействие моторного комплекса 
с  мРНК-APC увеличивает его процессивность. 
Согласно последним данным, активация моторно-
го комплекса обусловлена изменением конформа-
ции APC, в результате которой открывается сайт 
взаимодействия с KAP3. APC является достаточно 
универсальным фактором, поскольку он обнару-
живается также при транспорте таких мРНК, как 
Rab13, Net1, Trak2 и Kif1c, сосредоточенных в ци-
топлазматических отростках клеток человека и мы-
шей, кинезином‑3 (KIF1C) [77, 78].

Недавно было показано прямое взаимодей-
ствие APC с  МТ-ассоциированным белком EB1 
(end-binding protein 1), предположительно необ-
ходимое для распознавания полимеризующих-
ся (+)-концов микротрубочек в  процессе на-
правленного транспорта APC-ассоциированных 
мРНП-частиц [75].

ZBP1. Адаптерные свойства белка ZBP1 (zipcode 
binding protein 1), также известного как IGF2BP1, 
выявлены при изучении механизма локализации 
мРНК β-актина. ZBP1 участвует в поддержании 
клеточной подвижности и  нейропластичности 
в  процессе эмбрионального развития млекопи-
тающих [79–81]. Высокий уровень экспрессии 
ZBP1 в  клетках взрослого организма связывают 

(−)

Динеин

3'HTO мРНК Rac1

MT

?
Staufen

DCTN1 TDP-43 TDP-43

FMRP

GRD

RRM12
104 262

336 414

1 208

386 615
CYFIP1 eIF4E

KIF5A

UG

(+)

Рис. 5. Модель кооперативного действия TDP‑43 с мРНК-связывающими адаптерами FMRP и Staufen1/2 в регу-
ляции транспорта специфического набора нейрональных мРНК у M. musculus. На схеме обозначена 3'-нетрансли-
руемая область (3'-НТО) мРНК, адаптеры РНК, моторные белки и микротрубочки (МТ). Двусторонние стрелки 
показывают известные белок-белковые или РНК-белковые взаимодействия. Домены белков обозначены линиями 
черного цвета. Длина указана в аминокислотных остатках. Стрелка указывает направление движения моторного 
комплекса по микротрубочкам. GRD – глицин-богатый домен, RRM – домен распознавания РНК.
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с опухолевыми процессами [82, 83]. ZBP1 распоз-
нает специфичную последовательность в  3'-не-
транслируемой области мРНК β-актина в  ядре 
и в составе мРНП-частицы экспортируется в ци-
топлазму [84]. Сайты связывания с мРНК распо-
ложены в С-концевых доменах ZBP1, KH3 и KH4, 
связывающихся друг с другом в обратном направ-
лении [85, 86]. Модель взаимодействия этих до-
менов с  мРНК предполагает образование петли 
в  транскрипте и,  как следствие, возникновение 
сайтов связывания других белков мРНП-частицы 
[86, 87]. Трансляция ZBP1-зависимой мРНК может 
регулироваться фосфорилированием ZBP1 тиро-
зинкиназой Src, что приводит к высвобождению 
мРНК в месте локализации [88, 89].

Показано, что транспорт мРНК β-актина в ней-
ронах млекопитающих опосредован моторным 
комплексом кинезина‑1 (KIF5) [90, 91], а  в  не-
нейрональных клетках кинезином‑5 (KIF11) [17] 
(рис. 7).

Предполагается, что потенциальным прямым 
адаптером между ZBP1 и  кинезином‑1 (KLC) 
в  этом механизме служит белок PAT1 (Protein 
interacting with APP tail‑1) [91]. Кинезин‑1 не уча-
ствует в  механизме транспорта мРНК β-актина 
в других типах клеток, он может быть специфич-
ным участником нейронального транспорта. В дру-
гих клетках движение мРНП-частицы ZBP1-β-ак-
тина по микротрубочкам опосредовано моторным 
комплексом кинезин‑5 (KIF11) [17]. Нарушение 
активности кинезина‑5, как и  его нокдаун, вы-
зывают аномалии в  локализации мРНК β-ак-
тина. По данным экспериментов in vitro и  in vivo 
С-концевой участок кинезина‑5 прямо взаимо-
действует с RRM-доменами ZBP1 (RRM12). Этот 

же механизм действует в  транспорте двух дру-
гих ZBP1-зависимых мРНК – Arp16 и α-актини-
на [17, 92]. Таким образом, ZBP1 может быть об-
щим адаптером для транспорта мРНК разными 
кинезиновыми моторными комплексами.

ТРАНСПОРТ мРНК ПО МЕХАНИЗМУ 
“АВТОСТОПА”

Предполагается также существование еще од-
ного способа передвижения молекул по цитоске-
лету, при котором не происходит прямого вза-
имодействия с моторными комплексами. Этот 
тип транспорта получил название “автостопа” 
(“hitchhiking”), поскольку предполагает прикре-
пление молекул к другому “грузу”, перемещаемому 
по микротрубочкам по классическому механизму. 
Такими переносчиками служат, как правило, эн-
досомы или органеллы, а среди их “пассажиров” 
встречаются мРНП-частицы [93]. Принцип “ав-
тостопа” широко распространен у нитчатых гри-
бов, а недавно его обнаружили и у млекопитающих, 
что свидетельствует о его возможной эволюцион-
ной консервативности.

мРНП-транспорт “автостопом” был впервые 
описан при изучении патогенного гриба растений 
Ustilago maydis. Показано, что мРНК “путешествует” 
на ранних эндосомах в двух направлениях – при 
помощи динеин-динактинового комплекса и ки-
незина‑3. Совместное движение мРНК с эндосо-
мой по микротрубочкам возможно благодаря вза-
имодействию РНК-связывающего адаптера Rrm4 
c мембраносвязанным белком эндосомы Upa1. На 
С-конце Upa1 находится домен цинковых пальцев 
для связывания с эндосомой [94]. Таким образом, 
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Рис. 6. Механизм взаимодействия APC с кинезином‑2 и мРНК β2B-тубулина в нейронах M. musculus. На схеме 
обозначена 3'-нетранслируемая область (3'-НТО) мРНК, адаптеры РНК, моторные белки и микротрубочки (МТ). 
Двусторонние стрелки показывают известные белок-белковые или РНК-белковые взаимодействия. Домены белков 
обозначены линиями черного цвета. Длина указана в аминокислотных остатках. Стрелка указывает направление 
движения моторного комплекса по микротрубочкам. ARM – домен armadillo.



	 МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 3      2024

344	 Вдовина и др.

эндосома, как первичный “груз”, движется по ми-
кротрубочкам вместе с подвешенным за адаптер 
вторичным “грузом” – мРНК, не имеющей пря-
мых контактов с мотором [95, 96].

В клетках млекопитающих и, в частности, чело-
века обнаружены аналогичные транспортные си-
стемы, действующие как в нейронах, так и в дру-
гих клетках. Одна система определяет транспорт 
мРНП-частиц на движущихся лизосомах. В роли 
адаптера для связывания двух “грузов” выступает 
белок ANXA11 (Annexin A11), который одновре-
менно взаимодействует как с РНК, так и с лизо-
сомой. Этот белок содержит участок связывания 
с РНК на N-конце и домен взаимодействия с мем-
браной лизосомы на С-конце. Мутации в этих до-
менах ANXA11 связаны с  патогенезом бокового 
амиотрофического склероза [97].

Транспорт “автостопом” вовлечен также в до-
ставку и  локальную трансляцию мРНК Pink1 
к дистальным отделам аксонов, что впоследствии 
обеспечивает процесс нейрональной митофагии. 
PINK1 – это короткоживущий белок, который ну-
ждается в  локальной трансляции. Переносчика-
ми мРНК Pink1 служат движущиеся по микротру-
бочкам митохондрии, на которых Pink1 заякорена 
благодаря взаимодействию двух белков-адапте-
ров: SYNJ2BP на внешней мембране митохондрий 
и SYNJ2, связанного с мРНК. Известно, что на-
рушения в  процессах нейрональной митофагии 
способствуют развитию нейродегенеративных 

заболеваний, в  том числе болезни Паркинсона 
и бокового амиотрофического склероза [98].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучение механизмов транспорта мРНК в ци-
топлазме в настоящее время далеко от завершения. 
Известно не так много адаптерных белков, узна-
ющих специфический zip-код РНК. Нахождение 
zip-кода РНК затруднительно, поскольку каждая 
РНК имеет свою специфичную вторичную струк-
туру. Очевидно, что локализация мРНК в  нуж-
ном месте клетки и в определенное время играет 
важную роль, а нарушения приводят к огромно-
му количеству заболеваний и патологий (болезнь 
Паркинсона, боковой амиотрофический склероз, 
лобно-височная деменция, болезнь Шарко–Мари–
Тута). Интересно, что многие факторы, играющие 
определенную роль в ядре, сопровождают мРНК 
в цитоплазму и принимают участие в ее транспорте 
в цитоплазме. Возможно, что в транспорте нелока-
лизуемой мРНК в цитоплазме принимают участие 
общие факторы созревания и экспорта транскрип-
та в  ядре. Современные биохимические, биоин-
форматические подходы и более глубокие микро-
скопические исследования должны помочь найти 
новые адаптерные белки и выявить общие меха-
низмы рекрутирования мРНК на микротрубочки, 
а также регуляцию этого сложного процесса.

3'HTO мРНК β-актина

PAT1

ZBP1

KLC1

KIF5A

MT

Кинезин-1

404 552

1 195

502

15080

205

KH34

RRM12

TPR 1−6

(+)

3'HTO мРНК β-актина

ZBP1

KIF11

MT

Кинезин-5Нейроны Ненейрональные клетки

404 552

1 195

762 1056

KH34

RRM12

(+)

Рис. 7. Механизм взаимодействия ZBP1 с мРНК β-актина и с моторными комплексами кинезином‑1 и кинезином‑5 
в нейронах и в ненейрональных клетках M. musculus соответственно. На схеме обозначена 3'-нетранслируемая об-
ласть (3'-НТО) мРНК, адаптеры РНК, моторные белки и микротрубочки (МТ). Двусторонние стрелки показывают 
известные белок-белковые или РНК-белковые взаимодействия. Домены белков обозначены линиями черного цвета. 
Длина указана в аминокислотных остатках. Стрелка указывает направление движения моторного комплекса по ми-
кротрубочкам. KH – домен гомологии гяРНП К, RRM – домен распознавания РНК, TPR – тетратрикопептидный 
повтор.
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CYTOPLASMIC mRNA TRANSPORT:  
ADAPTORS OF mRNA BINDING TO MICROTUBULE MOTOR PROTEINS
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The process of mRNA localization in the cytoplasm involves the directed transport of mRNP particles 
using the microtubule system. This transport is mediated and regulated by specific factors – adaptors 
between mRNA molecules and microtubule motor proteins. Adaptors are a key link in the mechanism 
of mRNA transport, but to date their identity and functioning are mostly unknown. In this review, we 
examine the features and importance of adaptor proteins in mRNA transport during oogenesis and in 
neuronal function. This article summarizes recent data on mRNA binding adaptors in the cytoplasm and 
the mechanisms of their interaction with microtubule motor proteins.
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ВВЕДЕНИЕ

Актин – один из самых консервативных белков 
эукариотических клеток. Известны шесть изоформ 
актина человека, которые кодируются отдельными 
генами [1] (α-скелетный, α-сердечный, α-гладко-
мышечный, γ-гладкомышечный, γ-цитоплазмати-
ческий и β-цитоплазматичеcкий актины). Моно-
мерная форма (G-актин) может обратимо соби-
раться в длинные микрофиламенты (F-актин) под 
контролем множества актинсвязывающих бел-
ков [2]. Актиновые филаменты представляют собой 
один из трех основных компонентов цитоскелета. 
Вместе с моторными белками миозинами актино-
вые филаменты играют ключевую роль в опреде-
лении формы и подвижности клеток, внутрикле-
точном транспорте, сокращении мышц и динами-
ке органелл. Хорошо известно, что мономерный 

актин, как и некоторые миозины и актинсвязыва-
ющие белки, постоянно перемещается между цито-
плазмой и ядром [3, 4], однако функции этих бел-
ков в ядре стали предметом исследований только 
в начале ХХI века, когда появились надежные ме-
тоды визуализации и изучения динамики фракций 
ядерного актина и миозина [5]. Цитоплазматиче-
ский β-актин – единственная изоформа, представ-
ленная не только в цитоплазме, но и в клеточном 
ядре [6]. К основным миозинам, присутствующим 
в  ядре, относятся миозин I  (три изоформы), не-
мышечные миозины IIa, IIB, миозины V, X, XVI 
и XVIIIB [7, 8].

Исследования последних 10 лет показали, что 
актин и миозины ядра не образуют, как правило, 
актомиозиновых комплексов, как в цитоплазме [9], 
но при этом играют важную роль во всех фунда-
ментальных процессах в ядре – от экспрессии ге-
нов до репарации ДНК [10–12]. В настоящее вре-
мя ключевым вопросом биологии клеточного ядра 
стала его динамичная пространственная организа-
ция [13]. Актиновые филаменты и миозины ядра 
считаются идеальными кандидатами на роль ор-
ганизаторов динамического ядерного каркаса, ко-
торый контролирует топологию ядерных доменов 
и их передвижение внутри ядра. Как мономеры ак-
тина, так и отдельные молекулы миозинов играют 
важную роль в качестве сигнальных молекул или 
кофакторов [14, 15] (например, в аллостерическом 

DOI: 10.31857/S0026898424030029,  EDN: JDMKVN
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ОБЗОРЫ

Сокращения: LINC – linker of nucleoskeleton to cytoskeleton 
(линкер ядерного скелета и цитоскелета); NLS – nuclear 
localization sequence (сигнал ядерной локализации); NES – 
nuclear export sequence (сигнал ядерного экспорта); CAAR – 
calcium-mediated actin reset (кальцийзависимая перестрой-
ка актина); FRAP – fluorescence recovery after photobleaching 
(восстановление флуоресценции после фотообесцве-
чивания); FLIP  – fluorescence loss in photobleaching (по-
теря флуоресценции при фотообесцвечивании); TAN  – 
transmembrane actin-associated filaments (трансмембранные 
актин-связанные филаменты).
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контроле комплексов ремоделирования хромати-
на). Полимеры актина в ядре вместе с немышеч-
ными миозинами участвуют в передвижении хро-
мосом на относительно длинные (свыше 500 нм) 
расстояния [16], что необходимо для правильной 
пространственной организации процессов репа-
рации ДНК [17]. Они также участвуют в контроле 
клеточного цикла [10] и определяют профиль экс-
прессии генов в онтогенезе млекопитающих [18] 
(рис. 1).

Важную роль в  определении профиля экс-
прессии генов также играют актиновые фила-
менты, расположенные в цитоплазме вокруг ядра. 
Эти структуры являются одним из ключевых ком-
понентов каскада механотрансдукции, который 
служит для передачи сигналов от цитоскелета 
в ядро клетки и меняет экспрессию генов диффе-
ренцировки, пролиферации и программируемой 
гибели в ответ на внешние стимулы. В основе пе-
редачи сигналов из цитоплазмы в ядро лежит ра-
бота комплексов LINC (linker of nucleoskeleton to 

cytoskeleton), которые механически соединяют ци-
тоскелет и хроматин через ядерную оболочку [19]. 
Изменение экспрессии генов при деформации ядра 
и нарушения работы LINC-комплекса лежат в ос-
нове многих заболеваний, связанных с дефектами 
строения ядерной оболочки [20]. В  этом обзоре 
рассмотрено участие молекул актина и миозинов 
в процессах, связанных с транскрипцией, динами-
кой хроматина, репарацией ДНК, ответом на ме-
ханические стимулы, клеточным циклом, а также 
приведены некоторые данные о роли актина и ми-
озинов ядра в опухолевой трансформации (табл. 1).

ЯДЕРНО-ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКИЙ 
ТРАНСПОРТ АКТИНА И МИОЗИНОВ

Пул мономеров актина находится в  динами-
ческом равновесии между ядром и  цитоплаз-
мой. В  классической модели ядерно-цитоплаз-
матического транспорта, зависящего от градиен-
та GTP/GDP и GTPазы Ran, импорт мономеров 

F-актинG-актин

Миозин 1С Миозин VI

Репарация

Эпигенетическая
регуляция

Архитектура
генома

Опухолевая
трансформация

Онтогенез

Транскрипция

C
CGAATT

AATTC

Рис. 1. Роль актина и миозинов в ядре клетки. В качестве примера молекул ядерных миозинов приведены молекулы 
миозинов IС и VI, основная изоформа актина в ядре – β-актин.
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актина в ядро происходит в основном с помощью 
импортина 9, а экспорт с помощью экспортина 6 
[3, 21, 22].

Для того, чтобы попасть в ядро, актин связы-
вается с кофилином, так как у самого актина нет 
сигнала ядерной локализации [23, 24]. Много-
численные белки, способные взаимодействовать 
с кофилином, определяют его способность связы-
ваться с актином и скорость поступления актина 
в ядро [25].

Недавно было показано, что за импорт актина 
отвечают одновременно несколько импортинов 
(Ipo9, Cadmus, Moleskin, RanBP11, Tnpo, Tnpo-SR) 
и для существенного уменьшения концентрации 
ядерного актина, которая влияет на жизнеспособ-
ность развивающихся личинок дрозофилы, необ-
ходимо одновременно вставить в молекулы акти-
на эффективный сигнал ядерного экспорта (NES) 
и выключить экспрессию хотя бы одного импорти-
на (Ipo9 или RanBP9) [26]. Повышенная концен-
трация актина в ядре, как правило, ассоциирована 
с высоким уровнем транскрипции [27]. Более того, 
в  прямых экспериментах показано, что β-актин 
является эффективным регулятором своей транс-
крипции в ответ на стимуляцию сывороткой [28].

Экспорт актина из ядра также контролируется 
несколькими механизмами. Несмотря на то, что 
в  аминокислотной последовательности актина 
есть сигнал NES, для эффективного экспорта ак-
тина требуется формирование комплекса с  про-
филином [22]. Другой важный регулятор ядерного 

актина  – белок RASSF1A (изоформа A белков 
семейства 1 c Ras-ассоциированным доменом) 
[29], опухолевый супрессор, который локализует-
ся в  ядерной оболочке и  необходим для экспор-
та ядерного актина в комплексе с экспортином 6 
и профилином. Экспрессия RASSF1A снижается 
во многих солидных опухолях, что коррелирует 
с увеличением концентрации ядерного β-актина 
и замедлением транскрипции MRTF/SRF [29].

В целом концентрация актина в ядре во много 
раз меньше, чем в цитоплазме [3, 22, 30, 31], а его 
полимеризация в ядре напрямую зависит от актин-
связывающих белков [31].

Механизмы импорта молекулы миозина в ядро 
зависят от ее класса. Наиболее хорошо изучены ме-
ханизмы ядерно-цитоплазматического транспорта 
миозина 1С. Миозин 1С имеет общую для всех 
своих изоформ NLS-последовательность в “шей-
ке” (второй мотив IQ). В каноническом ядерном 
транспорте миозина 1С предположительно уча-
ствуют импортины 5, 7 и β1, однако большая часть 
транспорта этого белка не зависит от GTPазы Ran 
и происходит неканоническим путем [32]. Важней-
шую роль в регуляции внутриклеточной локализа-
ции миозина 1С играет кальций, повышение кон-
центрации которого приводит к активации импор-
та миозина 1С в ядро [33]. При этом кальмодулин, 
с которым шейка миозина связывается при низкой 
концентрации ионов кальция [34], ингибирует 
ядерный транспорт белка [32]. Авторы предполага-
ют, что повышение концентрации [Ca2+] вызывает 
диссоциацию кальмодулина от шейки миозина 1С, 
не только повышая АТРазную активность белка 
и ингибируя его подвижность [32], но и стимули-
руя транспорт данного белка в ядро, вероятно, за 
счет экспозиции NLS, необходимого для связыва-
ния с импортинами. Поскольку кальмодулин ме-
няет моторную активность миозина 1С [35] и сам 
импортируется в ядро по облегченному пути [36], 
изучение роли [Ca2+] в регуляции внутриядерных 
миозинов представляется крайне перспективным 
направлением.

Миозин 1С связывается с  мембраной через 
РН-домен (pleckstrin homology domain), т. е. явля-
ется периферийным мембранным белком. Свя-
зывание с мембраной регулируется через фосфа-
тидилинозит‑4,5-бифосфат [37]. Предполагается, 
что эта форма миозина использует для импорта 
неканонический путь через области слияния эн-
доплазматического ретикулума с ядерной оболоч-
кой, характерный для белков внутренней ядерной 
мембраны [38], а мутации в NLS приводят к нару-
шению ядерного импорта не через ядерные поры, 
а в результате нарушения взаимодействия с фос-
фолипидами мембран. Наконец, с использовани-
ем точечных замен аминокислот показано, что им-
порт миозина 1С в ядро действительно зависит ис-
ключительно от его связывания с фосфоинозитом, 

Таблица 1. Основные функции актина и  миозинов 
в ядре

Функция Полимер/мономер; 
изоформа Ссылка

Взаимодействие 
с РНК-
полимеразами

Изоформа В миозина 
1С, миозин VI/

мономеры β-актина, 
возможные олигомеры 

β-актина

[1]
[9]

[44–48]

Организация 
подвижности 
ядерных доменов

Изоформа В миозина 
1С/возможные 

полимеры β-актина
[49–52]

Эпигенетическая 
регуляция 
экспрессии генов

Полимеры β-актина/
изоформа В миозина 

1С
[53]
[54]

Репарация ДНК
Полимеры β-актина/
миозин V, миозин 1С, 

миозин 1А

[12]
[55]
[56]

Регуляция 
клеточного цикла

Полимеры β-актина /
изоформа В миозина 

1С

[10]
[57]
[58]

Участие 
в опухолевой 
трансформации

Миозин 1С, миозин V, 
миозин Х [59–62]
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а NLS только облегчает данное взаимодействие, но 
сам по себе импорт не обеспечивает [39].

Анализируя динамику восстановления флуо-
ресценции меченых белков после фотообесцвечи-
вания (FRAP), удалось показать, что импорт ми-
озина протекает медленнее, чем импорт актина, 
который зависит от кофилина и импортинов [39]. 
Учитывая, что активный транспорт нечувствителен 
к молекулярной массе переносимых белков, разни-
ца в скорости может быть объяснена различными 
механизмами внутриядерного импорта. Кроме того, 
используя метод FLIP, те же авторы показали, что, 
хотя миозин 1С постоянно экспортируется из ядра, 
существует иммобилизованная на хроматине ядер-
ная фракция (до 50% молекул), которая не выходит 
в цитоплазму.

Миозины VI и  XVI, по-видимому, транспор-
тируются в  ядро по каноническому механизму 
с использованием NLS. Описано несколько воз-
можных NLS, локализованных в разных доменах 
миозина VI. Одна из таких последовательностей 
находится в IQ-мотиве, что позволяет предполо-
жить Ca2+-зависимый механизм транспорта этого 
миозина [40]. Накопление миозина VI происходит 
в ядре в ответ на стимуляцию ионами калия (К+) 
в клетках феохромоцитомы [40] или стимуляцию 
сывороткой в клетках HeLa [41]. Для транспорта 
миозина VI в ядра клеток нейронов необходимо 
формирование его комплекса с регуляторным бел-
ком мускелином и транспорт в околоядерную об-
ласть по микротрубочкам динеином (минус-кон-
цевой мотор) [42]. Миозин XVI содержит NLS 
в хвостовом домене, транспортируется в ядро по 
классическому Ran-зависимому механизму и коло-
кализуется в ядре с актином и кофилином [43]. Ме-
ханизмы ядерно-цитоплазматического транспорта 
остальных миозинов изучены далеко не полностью.

АКТИН И МИОЗИНЫ В ЯДРЕ

В целом, в ядре находится около 20% всего кле-
точного актина, причем фракции ядерного и цито-
плазматического актина находятся в динамическом 
равновесии.

Объем фракции ядерного актина напрямую 
связан со скоростью транскрипции [3, 22]. Со-
отношение ядерного и  цитоплазматического ак-
тина контролируется с  помощью сенсора моно-
мерного актина MRTF-A (также известного как 
MKL1, или MAL) [63]. В обычном состоянии эта 
молекула в цитоплазме связана с мономером ак-
тина, который экранирует ее NLS и  запрещает 
вход в ядро [64]. При стимуляции клеток сыворот-
кой или при создании механического натяжения, 
стимулирующего полимеризацию актина в  ци-
топлазме, количество мономерного актина в ци-
топлазме снижается, что приводит к  появлению 
свободных молекул MRTF-A [65]. Не связанные 

с  мономерным актином молекулы MRTF-A на-
капливаются в ядре, где связываются с фактором 
транскрипции SRF и  запускают транскрипцию 
MRTF/SRF-зависимых генов раннего ответа, свя-
занных с  перестройками цитоскелета [66]. С  ис-
пользованием полногеномного анализа показано, 
что клетки млекопитающих содержат примерно 
3100 районов связывания SRF, который запускает 
транскрипцию 960 генов раннего ответа [67]. К та-
ким генам относятся в том числе гены, кодирую-
щие различные изоформы актина.

Мономерный актин в  ядре входит в  состав 
ДНК-ремоделирующих комплексов, таких как 
PBAF [68, 69], INO80 [70] и SWR1 [71]. Внутрия-
дерный актин необходим для транскрипции и про-
цессинга мРНК [72] и,  наряду с  семейством ак-
тин-подобных белков (actin-related proteins – ARF), 
участвует в  посттрансляционной модификации 
гистонов [73, 74]. Нокаут β-актина в  фибробла-
стах мыши приводит к  увеличению доли триме-
тилированных гистонов Н3 (варианты Н3К9Ме3 
и Н3К4Ме3), их перераспределению от ядерной 
оболочки внутрь ядра, а также к общему увеличе-
нию размеров ядра [75].

Довольно долго считалось, что актин присут-
ствует в ядре только в форме мономеров, либо име-
ет специфическую конформацию, либо полимери-
зуется только в особых условиях [31, 76]. Использо-
вание новых зондов позволило показать, что актин 
действительно способен полимеризоваться в ядре. 
С помощью зонда на основе известного актинсвя-
зывающего белка утрофина UTR230-EN обнаруже-
ны короткие полимеры актина, которые располага-
лись в обедненных хроматином участках ядра [11]. 
Использование пептидного зонда (Nuclear-targeted 
LifeAct) и наноантител к ядерному актину позволи-
ло показать, что кратковременная полимеризация 
актина в ядре происходит в ответ на стимуляцию 
клеток сывороткой [53] и  при связывании инте-
гринов в процессе клеточного распластывания [77]. 
В обоих случаях полимеризация актина происхо-
дит с участием форминов mDia1/2 и требует уча-
стия MRTF-A, который, в свою очередь, регули-
рует активность фактора транскрипции SRF [63]. 
Для полимеризации актина в ядре в процессе кле-
точного распластывания также необходима актива-
ция LINC-комплекса и компонентов ядерной ла-
мины, т. е. в этом случае процесс полимеризации 
ядерного актина является последним компонентом 
каскада механотрансдукции, запускаемого фокаль-
ными контактами в ответ на растяжение клетки 
на субстрате. Интересно, что кратковременную 
полимеризацию ядерного актина в виде длинных 
нитей без увеличения его концентрации в нукле-
оплазме можно наблюдать в ранней G1-фазе кле-
точного цикла, что, по-видимому, необходимо для 
деконденсации хроматина после митоза [10], либо 
для возможного участия актиновых филаментов 
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в начальных этапах подготовки к репликации ДНК 
[57]. До сих пор остается неясным, взаимодей-
ствуют ли мономеры или полимеры актина в ядре 
с миозинами.

ТРАНСКРИПЦИЯ

Актин может взаимодействовать со всеми тре-
мя РНК-полимеразами эукариот, и  это взаимо-
действие происходит с участием консервативных 
субъединиц Rbp6 и Rbp8 [78]. Актин активирует 
РНК-полимеразы, поддерживая базовый уровень 
транскрипции [79], а также необходим для работы 
РНК-полимеразы II на различных этапах транс-
крипции [44, 46, 72, 80, 81]. Прямое связывание 
актина с комплексами РНК-полимераз показано 
в большом числе работ [9, 44–46, 82]. Интересно, 
что в случае РНК-полимеразы II актин может свя-
зываться как с активным, так и с неактивным ва-
риантом комплекса [44, 46].

Внутриядерный актин связывается с РНК-по-
лимеразами не напрямую, а  через опосредую-
щие факторы [83], что позволяет поддерживать 
его эффективную концентрацию на относитель-
но низком уровне. Предполагается, что для акти-
вации транскрипции необходимо взаимодействие 
немышечного миозина 1С с актином в комплек-
се с Р НК-полимеразой II [84]. Синтез β-актина 
в ответ на внеклеточные стимулы также является 
ключевым звеном в сборке и регуляции комплек-
са транскрипционных факторов. Используя ме-
тод селективной деполимеризации актина в ядре 
(не способная к полимеризации доминантно ак-
тивная мутантная форма актина G13 была сцепле-
на с NLS и сверхэкспрессирована), показали, что 
ядерный актин необходим для быстрого формиро-
вания короткоживущих кластеров РНК-полимера-
зы II, которые обеспечивают взрывообразную ак-
тивацию транскрипции [79].

По-видимому, функция олигомеров актина так-
же связана со сборкой и разборкой РНП в сайтах 
трансляции [47]. В пользу этой гипотезы говорят 
данные масс-спектрометрии, согласно которым ак-
тин динамически связывается с белками, участву-
ющими в процессах преинициации и элонгации, 
а также в процессинге пре-мРНК [85].

На сегодняшний день остается неясным, уча-
ствует ли актин в процессах транскрипции в ка-
честве мономера, или для этого необходима его 
полимеризация. В клетках со сниженным количе-
ством ядерного актина снижается скорость транс-
крипции, и ее можно восстановить не только с по-
мощью актина дикого типа, но также с помощью 
мутантного актина-R62D, который не может по-
лимеризоваться [86]. Этот результат противоре-
чит экспериментам на клетках MEF с  нокаутом 
β-актина, которые показали, что актин-R62D 
не восстанавливает синтез рРНК, в  отличие от 

актина дикого типа [87]. Интересно, что с процес-
сами транскрипции связаны такие регуляторные 
белки, контролирующие полимеризацию акти-
на, как Arp2/3 [88] и его активаторы N-WASP [89], 
WAVE1 [90] и WASH [91]. Помимо актина, на всех 
этапах транскрипции необходимы ядерные мио-
зины, в частности миозин IС и миозин VI. Мио-
зин IC входит в состав комплексов со всеми тре-
мя РНК-полимеразами [44], тогда как миозин VI 
взаимодействует только с РНК-полимеразой II [1]. 
Миозин IС также входит в состав хроматин-ремо-
делирующего комплекса SNF2h/WSTF, который 
участвует в перемещении нуклеосом, необходимом 
для начала транскрипции РНК-полимеразой I [92] 
и РНК-полимеразой II [93]. Кроме того, миозин 
1С участвует в связывании гистон-ацетилтрансфе-
разы PCAF и метилтрансферазы Set1/Ash2, кото-
рые поддерживают ацетилирование H3K9a и три-
метилирование H3K4, необходимые для активной 
транскрипции [93].

Миозин VI вместе с кофактором NDP52 входит 
в состав комплексов с РНК-полимеразой II и уча-
ствует в транскрипции мРНК [94, 95]. При инги-
бировании миозина VI в системе in vitro и  in vivo 
уровень транскрипции ряда генов падает в 4 раза 
и более [96]. В качестве примера специфической 
функции миозина VI можно привести его работу 
в клетках TH1, где он опосредует переход комплек-
са РНК-полимеразы II от паузы к элонгации через 
повторную стимуляцию экспрессии TNF [97]. Не-
давно Gupta и соавт. [48] показали, что миозин VI 
в ядре действует как молекулярный якорь, который 
удерживает РНК-полимеразу II в области активной 
транскрипции, а инактивация или подавление экс-
прессии миозина VI приводят к изменению лока-
лизации РНК-полимеразы II и общей перестройке 
хроматина. Эти данные позволяют предположить, 
что миозин VI начинает работать при смене про-
филя экспрессии генов, что косвенно подтвержда-
ется сверхэкспрессией этого белка в некоторых ти-
пах опухолей, где он запускает экспрессию опухо-
леспецифичных генов [98, 99].

Учитывая, что миозины IС и VI связываются 
с комплексами РНК-полимеразы II, возникает во-
прос, являются ли эти белки комплементарными 
или конкурирующими. В  экспериментах по из-
менению уровня экспрессии миозинов с ядерной 
локализацией показано, что нокдаун миозина IС 
не влияет на скорость транскрипции в  клетках 
U2OS [94]. Нокдаун миозина VI также не останав-
ливает полностью транскрипцию [100], что позво-
ляет предположить как минимум частичную вза-
имозаменяемость миозинов на различных этапах 
процесса транскрипции.
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ДИНАМИКА ХРОМАТИНА

Хроматин в ядре постоянно перемещается на 
короткие (менее 0.2 мкм) и, реже, длинные (более 
0.5 мкм) расстояния [16]. Большие перемещения 
хроматина связаны с его глобальной реорганиза-
цией при дифференцировке клеток, а также пред-
шествуют репарации ДНК [101, 102]. Кроме непо-
средственного участия в регуляции транскрипции, 
актиновые филаменты и молекулы миозинов также 
поддерживают общую архитектуру генома, пере-
двигая участки хроматина и даже целые хромосомы 
на расстояния до нескольких микрон. В качестве 
примеров можно привести миграцию хромосом 
от периферии к центру ядра при активации транс-
крипции на их участках [52]; передвижение локу-
са U2 мяРНК к тельцам Кахаля [49], перемещение 
белка Нsp70 к ядерным спеклам при индукции те-
плового шока [51] и релокализацию хромосом при 
сывороточном голодании [50]. В экспериментах 
по иммунопреципитации и  глубокому секвени-
рованию показано, что сайты связывания актина 
разбросаны по всему геному человека и дрозофи-
лы [87, 103].

Необходимость полимеризации ядерного акти-
на для перемещения хроматина на большие рас-
стояния подтверждается рядом экспериментов 
с  использованием ингибиторов полимеризации 
актина  [52], а  также экспрессией неспособных 
к  полимеризации мутантных форм данного бел-
ка [49, 51, 52, 66].

Известно также, что в  фибробластах с  нокау-
том β-актина нарушается общая архитектура гете-
рохроматина, уменьшается размер ядра и меняет-
ся профиль экспрессии генов [75]. В более поздних 
работах прямо показано участие актина и миози-
на 1С в передвижении хромосом в интерфазном 
ядре. Так, в  клетках S. cerevisiae при активации 
транскрипции локус INO1 перемещается от центра 
ядра к периферии за счет направленного движе-
ния на относительно большие расстояния (свыше 
500 нм). Это движение зависит от хроматин-ремо-
делирующих белков INO80 и SWR, а также от бел-
ков, запускающих полимеризацию актина, таких 
как гомолог формина Bnr1, которые, вероятно, не-
обходимы для создания пула коротких актиновых 
филаментов в ядре [16].

РЕПАРАЦИЯ ДНК

Репарация повреждений ДНК – еще один про-
цесс, в котором участвуют актин и миозины ядра. 
В частности, они обеспечивают перемещение хро-
мосом на относительно большие расстояния для 
формирования “репарационных фабрик” [101, 103].

Первые доказательства потенциального уча-
стия F-актина в  репарации двухцепочечных раз-
рывов ДНК были получены в экспериментах по 

соосаждению ядерных экстрактов с очищенным 
полимерным актином, в которых обнаружили свя-
зывание с актином белков репарации ДНК, вклю-
чая Ku80, Mre11 и Rad51 [104, 105].

На клетках дрозофилы удалось показать, что 
полимеризация ядерного актина происходит при 
индукции двухцепочечных разрывов ДНК. В этом 
случае хроматин с индуцированными разрывами 
направленно передвигается к сайтам репарации, 
и это движение происходит по сети актиновых фи-
ламентов, которые собираются с помощью Arp2/3 
в районе репарационных комплексов [56]. Мото-
рами, перемещающими хроматин, служат ядерные 
миозины 1A, 1B и миозин V вместе со своим акти-
ватором Unc45, который приходит в сайты репа-
рации с помощью белка структурной поддержки 
хромосом Smc5/6 [56].

В клетках млекопитающих картина участия ак-
тина в процессах репарации ДНК выглядит значи-
тельно сложнее. Если двойные разрывы возникают 
в активно транскрибируемых генах, то они сначала 
собираются в кластеры и лишь затем происходит 
репарация по механизму гомологичной реком-
бинации (HDR). Этот процесс происходит преи-
мущественно в фазе G1 и зависит от активности 
комплекса MRN, формина 2 (FMN2) и комплекса 
LINC [55]. При возникновении разрывов в фазе 
G2 активируется Arp2/3-зависимый процесс по-
лимеризации актина, который способствует пе-
ремещению поврежденной ДНК в кластеры, что 
также обеспечивает их репарацию по механизму 
HDR вместо более распространенного механизма 
негомологичного соединения концов ДНК (non-
homologous end joining – NHEJ) [106].

Индукция двухцепочечных разрывов ДНК цис-
платином приводит к  сверхэкспрессии миозина 
1С и его связыванию с хроматином, а нокдаун всех 
трех изоформ миозина 1С останавливает переме-
щения хромосом [107]. Миозин 1С также работает 
как мотор при репарации двухцепочечных разры-
вов по механизму HDR, когда гомологичным хро-
мосомам необходимо вступить в контакт, чтобы 
создать матрицу для репарации [108].

Таким образом, внутриядерные актин и  мио-
зины играют важную роль в  индукции механиз-
ма HDR для репарации двухцепочечных разрывов 
ДНК, подавляя NHEJ, что обеспечивает большую 
точность процесса репарации.

ОПУХОЛЕВАЯ ТРАНСФОРМАЦИЯ
Известно, что в  некоторых видах опухолей 

наблюдается сверхэкспрессия ядерных миози-
нов [109]. Основной моделью, в  которой описа-
на сверхэкспрессия ядерных миозинов, являются 
клетки рака предстательной железы, характеризую-
щиеся сверхэкспрессией как миозина VI, так и изо-
формы А миозина 1С. Внутриядерный миозин VI 
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в клетках рака предстательной железы контроли-
рует экспрессию рецептора андрогенов [110]. Нок-
даун миозина VI приводит к  снижению уровня 
экспрессии ряда андрогензависимых генов. Такая 
же картина характерна для клеток рака молочной 
железы, в которых нокдаун гена MYOVI приводит 
к снижению уровня экспрессии генов, зависимых 
от рецептора эстрогенов [94].

Изоформа А  миозина 1С, тканеспецифичная 
в отличие от двух других изоформ этого белка, экс-
прессируется в нормальной ткани почек, надпо-
чечников, поджелудочной железы и яичников [111]. 
Анализ экспрессии изоформы А в клеточных ли-
ниях рака предстательной железы, проведенный 
в  нашей лаборатории, показал, что повышение 
уровня экспрессии мРНК данной изоформы мож-
но детектировать даже при соотношении нормаль-
ных и опухолевых клеток предстательной железы 
1: 1000, что позволяет использовать ее в качестве 
маркера рака предстательной железы даже в образ-
цах с малым количеством клеток или в образцах 
с большим количеством стромального компонен-
та [102]. Также нами показано повышение уровня 
экспрессии изоформы А в клинических образцах 
рака предстательной железы, что позволяет досто-
верно отличить не только опухолевый процесс от 
реактивной доброкачественной гиперплазии пред-
стательной железы, но и различить стадии опухоли, 
что открывает новые перспективы в использова-
нии данной изоформы в качестве диагностическо-
го и прогностического маркера [59]. В онкогенезе 
принимают участие и  другие ядерные миозины. 
Так, сверхэкспрессия миозина V (MYO5A) показа-
на при колоректальном раке [60], а сверхэкспрес-
сия миозина Х характерна для клеток рака молоч-
ной железы [61, 62].

С  другой стороны, ядерные миозины мо-
гут, напротив, действовать как супрессоры опу-
холевых процессов, например миозин XVIII при 
колоректальном раке [112], а  также немышеч-
ный миозин IIA в  различных плоскоклеточных 
карциномах [113].

Процессы, происходящие внутри ядра, также 
зависят от его морфологии и  положения в  клет-
ке. В качестве примера такой зависимости можно 
привести деление эпителиальных клеток, которое 
может произойти только после транслокации ядра 
к апикальной поверхности клетки, а также различ-
ные процессы дифференцировки, в которых изме-
нение профиля экспрессии генов происходит в от-
вет на изменение морфологии ядра. Морфология 
и положение ядра в клетке также зависит от акти-
новых филаментов, которые образуют особые око-
лоядерные структуры – перинуклеарную шапочку 
и TAN-линии.

МОРФОЛОГИЯ ОКОЛОЯДЕРНОГО АКТИНА

Специальная сеть актиновых филаментов во-
круг ядра организована в  структуры, которые 
связывают цитоскелет в цитоплазме и хроматин 
в ядре. Первой такой структурой являются транс-
мембранные ассоциированные с  актином нити 
(transmembrane actin-associated nuclear lines, TAN 
lines). Они представляют собой тонкие несократи-
мые актиновые нити вокруг ядра, которые связаны 
с внутренней ядерной мембраной через LINC-ком-
плекс. TAN-нити взаимодействуют со многи-
ми белками, включая торзин А,  эмерин, Samp1, 
SUN1, ламины, LAP1, фасцин и белки ядерных 
пор [114–117]. Торзин A и LAP1 связывают лами-
ны, SUN1 и несприн‑2G со стороны ядра, тогда 
как FHOD1 и фасцин локализуются на цитоплаз-
матической стороне ядерной оболочки и работают 
как адапторы для связывания несприна‑2G с акти-
ном [115, 118].

Вторая структура, которая формирует околоя-
дерный актин, – перинуклеарная актиновая ша-
почка (perinuclear actin cap). Актиновая шапочка 
отличается от TAN-нитей присутствием фосфори-
лированного миозина и способностью к сокраще-
нию. В фибробластах и эндотелиальных клетках ак-
тиновые нити перинуклеарной актиновой шапочки 
вытягиваются вдоль длинной оси клетки и ориен-
тируют ядро в  направлении ее миграции. Такие 
филаменты связаны с ядерной оболочкой через не-
сприн‑2 и на каждом конце связаны с фокальными 
контактами [119–121]. Перинуклеарную актиновую 
шапочку можно увидеть и в 3D культуре, например, 
в клетках эпителия молочной железы, где ядра име-
ют глубокие инвагинации в местах прикрепления 
актиновых филаментов к ядерной оболочке [122]. 
Для организации перинуклеарной актиновой ша-
почки необходимо скоординированное взаимодей-
ствие множества белков, ключевые из которых фи-
ламин А и рефилин В [123]. Ось “филамины–ре-
филины” особенно важна для передачи сигналов 
об изменении формы клетки в процессе формиро-
вания скелетных тканей [124]. Для формирования 
актиновой шапочки, по-видимому, также необхо-
димо взаимодействие ее адапторных белков с бел-
ками ядерной ламины, так как клетки с нокаутом 
ламина А/С не образуют актиновой шапочки [121]. 
По-видимому, перинуклеарная актиновая шапоч-
ка играет ключевую роль в каскадах механохими-
ческого сопряжения. Остается непонятным, явля-
ются ли TAN-линии и перинуклеарная актиновая 
шапочка производными одной и той же структуры 
и имеют ли они общие регуляторные белки.
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ОКОЛОЯДЕРНЫЕ АКТИНОВЫЕ СТРУКТУРЫ 
УЧАСТВУЮТ В ОПРЕДЕЛЕНИИ ФОРМЫ 

И ПОЛОЖЕНИЯ КЛЕТОЧНОГО ЯДРА
В процессе миграции внутри организма клеткам 

часто приходится менять свою форму, в частности 
вытягиваться и сжиматься. Классическим приме-
ром клеток, вынужденных мигрировать в  узком 
пространстве, служат нейтрофилы, проползаю-
щие через эндотелиальные и  эпителиальные ба-
рьеры, и опухолевые клетки в процессе метаста-
зирования. Если клетке необходимо мигрировать 
в узком канале, то ее ядро должно быть деформи-
ровано. Существуют два механизма проталкивания 
ядра. В LINC-зависимом механизме фибробласты 
сжимают свое ядро с помощью актомиозинового 
сокращения на переднем крае клетки, проталки-
вая его через узкое место. В этом случае несприн‑2 
накапливается перед ядром и координирует фор-
мирование бочонкоподобной структуры из акти-
новых филаментов, которые сжимают ядро и про-
талкивают его [125]. В случае LINC-независимого 
механизма происходит актомиозиновое сокраще-
ние на заднем крае клетки, в результате чего ядро 
также выталкивается вперед, однако в этом случае 
не наблюдается сокращение актиновых структур 
вокруг ядра [126].

Если к  клетке приложить локальное усилие 
в виде растяжения или сдвига, то в ответ можно 
увидеть очень быструю реорганизацию околоядер-
ного актина, формирующего кольцо. Этот процесс, 
описанный как минимум в эпителиальных клетках, 
зависит от белка Inf2 (inverted formin2) и называ-
ется CAAR (calcium-mediated actin reset) [127, 128]. 
Его можно запустить через выход ионов кальция 
из эндоплазматического ретикулума в цитоплазму 
по Piezo1-зависимому механизму [128]. В клетках 
эндотелия перестройка актина вокруг ядра зави-
сит от эмерина и  начинается с  передислокации 
этого белка с  внутренней ядерной мембраны на 
внешнюю  [129]. Такой клеточный ответ приво-
дит к  уменьшению количества гетерохроматина 
и быстрому снижению жесткости ядра, что можно 
рассматривать как способ защиты генома от ме-
ханических повреждений [128]. С другой стороны, 
быстрое циклическое растяжение-сжатие мезен-
химальных стволовых клеток, напротив, приводит 
к  разобщению ядра и  цитоплазматического ци-
тоскелета через подавление транскрипции и фос-
форилирование SUN2  – ключевого компонента 
комплекса LINC [130]. До сих пор сложно собрать 
в  единую картину процессы, которые происхо-
дят в самом ядре в ответ на механическое растя-
жение/сжатие, однако понятно, что большинство 
из них связано с перестройкой актомиозиновых 
комплексов.

Еще одна важная функция сети актиновых 
филаментов – определение правильного поло-
жения ядра клетки в  соответствии с  текущим 

физиологическим состоянием. Яркий пример 
этой функции – перемещение ядер в клетках псев-
домногослойного эпителия, где митоз возможен, 
только если ядро с помощью стресс-фибрилл пе-
реходит из базальной части клетки в апикальную. 
Еще один пример клеток, в которых положение 
ядра зависит от актомиозинового сокращения, – 
фоторецепторы сетчатки и клетки заднего мозга 
Danio rerio [131, 132]. Движение ядра в клетках за-
днего мозга зависит от активации RhoA-ROCK-ки-
назного каскада, тогда как в сетчатке ведущую роль 
играет нуклеация актиновых филаментов с помо-
щью формин-подобного белка 3 (formin-like protein 
3) [133, 134]. В обоих случаях сеть полимеризую-
щихся актиновых филаментов выталкивает ядро 
к апикальной поверхности клетки. По сходному 
механизму происходит движение ядра в клетках 
зачатка крыла у дрозофилы, где белки Diaphanos 
(ортолог белка mDia) и ROK (активатор миозина) 
принимают участие в  выталкивании ядра к  апи-
кальной поверхности [135]. Осцилляция ядер меж-
ду апикальной и  базальной поверхностью клет-
ки описана также на модели фотоцитов сетчатки 
мыши [136]. Таким образом, в клетках многоряд-
ного эпителия разных организмов движение ядра 
к апикальной поверхности происходит за счет ак-
томиозинового сокращения и полимеризации ак-
тиновых филаментов с участием форминов.

В многоядерных мышечных клетках в процессе 
формирования миофибриллы происходит переме-
щение ядер от центра клетки к периферии. В этом 
случае актиновые филаменты стимулируют образо-
вание сшивок из десмина, которые стягивают мио-
фибриллы и помогают выталкивать ядра к перифе-
рии клетки [137, 138]. В клетках-няньках растущего 
ооцита Drosophila melanogaster актиновые стресс-фи-
бриллы связываются со структурами перинуклеар-
ного актина и c помощью белка Cheerio (ортолог 
филамина А) фиксируют ядро, не давая ему пере-
крывать кольцевые каналы, питающие ооцит [139].

Позиционирование ядра в клетках является ак-
тивным процессом, который регулируется через 
систему микротрубочек и микрофиламентов. Для 
связи ядерной оболочки с  микротрубочками ис-
пользуется динеин, а с микрофиламентами – ком-
плекс LINС, в состав которого входят белки SUN 
(или их ортологи), связанные с внутренней ядер-
ной мембраной и KASH, связанные с наружной 
ядерной мембраной [140].

В  распластанных на субстрате фибробластах 
перемещение ядра сопряжено с ретроградным то-
ком актина и  смещение ядра назад достигается 
через стимуляцию актомиозинового сокращения 
с помощью cdc42/MRCK. Интересно, что в про-
цессе взаимной реориентации ядра и центросомы 
последняя должна оставаться малоподвижной, за 
что отвечает система микротрубочек [141]. Про-
цесс перемещения ядра начинается с натяжения 
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трансмембранных актинсвязанных нитей (TAN), 
которые обеспечивают ретроградное смещение 
ядра [114–117]. Таким образом, предложена схема, 
согласно которой компоненты TAN-line комплекса 
фибробластов вместе с белком внутренней ядерной 
мембраны SUN2 отвечают за движение ядра назад, 
тогда как движение ядра вперед по направлению 
движения клетки зависит от работы микротрубоч-
ковых моторов и белка SUN1 [141]. В обоих слу-
чаях центральным адапторным элементом для свя-
зи цитоскелета с внутренней ядерной мембраной 
(с белками SUN) служит белок несприн‑2G.

ПРОБЛЕМЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ

За последние 20 лет исследование актина и ми-
озинов в клеточном ядре, их локализации и функ-
ций в нормальных и опухолевых клетках получило 
активное развитие. Резюмируя достижения в этой 
области, следует сказать, что функции молекул ак-
тина и миозина в ядре, по-видимому, совершен-
но отличны от функций этих белков в цитоплазме 
и часто не связаны с механической работой. Боль-
шой интерес представляет вопрос о необходимо-
сти взаимодействия актиновых филаментов и ми-
озиновых моторов для выполнения специфиче-
ских ядерных функций. До сих пор не существует 
прямых наблюдений, доказывающих присутствие 
в ядре актомиозиновых комплексов, аналогичных 
комплексам, которые формируются в цитоплазме. 
Остается неясным, могут ли молекулы миозинов 
выполнять специфические функции в транскрип-
ции и движении хромосом без участия полимер-
ного и мономерного актина, и могут ли миозины 
в ядре работать как сигнальные молекулы.

Еще одну проблему, которую предстоит решить, 
представляет поиск новых методов выяснения 
функций ядерных миозинов. В этом случае мето-
ды генетического нокдауна и нокаута не позволяют 
получить определенные результаты, так как разные 
формы миозинов в ядре компенсируют друг дру-
га, по крайней мере частично. Кроме того, пока не 
удалось провести нокдаун/нокаут или ингибиро-
вание молекул миозина только в ядре, не затронув 
цитоплазматическую фракцию белка.

Мутации, связанные с нарушением структуры 
и функций внутриядерного актина/миозинов, ле-
жат в основе некоторых наследственных миопатий 
и нейропатий. В частности, появление длинных 
нитевидных филаментов в ядре показано при не-
малиновой миопатии [142] и болезни Хантингтона, 
где аномальная экспрессия хантингтина, по-види-
мому, стабилизирует такие филаменты [143]. Кро-
ме того, описано появление стабильных актино-
вых филаментов в ядре стареющих нейронов [144]. 
Непонятно, связано ли появление таких струк-
тур с  причиной заболеваний, или скорее это их 
следствие, однако и в этом случае очевидно, что 

функции актиновых филаментов в ядре не связа-
ны с сократимостью клеток, но имеют отношение 
к транскрипции и динамике хроматина. Таким об-
разом, изучение механизмов формирования ак-
тиновых филаментов и их роли в клетке поможет 
пролить свет на патогенез многих заболеваний.

Поэтому наиболее перспективным направлени-
ем изучения функций актина и миозина остается 
детальный анализ динамического равновесия этих 
белков между ядром и цитоплазмой в нормальных 
и патологических процессах.
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WHAT ACTIN AND MYOSIN DO IN THE NUCLEUS:  
NEW FUNCTIONS OF THE WELL-KNOWN PROTEINS
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The functions of actin and its motor proteins myosins in the cytoplasm have been the subject of research 
for more than 100 years, but the existence and function of these proteins in the nucleus has been a matter 
of debate until recently. Recent data has clarified the role of actin and myosin molecules in controlling the 
dynamics of processes in the cell nucleus, chromatin organization and genome integrity. New microscopy 
techniques and the use of modified actin-binding probes have made it possible for the first time to directly 
visualize the polymerization of actin filaments in the nucleus of living cells. Here we discuss the processes 
that control the dynamic balance of actin and myosins between the nucleus and the cytoplasm, as well as 
the role of these proteins in the regulation of transcription, DNA repair, chromatin reorganization, tumor 
transformation and cell differentiation.
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ВВЕДЕНИЕ

Онкологические заболевания остаются одной  
из главных проблем мирового здравоохранения, 
занимая второе место по смертности в развитых 
странах [1]. Трудность эффективного лечения этих 
заболеваний в  значительной степени обусловле-
на гетерогенностью опухолей. Опухоли одного 
и того же гистологического типа могут иметь от-
личия у разных пациентов (межиндивидуальная 
гетерогенность), обусловленные главным образом 
особенностями генетического ландшафта и  му-
тациями в  раковых клетках [2]. Эта общая гете-
рогенность усиливается внутриопухолевой гете-
рогенностью, вызванной изменчивостью клеток 
внутри опухоли и характерной для большинства 
типов опухолей. Причиной таких различий могут 
быть вариации генома, транскриптома, протеома 
и эпигенома [3]. В целом разнообразие опухолей 
проявляется в активации разных сигнальных путей, 
в разной способности к миграции, инвазии, мета-
стазированию и, что особенно важно, в чувстви-
тельности или резистентности к терапевтическим 
воздействиям [4]. Поэтому за последние десятиле-
тия проведены как in vitro, так и in vivo исследова-
ния различных типов опухолей, направленные на 
стимуляцию разработки новых более эффективных  

терапевтических средств. Основное преимущество 
использования живых организмов перед моделями 
in vitro заключается в прямом взаимодействии опу-
холевых клеток и хозяйского организма, что позво-
ляет изучать как опухоль, так и ее микроокруже-
ние, а также такие свойства, как метастатический 
потенциал, ангиогенез или лекарственную устой-
чивость [5, 6]. Более того, моделям in vitro не хвата-
ет клинической прогностической способности [7]. 
Модели in vivo позволяют точнее моделировать 
сложность опухоли, поскольку клетки импланти-
руются в живой организм, где могут подвергаться 
различным динамическим взаимодействиям. Это 
представляет собой явный контраст с  моделями 
in vitro, где взаимодействия ограничены клетками, 
уже присутствующими в опухоли, или искусствен-
но реконструируются и поддерживаются путем до-
бавления больших количеств (часто не физиоло-
гических) цитокинов, факторов роста, сыворотки, 
питательных веществ и т. д.

В живом организме, в котором работают серд-
це, кровеносная и лимфатическая системы, печень, 
костный мозг, почки, ЦНС и другие органы, опу-
холи могут вступать как в локальные, так и в си-
стемные межклеточные взаимодействия, обеспечи-
вающие их прогрессирование. Эти взаимодействия 
между опухолью и хозяином могут происходить на 

DOI: 10.31857/S0026898424030032,  EDN: JDCUGG

Костистая рыба Danio rerio (полосатый данио) стала одним из важных модельных организмов, исполь-
зуемых в биомедицинских исследованиях опухолей, в том числе и для разработки противоопухолевых 
препаратов с применением ксенотрансплантационных подходов. Внеутробное развитие данио, про-
зрачные ткани в первый месяц роста, а также незрелая адаптивная иммунная система в этот период 
значительно облегчают манипуляции с эмбрионами. В случае высокоагрессивных опухолей, когда про-
гнозируемая выживаемость пациента может составлять всего несколько месяцев, анализ ксенотранс-
плантата в данио может стать единственным подходящим методом, поскольку он требует всего 4–7 
дней. Тысячи эмбрионов данио могут быть имплантированы биопсийной тканью пациента для полу-
чения ксенографтов и проведения с их помощью автоматизированного скрининга большого количе-
ства лекарственных препаратов и соединений для выработки эффективной схемы лечения конкрет-
ного больного. В представленном обзоре рассмотрены преимущества и недостатки D. rerio в качестве 
модели для онкологических исследований. Основное внимание уделено использованию ксенографтов 
D. rerio для изучения метастазирования и создания аватаров в персонализированной медицине.

Ключевые слова: злокачественные опухоли человека, Danio rerio, ксенографты, метастазирование, ава-
тар, персонализированная медицина

Поступила в редакцию 17.11.2023 г.
После доработки 11.12.2023 г.

Принята к публикации 15.12.2023 г.

aНациональный исследовательский центр “Курчатовский институт”, Москва, 123182 Россия
*e-mail: lunina-na.img@yandex.ru

© 2024 г. Н. А. Лунинаa, *, Д. Р. Сафинаa, С. В. Костровa

КСЕНОГРАФТЫ Danio rerio В ОНКОЛОГИИ  
И ПЕРСОНАЛИЗИРОВАННОЙ МЕДИЦИНЕ

УДК 616–006.04; 616–092.9

 ОБЗОРЫ

КСЕНОГРАФТЫ Danio rerio В ОНКОЛОГИИ



	 МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 3      2024

364	 Лунина и др.

больших расстояниях, что позволяет воспроиз-
вести такие свойства опухолевых клеток, как ми-
грация, инвазия, метастазирование, ангиогенез, 
угнетение иммунной системы, которые невоз-
можно наблюдать in vitro [8]. Наиболее часто в ка-
честве различных доступных in vivo моделей вы-
бирают мышей [9]. Однако в последние годы все 
чаще с этой целью используют аквариумную рыб-
ку Danio rerio (полосатый данио, или данио) [10], 
в  том числе для ксенотрансплантации опухоле-
вых клеток человека и разработки лекарственных 
средств [11]. Большой вклад D. rerio в исследования 
рака и поиск методов борьбы с ним подтверждает-
ся сообщениями более чем о 300 проектах, направ-
ленных на получение противоопухолевых средств 
с использованием этого организма [12]. Особенно 
система D. rerio привлекает своими возможностя-
ми в персонализированной медицине для созда-
ния аватаров пациентов. Ксенографты пациента 
(patient-derived xenograft – PDX), также называе-
мые раковыми аватарами [13], генерируются путем 
имплантации первичных опухолевых клеток или 
фрагментов тканей человека, полученных в резуль-
тате хирургического вмешательства или биопсии.

Анализ аватаров идеально подходит для персо-
нализированной медицины. Хотя прецизионную 
онкологию и персонализированную медицину ча-
сто считают синонимами, они сосредоточены на 
разных аспектах одной и той же проблемы. Преци-
зионная онкология фокусируется главным образом 
на поиске продуктов специфических генов-био-
маркеров для эффективных методов лечения [14]. 
Однако каждый отдельный пациент при этом не 
учитывается. В персонализированной медицине, 
напротив, на живые клетки, полученные от паци-
ента, воздействуют лекарственными препаратами, 
ответ на которые может быть оценен в режиме ре-
ального времени, а результаты непосредственно 
перенесены в клинику. В связи с этим необходи-
мо использовать преимущества обоих подходов: 
прецизионная онкология сократит набор возмож-
ных вариантов лечения, а  затем персонализиро-
ванные тесты на аватарах определят наилучший 
вариант [7].

Наиболее часто в онкологических исследовани-
ях используется моделирование на грызунах, в том 
числе и создание аватаров. Однако они обременены 
рядом ограничений, которые включают длительное 
время ожидания потомства и его ограниченное ко-
личество, длительное время получения аватаров 
опухолей человека (несколько месяцев и даже до 
года), а также высокую стоимость исследований. 
Учитывая все это, очевидными становятся многие 
преимущества маленькой пресноводной рыбки 
D. rerio, которые позволяют включать ее в исследо-
вания злокачественных новообразований [15].

В клинических условиях использование моде-
ли данио-аватара (zPDX) может происходить по 

следующей схеме: пациенту с диагностированной 
злокачественной опухолью проводят биопсию 
с последующим получением суспензии единичных 
опухолевых клеток и вводят эти клетки в большое 
количество эмбрионов данио. Далее анализируют 
влияние различных комбинаций химиотерапевти-
ческих соединений на рост ксенотрансплантиро-
ванных клеток с целью выработки оптимальной 
схемы терапии [16].

В  настоящем обзоре рассмотрены преимуще-
ства и  недостатки модели D.  rerio в  онкологиче-
ских исследованиях. Основное внимание уделено 
ксенотрансплантации опухолей человека в D. rerio 
и использованию этой модели для изучения мета-
стазирования и создания аватаров для персонали-
зированной медицины.

ОСОБЕННОСТИ МОДЕЛИ Danio rerio 
В ОНКОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЯХ

Популярные аквариумные рыбки D. rerio широ-
ко используются в научных исследованиях, причем 
более 800 лабораторий в мире применяют их в ка-
честве модельных объектов для изучения различ-
ных заболеваний [5]. С 1960-х годов D. rerio тради-
ционно служили модельными организмами в био-
логии развития и генетике позвоночных [17]. Затем 
их использование распространилось и на другие 
области, включая моделирование заболеваний че-
ловека [16].

D. rerio имеют высокую генетическую гомоло-
гию с человеком. Секвенированный геном этой 
рыбки (25 пар хромосом) содержит 26206 генов, 
кодирующих белки, среди которых много ортоло-
гов генов человека: 71.4% генов человека имеют по 
крайней мере один ортолог у данио. Установлено, 
что 82% генов человека, связанных с заболевания-
ми, имеют по крайней мере один ортолог в D. rerio, 
что делает этот организм подходящим для моде-
лирования болезней человека [18, 19]. Кроме того, 
множественные эпигенетические маркеры, регу-
лирующие экспрессию генов, консервативны у по-
звоночных, включая рыб и человека [20]. Основ-
ные органы и ткани данио и человека (мозг, сердце, 
почки, мышцы, печень) обладают сходством как на 
анатомическом и физиологическом, так и на моле-
кулярном уровне [21–24].

Рыбки D.  rerio имеют небольшой размер, их 
можно разводить в больших количествах при от-
носительно низких затратах. Лабораторные данио, 
как правило, содержатся в  специальных аквари-
умных системах, где поддерживается температура 
26–28°C с контролируемым циклом свет–темно-
та. Они очень плодовиты, беременная самка мо-
жет откладывать сотни икринок 1 раз в 1–2 недели 
в результате естественного нереста. Эмбриональ-
ное развитие проходит быстро, в течение 24 ч од-
ноклеточная зигота превращается в  подвижный 
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прозрачный эмбрион с классическим строением 
тела позвоночных [25]. При температуре около 
28°C большая часть морфогенеза завершается через 
3 дня после оплодотворения, и эмбрион вылупля-
ется из защитного хориона. Это знаменует переход 
от эмбриональной стадии к личиночной. Личинки 
продолжают расти, между 5 и 6 днями после опло-
дотворения пищеварительная система и рот начи-
нают функционировать. Желточный мешок, ко-
торый поддерживал животное на эмбриональной 
и ранней личиночной стадиях, к этому времени 
истощается и полностью исчезает к 7 дню после 
оплодотворения [25]. D. rerio считаются молодыми, 
когда они приобрели большинство характеристик 
взрослых особей, и взрослыми, когда они могут 
производить жизнеспособные гаметы и воспроиз-
водиться [26]. В оптимальных условиях они дости-
гают половой зрелости на третьем месяце своего 
развития.

Несколько характеристик D. rerio делают их хо-
рошей моделью для исследования биологии и мета-
стазирования опухолей человека. Многие из фак-
торов, участвующих в прогрессии опухолей, очень 
консервативны у данио и у человека. Консерватив-
ность генов клеточного цикла, опухолевых супрес-
соров и онкогенов позволяет изучать эти туморо-
генные пути у рыб, однако следует отметить, что 
у данио не экспрессируются ортологи нескольких 
генов человека, которые, как известно, участвуют 
в развитии рака, такие как фактор ингибирования 
лейкоза (LIF), онкостатин M (OSM) и белок 1, свя-
занный с ранним развитием рака молочной железы 
(BRCA1) [18]. Однако поскольку гены рецепторов 
этих белков присутствуют в геноме D. rerio, можно 
предположить, что существуют и белки с функци-
ями, подобными LIF и OSM, но разнообразие их 
последовательностей слишком велико, чтобы рас-
познавать их как ортологи.

Важно отметить дупликацию генома костистых 
рыб после расхождения рыб и млекопитающих [27], 
которая привела к тому, что геном D. rerio содержит 
две копии многих генов (известных как ohnologues), 
а геном млекопитающих только одну.

С D. rerio можно проводить различные генети-
ческие манипуляции, включая нокдаун, нокаут, 
сверхэкспрессию генов и трансгенез, что позволя-
ет создавать и изучать модели опухолей. Важно от-
метить сходство гистопатологии опухолей человека 
и данио [28]. Быстрое внеутробное развитие опло-
дотворенной яйцеклетки делает возможной пря-
мую визуализацию и манипуляции на протяжении 
эмбриогенеза и развития личинок, а прозрачность 
животного на этих стадиях в сочетании с генераци-
ей трансгенных флуоресцентных линий позволяет 
проводить визуализацию in vivo, контролировать 
опухоль и ее микросреду в режиме реального вре-
мени. Это одно из самых значимых преимуществ 

в использовании D. rerio для изучения биологии 
рака [15].

Созревание врожденной и  адаптивной им-
мунных систем у  данио разделено во времени. 
Врожденная иммунная система начинает функци-
онировать на второй день после оплодотворения, 
однако адаптивная иммунная система созревает 
только на 28 день [29]. Отсутствие адаптивного 
иммунитета у личинок делает их идеальной in vivo 
моделью для ксенотрансплантации раковых клеток. 
Таким образом можно исследовать пролиферацию, 
инвазию и  метастазирование введенных клеток, 
взаимодействие между донорскими и хозяйскими 
клетками, а также с внеклеточной средой.

Хотя многие характеристики делают D.  rerio 
подходящей животной моделью для исследования 
рака, существуют и некоторые особенности, такие 
как температура инкубации, отсутствие некоторых 
органов или их компонентов.

Поскольку клетки человека культивируют при 
37°C, а оптимальная температура для данио состав-
ляет 28°C, необходимо использовать температуру 
28–37°C. Однако при этом могут произойти мета-
болические изменения, которые следует принимать 
во внимание [30].

Ортотопическая ксенотрансплантация заклю-
чается в  инъекции опухолевых клеток человека 
в область, гомологичную месту их происхождения 
(например, клетки опухоли мозга человека, транс-
плантированные в мозг D. rerio). Ортотопические 
инъекции более надежно имитируют заболевание 
человека, поскольку клетки развиваются в сходном 
анатомическом участке. Многие исследователи 
успешно использовали этот метод в случае клеток 
ретинобластомы и глиобластомы [31, 32]. Однако 
данный подход не может быть применен к каждо-
му типу клеток и к каждой ткани из-за отсутствия 
у рыб определенных органов, например молочной 
железы или легкого.

Наконец, микроокружение опухоли (tumor 
microenvironment, TME) следует учитывать при 
анализе ксенотрансплантата, независимо от ис-
пользуемого хозяина. TME включает клеточные 
и неклеточные компоненты, окружающие опухоль 
и содержащиеся внутри нее, которые, как прави-
ло, представлены раковыми клетками, нераковы-
ми клетками (например, фибробластами, эндоте-
лиальными клетками или иммунными клетками) 
и белками внеклеточного матрикса. ТМЕ представ-
ляет собой участок или среду, где взаимодействие 
клеток хозяина и опухоли играет ключевую роль 
в росте и прогрессировании опухоли [33]. Эти вза-
имодействия важно учитывать, чтобы максималь-
но имитировать TME человека и максимально ис-
пользовать весь потенциал введенных клеток, что 
позволит изучать их поведение в условиях, прибли-
женных к реальным.
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МОДЕЛИРОВАНИЕ ОПУХОЛЕЙ ПУТЕМ 
КСЕНОТРАНСПЛАНТАЦИИ В D. rerio

Ксенотрансплантационная модель D.  rerio zPDX

Ксенотрансплантационные модели опухолей 
в D. rerio получают путем введения меченых зло-
качественных клеток человека в различные обла-
сти эмбрионов, личинок или взрослых рыб для 
отслеживания их прогрессирования, поведения 
и взаимодействия с микросредой хозяина [34, 35]. 
В 2005 году впервые недифференцированные клет-
ки меланомы человека ксенотрансплантирова-
ли в D. rerio и проанализировали их “поведение”. 
Клетки меланомы вводили эмбрионам на стадии 
бластулы и контролировали во времени. Опухоле-
вые клетки человека выживали, делились и специ-
фически мигрировали внутри эмбрионов подобно 
тому, как клетки меланомы распределяются в их 
оптимальной среде – коже. Организм данио под-
держивал трансплантированные клетки необходи-
мыми сигналами для специфической интеграции 
в органы, демонстрируя непосредственное взаи-
модействие клеток человека с  микроокружени-
ем  [36]. Таким образом, впервые была показана 
совместимость клеток человека и клеток эмбрио-
нов рыбы и подчеркнута потенциальная ценность 
D.  rerio как инструмента для исследования рака. 
В  дальнейшем эти выводы были подтверждены, 
и был разработан первый стандартизированный 
протокол ксенотрансплантации в D. rerio [35, 37]. 
Наилучшей для трансплантации оказалась стадия 
развития эмбриона 48 ч после оплодотворения, по-
скольку к этому сроку завершается миграция раз-
вивающихся клеток эмбриона, и распространение 
раковых клеток после инъекции, вероятно, будет 
активным процессом [37]. К тому же, второй день 
после оплодотворения считается наиболее подхо-
дящим для ксенотрансплантации из-за следующих 
особенностей модели:

– адаптивная иммунная система данио стано-
вится зрелой через 4–6 недель после оплодотво-
рения и  в  течение первых 12–14 дней развития 
представлена только врожденными иммунными 
клетками. Таким образом, для приживления опу-
холевых клеток человека в первые 2 недели после 
оплодотворения D.  rerio не требуется иммуносу-
прессия; опухолевые клетки могут эффективно 
пролиферировать и метастазировать в неизменен-
ном хозяине и даже взаимодействовать и поляри-
зовать врожденные иммунные клетки данио, такие 
как макрофаги [29, 38];

– прозрачность эмбрионов позволяет визуали-
зировать опухолевые клетки как флуоресцентно 
меченные посредством конститутивной экспрес-
сии флуоресцентного белка (RFP или GFP), так 
и окрашенные липофильными красителями (DiL, 
DiD, DiO) [39, 40];

– pаковые клетки человека могут взаимодей-
ствовать с эмбриональными клетками D. rerio бла-
годаря межклеточной коммуникации, общей у этих 
двух видов. Об активности взаимодействий клетка–
хозяин, таких как взаимодействие между раковыми 
клетками и иммунной системой, можно судить по 
привлечению нейтрофилов и макрофагов в область 
опухоли [41].

В соответствии с разработанным стандартным 
протоколом предпочтительным местом инъекции 
является желточный мешок, при этом анализ аль-
тернативных областей трансплантации показал, 
что они одинаково эффективны [42, 43]. Выбор 
места инъекции зависит от типа вводимых клеток, 
биологического фенотипа или события, которое 
предполагается изучить. Основные места инъекций 
перечислены ниже.

(А) Желточный мешок. Этот бесклеточный 
компартмент, состоящий из таких липидов, как 
холестерин, фосфатидилхолин или триглицериды, 
обеспечивает рыб энергией до тех пор, пока они 
не смогут самостоятельно питаться, что происхо-
дит на 5-й день после оплодотворения [44]. Ли-
пиды представляют собой источник питательных 
веществ и для введенных раковых клеток челове-
ка, способствуя их пролиферации и росту опухоли. 
Кроме того, желточный мешок – это ограниченное 
пространство, в котором меченые клетки можно 
легко визуализировать в течение нескольких дней. 
Таким образом, инъекция в желточный мешок ис-
пользуется при изучении выживаемости, клеточно-
го деления, пролиферации и миграции (если клет-
ки подвижны) [45].

(Б) Проток Кювье (общая кардинальная вена). 
При инъекции в проток Кювье клетки попадают 
непосредственно в кровоток, поэтому такие стадии 
онкогенного процесса, как метастазирование/ми-
грация, инвазия и мезенхимально-эпителиальный 
переход, могут быть оценены in vivo [46]. Клетки 
также можно вводить в периваскулярное простран-
ство протока для оценки эффективности интрава-
зации. В кровотоке клетки способны выживать, де-
литься, экстравазировать вблизи каудальной кро-
ветворной ткани (caudal hematopoietic tissue, CHT), 
расположенной в хвосте эмбриона, и образовывать 
опухоли [46]. Меченые клетки можно отслеживать 
и  количественно определять их пролиферацию 
и инвазию в CHT [47]. CHT представляет собой 
специфическую нишу, благоприятную для разви-
тия опухоли [48].

(В) Перивителлиновое пространство. Располо-
женное между перидермой и синцитиальным сло-
ем желтка перивителлиновое пространство не со-
держит сосудов и не сообщается непосредственно 
с областью сосудистой сети. Помимо пролифера-
ции и образования опухоли, инъекция опухолевых 
клеток в этот участок позволяет однозначно иден-
тифицировать новообразованные сосуды [35, 37]. 
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Кроме того, можно оценить также эффективность 
интравазации, дальнейшей миграции и метастати-
ческого поведения опухолевых клеток [47, 49].

Сравнительное исследование мест инъекции 
для ксенотрансплантации опухолевых клеток 
в D. rerio показало, что опухоли лучше формиру-
ются и растут при выборе перивителлинового про-
странства [50]. Кроме того, введенные глубоко 
в желток опухолевые клетки труднее распознать, 
чем опухолевые клетки в довольно поверхностном 
перивителлиновом пространстве. Однако вводить 
клетки в перивителлиновое пространство техниче-
ски сложнее.

(Г) Внутрибрюшинная полость. Как указыва-
лось ранее, опухолевые клетки обычно инъециру-
ют в эмбрионы D. rerio, у которых еще не сформи-
ровалась адаптивная иммунная система, тогда как 
при ксенотрансплантации взрослым рыбам тре-
буется подавление иммунной системы; в этой си-
туации инъекции выполняют непосредственно во 
внутрибрюшинную полость.

Ксенотрансплантация во взрослых D. rerio. Пре-
имущество ксенотрансплантации взрослым рыбам 
заключается в том, что зрелые ткани более точно 
соответствуют тканевой среде, в которой находятся 
раковые клетки. До недавнего времени использо-
вание для ксенотрансплантации взрослых особей 
было ограничено необходимостью подавления их 
иммунной системы либо γ-облучением, либо дек-
саметазоном [51, 52]. Но в настоящее время полу-
чены линии D. rerio с ослабленным иммунитетом, 
например оптически транспарентная линия Casper 
(prkdc–/–, il2rga–/–), особям которой можно приви-
вать опухолевые клетки человека [53].

Параллельные сравнительные ксенотрансплан-
тации рабдомиосаркомы иммунодефицитным ры-
бам и мышам выявили в обоих случаях сходную до-
зозависимость и кинетику при комбинированной 
терапии темозоломидом (TMZ) и олапарибом [54]. 
Примечательно, что гистологические и  молеку-
лярные особенности полученных ксенографтов 
были сопоставимыми в  обеих моделях. Однако 
ксенографты D. rerio обладают заметными экспе-
риментальными преимуществами по сравнению 
с мышиной системой. Рыбки меньше по размеру, 
их содержание обходится дешевле. Самое главное, 
ксенографты данио могут быть визуализированы 
с  разрешением в  одну клетку, что позволяет от-
слеживать в режиме реального времени поведение 
отдельных клеток, изменения их морфологии, ми-
грации и динамики клеточного цикла [54]. Особен-
но удобно в ксенотрансплантационной модели ис-
пользовать трансгенные линии рыб с флуоресцент-
но меченными органами и тканями, что позволяет 
детально исследовать взаимодействие опухолевых 
клеток с микроокружением. Кроме того, для более 
адекватной оценки таких взаимодействий созда-
ются линии гуманизированных D. rerio, например, 

путем введения генов цитокинов, специфичных 
для кроветворения человека и отсутствующих у да-
нио [55].

Температура содержания zPDX. Одним из ос-
новных недостатков модели ксенотрансплантации 
клеток человека в D. rerio остаются температурные 
ограничения, связанные с хозяином. Температура 
инкубации эмбрионов была предметом обсуждения 
с момента создания этого метода в 2005–2006 годах 
[36, 37]. Эмбрионы данио развиваются при темпе-
ратуре 28°C в контролируемых условиях, а раковые 
клетки человека размножаются и растут при 37°C. 
По этой причине исследователи искали “темпера-
туру баланса” между оптимальным развитием эм-
брионов рыб и клеток человека [35].

Чтобы обеспечить температуру, более оптималь-
ную для введенных клеток человека, стандартную 
температуру инкубации эмбрионов после прове-
дения ксенотрансплантации увеличили до 34°C, 
сократив при этом время инкубации до 3–6 дней 
после инъекции [56–60] из-за повышенной гибели 
эмбрионов [61]. В большинстве опубликованных 
исследований использовали стандартный прото-
кол – 34°C и 6 дней инкубации. Однако некоторые 
исследователи модифицировали этот стандарт-
ный протокол, чтобы попытаться адаптировать 
его к  различным экспериментальным условиям 
в зависимости от того, что требуется проанализи-
ровать или оценить [62–64]. Температуру инкуба-
ции эмбрионов после ксенотрансплантации повы-
шали до 35–36°C, а время анализа сокращали до 
3–4 дней после инъекции из-за повышения смерт-
ности [62, 64–69]. Хотя методологическое препят-
ствие было преодолено, повышение температуры 
инкубации эмбрионов могло влиять на некоторые 
метаболические пути. Изучение регуляции генов 
при повышении температуры выявило увеличение 
экспрессии генов, связанных с катаболизмом ли-
пидов и окислительно-восстановительными про-
цессами, а  также модуляцию экспрессии генов, 
связанных с иммунной системой, что может влиять 
на введенные опухолевые клетки [30].

Взаимодействие между опухолевыми и  иммун-
ными клетками в zPDX. Несмотря на отсутствие 
адаптивной иммунной системы, эмбрионы данио 
обладают врожденной иммунной системой, со-
стоящей из макрофагов и нейтрофилов, которые 
к 48 ч после оплодотворения распределяются по 
всему эмбриону [59, 70]. Изучение взаимодействий 
макрофагов и нейтрофилов данио с клетками опу-
холи человека показало, что эти иммунные клет-
ки участвуют в ангиогенезе и метастазировании, 
в том числе за счет сопровождения раковых клеток 
в циркуляции и облегчения их миграции и инвазии 
в метастатические ниши [71, 72].

Для более глубокого изучения взаимодействий 
между злокачественными клетками человека и им-
мунными клетками хозяина получены трансгенные 
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линии D. rerio, в том числе Tg(mpx:GFP)i114 [73] с мар-
кированными нейтрофилами, Tg(mpeg1:eGFP)gl22 [74] 
и Tg(mpeg1:mCherry)UMSF001 [75] с маркированными 
макрофагами, Tg(fli1:eGFP)y1 [76]; Tg(flk1:eGFP)s843 
[77]; Tg(flk1:mCherry) с маркированным эндотелием 
сосудов [78]. С помощью стерео- и конфокальной 
микроскопии можно легко отслеживать в режиме 
реального времени не только отдельные клетки, но 
также образование и рост новых сосудов [79]. Когда 
опухолевые клетки вводят непосредственно в кро-
воток через дистальную ветвь протока Кювье или 
в перивителлиновое пространство, наблюдается их 
пролиферация и инвазия в CHT [47]. Затем иммун-
ные клетки D. rerio рекрутируются в область опухо-
ли в CHT, таким образом увеличивается количество 
нейтрофилов и макрофагов, которые инфильтриру-
ют и окружают участок опухоли [41]. Показано, что 
иммунные клетки колокализуются с опухолевыми 
как в месте первичного роста опухоли, так и в ме-
стах микрометастазирования. Опухолевые и иммун-
ные клетки взаимодействовали с эндотелиальными 
клетками протока Кювье, образуя структуры, по-
добные новым сосудам, которые впоследствии фор-
мировали функциональную сосудистую сеть [80]. 
На моделях как D. rerio, так и мышей обнаружен пе-
ренос содержимого цитоплазмы макрофагов в опу-
холевые клетки, и этот процесс коррелировал с уси-
лением распространения клеток меланомы [81]. На 
модели zPDX меланомы показано, как опухолевые 
клетки мигрировали из места инъекции (желточно-
го мешка), взаимодействовали с эндотелием крове-
носных сосудов и формировали вторичные опухоли 
из единичных клеток [48]. Использование линии 
с репортерными макрофагами позволило обнару-
жить взаимодействие между ними и кровеносными 
сосудами, а также положительную корреляцию меж-
ду количеством иммунных клеток, рекрутируемых 
в очаг опухоли, и степенью ангиогенеза [82].

Таким образом, использование линий D. rerio 
с репортерными сосудистой сетью, макрофагами 
и нейтрофилами позволяет визуализировать в ре-
альном времени прогрессирование опухолевых 
клеток и  их миграцию, индуцированный опухо-
лью ангиогенез и взаимодействие опухолевых кле-
ток с клетками хозяина с разрешением до одной 
клетки [83].

Имитация тканевой ниши – ортотопическая ксе-
нотрансплантация. Имплантация опухолевых кле-
ток человека в гомологичный месту образования 
опухоли орган модельного организма для имита-
ции исходной тканевой ниши называется ортото-
пической ксенотрансплантацией [84]. Важными 
характеристиками конкретной тканевой ниши яв-
ляются строение внеклеточного матрикса, а также 
такие параметры, как рН и межклеточное давление 
[33]. Показано, что изменения внеклеточного ма-
трикса влияют на клеточную пролиферацию, ми-
грацию, ангиогенез и метастазирование [85, 86].

В одной из первых ортотопических ксенотранс-
плантаций в D. rerio клетки глиобластомы человека 
ввели в головной мозг данио и обнаружили важные 
различия в поведении опухолевых клеток. При ор-
тотопической ксенотрансплантации клетки глиоб-
ластомы проникали в мозг, а также рассеивались 
по поверхности его кровеносных сосудов, но те же 
клетки, введенные в желточный мешок, не могли 
пролиферировать и проникать в окружающие тка-
ни [87]. Эти результаты согласуются с тем фактом, 
что в желточном мешке D. rerio отсутствуют мие-
линизированные участки аксональной поверхно-
сти, которые вместе с  кровеносными сосудами 
представляют собой пути распространения клеток 
глиобластомы в головном мозге [88]. Дополнитель-
ные технические достижения, такие как покадро-
вая конфокальная микроскопия и методы количе-
ственной оценки прогрессирования опухоли и кле-
точных взаимодействий в 4D, привели к лучшему 
пониманию поведения опухолевых клеток челове-
ка в мозге данио [89]. zPDX глиобластомы человека 
послужила инструментом для идентификации ма-
триксной металлопротеиназы 9 (MMP‑9) как ос-
новного фактора повышенной инвазивности этих 
клеток. При этом подтверждена эффективность 
ингибитора MMP‑9 в сдерживании распростране-
ния раковых клеток [90].

Также ортотопическую ксенотрансплантацион-
ную модель D. rerio успешно применили для изу-
чения ретинобластомы, наиболее распространен-
ной злокачественной опухоли глаза у детей [91–93]. 
Кроме того, недавно получена новая модель орто-
топической ксенотрансплантации для изучения 
меланомы конъюнктивы путем ретроорбитальной 
инъекции [83].

Все эти результаты доказывают значимость 
модели ортотопической ксенотрансплантации 
D. rerio для изучения прогрессирования опухоли, 
миграции, ангиогенеза в  зависимости от ткане-
вого микроокружения. Однако, как упоминалось 
выше, в D. rerio представлены не все органы чело-
века (например, нет молочной железы или легко-
го), поэтому этот метод применим не ко всем ти-
пам опухолей.

Изучение метастазирования на модели zPDX
Метастазирование – это сложный многоступен-

чатый процесс, включающий инвазию и  отделе-
ние клеток от первичной опухоли, проникновение 
в кровеносные или лимфатические сосуды, экстра-
вазацию в заранее определенные вторичные ткани, 
приживление в  новом микроокружении и,  в  ко-
нечном счете, пролиферацию опухолевых клеток 
[94–96]. Существование внутри- и межопухолевой 
гетерогенности предполагает, что механизмы ме-
тастазирования могут варьировать как у разных 
пациентов, так и в различных типах клеток даже 
в пределах одной и той же опухоли [97, 98].
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Модель zPDX широко используется для изуче-
ния различных аспектов метастазирования опухо-
лей. Предпочтительным местом скопления транс-
плантированных клеток в  теле D.  rerio является 
вентрально-каудальная сосудистая сеть, поэтому 
для оценки миграции (метастазирования) обычно 
подсчитывают количество эмбрионов с  мечены-
ми опухолевыми клетками в хвосте. Таким обра-
зом были выявлены терапевтические мишени не-
скольких типов рака (пути YAP–CXCR2 [99, 100] 
и PIT1–CXCR4 [101, 102]), а также потенциальные 
лекарственные средства (ингибиторы путей CXCR2 
и CXCR4 [103]) и новые методы лечения [104–108].

Оценка с помощью визуализации с субклеточ-
ным разрешением [109] позволяет изучать раз-
ные стадии метастазирования, включая взаимо-
действие с микроокружением опухоли, секрецию 
внеклеточных везикул (экзосом), транспортировку 
по сосудам, остановку опухолевых клеток, экстра-
вазацию, проникновение внеклеточных везикул 
в предметастатическую нишу и метастатическую 
колонизацию.

Ангиогенез, индуцированный опухолью. Модели 
zPDX эмбриональных и  взрослых особей могут 
использоваться для изучения механизмов ангиоге-
неза, индуцированного опухолью. Неоангиогенез 
в местах первичных и метастатических опухолей 
является ключевым фактором распространения 
и прогрессирования рака. Считается, что неоан-
гиогенез происходит после запуска “ангиогенного 
переключателя”. В этот момент колония опухоле-
вых клеток достигает размера, при котором в ней 
развивается гипоксия, и  для обеспечения роста 
опухоли необходима перфузия питательными ве-
ществами и кислородом [110].

Исследования zPDX показали, что микроопу-
холи сначала прорастают бескровными “эндоте-
лиальными тяжами” в течение 6–7 дней, прежде 
чем в них устанавливается кровоток [111]. Интерес-
но, что ингибирование образования эндотелиаль-
ных тяжей и их проникновения в опухоль приво-
дило к значительному уменьшению роста опухоли. 
Необходимость взаимодействия между раковыми 
и эндотелиальными клетками для инициации опу-
холи также может указывать на наличие потенци-
альных периваскулярных ниш – среды, способству-
ющей выживанию опухолевых клеток, прогресси-
рованию и устойчивости опухоли к терапии [112]. 
Индукция неоангиогенеза опухолевыми клетками 
человека в организме D. rerio зависит от количества 
таких клеток и окружающей микросреды [113].

Изучение двух линий рака эндометрия с разным 
уровнем экспрессии фактора роста эндотелия сосу-
дов (vascular endothelial growth factor, VEGF) и фак-
тора роста фибробластов (fibroblast growth factor, 
FGF) выявило индукцию ангиогенеза у 75% личи-
нок D. rerio при ксенотрансплантации клеток толь-
ко высокоангиогенной линии [114]. Причем как 

гипоксия, так и сверхэкспрессия VEGF значитель-
но увеличивали метастазирование. Авторы пришли 
к  выводу, что неоангиогенез, индуцированный 
VEGF и гипоксией, является решающим событием 
при метастазировании. Эти исследования доказали 
роль передачи сигналов VEGF на начальных стади-
ях неоангиогенеза и метастазирования.

Использование антиангиогенных соединений, 
применяемых у млекопитающих, уменьшало нео-
васкуляризацию всех личинок zPDX, не влияя на 
физиологическое развитие сосудов [34].

Интравазация. Одной из начальных стадий ме-
тастазирования является интравазация опухоле-
вых клеток в сосуды. Использование модели zPDX 
позволило визуализировать процесс интравазации 
и изучить его в режиме реального времени. Инъ-
екция флуоресцирующих опухолевых клеток че-
ловека в брюшную полость одномесячных данио, 
получавших дексаметазон (для индукции иммуно-
супрессии), привела к образованию микроопухоли 
в месте инъекции [51]. Один из генов, связанных 
с метастазированием, ген RhoC, кодирует малую 
GTPазу семейства Rho, которые контролируют ак-
тин/миозиновый цитоскелет. Оказалось, что экс-
прессия RhoC индуцирует примитивную амебопо-
добную клеточную инвазию, характеризующуюся 
образованием динамических мембранных высту-
пов и пузырьков. Удивительно, но эти структуры 
проникают в стенку кровеносного сосуда исключи-
тельно в местах сосудистого ремоделирования, а не 
в областях уже существующих интактных сосудов. 
Поэтому для интравазации требуется, чтобы опу-
холевые клетки секретировали VEGF, индуциру-
ющий “открытие” сосудов для доступа RhoC-экс-
прессирующих клеток в кровеносную систему [51]. 
Таким образом, на ранних этапах интравазации 
и  метастазирования необходимы два независи-
мых события: (1) динамическая регуляция актин/
миозинового цитоскелета в опухолевой клетке для 
формирования выступающих структур и (2) про-
ницаемость и ремоделирование сосудов.

На модели zPDX подтверждено также участие 
в интравазации ассоциированных с опухолью макро-
фагов (tumor-associated macrophages (TAM)) [115, 116]. 
Совместное введение TAM и раковых клеток в D. rerio 
показало, что макрофаги активно влияют на метаста-
зирование путем прямых межклеточных взаимодей-
ствий. Причем в сосудистой сети большинство дис-
семинированных опухолевых клеток тесно связаны 
с макрофагами, активированными IL6 и TNFα, уве-
личивающими интравазацию [117].

Циркулирующие опухолевые клетки и их экстра-
вазация. После интравазации опухолевые клетки 
составляют субпопуляцию циркулирующих опухо-
левых клеток (circulating tumor cell, CTC), которая 
фенотипически отличается от первичной опухо-
левой массы, что позволяет CTC выживать в кро-
вотоке. Очевидно, что для полного понимания 
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поведения CTC необходимо исследование этих 
клеток в живом организме. Модель D. rerio позво-
ляет получить изображение единичных CTC, из-
учить их поведение и  роль в  формировании ми-
крометастазов в реальном времени. Показано, что 
замедление кровотока способствует адгезии CTC 
к эндотелию и может приводить к экстравазации 
и образованию метастазов [118, 119]. Было неясно, 
как экстравазируют опухолевые клетки. Обладают 
ли многоклеточные скопления опухолевых клеток 
способностью выходить целиком, или сначала они 
должны диссоциировать? Исследование, оценива-
ющее эту трудноуловимую стадию метастазирова-
ния на модели zPDX, выявило два типа экстраваза-
ции клеток [120] – обычную экстравазацию по типу 
инвазии и экстравазацию по типу эндотелиально-
го покрытия, когда клетки эндотелия покрывают 
CTC и обеспечивают экстравазацию. Ингибиро-
вание передачи сигналов VEGF нарушало экстра-
вазацию инвазивного типа, подавляя поляриза-
цию и подвижность раковых клеток. Однако при 
этом наблюдалась стимуляция, а не ингибирование 
экстравазации раковых клеток по типу эндотели-
ального покрытия со структурными изменениями 
в эндотелиальных стенках. Эти результаты могут 
стать ключом к лучшему пониманию метастатиче-
ского процесса, в том числе ускорения метастази-
рования антиангиогенными реагентами, наблюда-
емого в доклинических исследованиях [120].

На модели zPDX доказано, что CTC обладают 
способностью выходить из кровеносных сосудов 
как в  виде одиночных клеток, так и  в  виде мно-
гоклеточных кластеров с  помощью процесса ан-
гиопеллеза, который заключается в перестройке 
сосудистой стенки вокруг циркулирующих клеток 
и в активном вытеснении этих клеток в окружаю-
щие ткани [121]. CTC прикрепляются посредством 
адгезии к эндотелию просвета кровеносного сосу-
да и активируют сосудистое ремоделирование, что 
позволяет проникать в окружающие ткани либо 
единичным клеткам, либо многоклеточным ско-
плениям [122]. Таким образом, раковые клетки 
могут экстравазировать как в виде кластеров, так 
и отдельных клеток, причем CTC, которые попа-
дают в кровоток уже в виде кластеров, имеют более 
высокую способность к выживанию и больший по-
тенциал метастазирования по сравнению с одиноч-
ными циркулирующими клетками [123]. В zPDX 
модели меланомы было замечено, что клетки, ко-
торые выходят из сосудов в виде кластеров, обра-
зуют бóльшие опухолевые массы, чем те, которые 
существовали в виде отдельных клеток [121, 124]. 
В кластерах CTC усиливаются межклеточная адге-
зия, стволовость и пролиферация. К тому же пони-
жаются апоптоз и пути иммунной активации, та-
кие как презентация антигенов главного комплекса 
гистосовместимости типа II, активация Т-клеток 
и  передача сигналов фактора некроза опухоли 
(tumor necrosis factor, TNF) [125].

Изучение динамики экстравазации опухолевых 
клеток, введенных в перикард эмбрионов D. rerio, 
выявило пассивную задержку клеток в  мелких 
капиллярах в области головы и хвоста примерно 
в первые 3–5 ч с последующей активной миграци-
ей вдоль стенки сосудов [126]. Экстравазация – это 
высокодинамичный процесс, который включает 
модуляцию адгезии опухолевых клеток к эндоте-
лию и внутрисосудистую миграцию клеток вдоль 
поверхности просвета сосудистой стенки. Опухо-
левые клетки не повреждают сосуды в месте экс-
травазации, скорее они индуцируют локальное ре-
моделирование сосудов, характеризующееся ско-
плением эндотелиальных клеток и межклеточных 
контактов. Внутрисосудистое перемещение опухо-
левых клеток не зависит от направления кровото-
ка и требует опосредованной β1-интегрином адге-
зии к стенке кровеносного сосуда. Интересно, что 
экспрессия прометастатического гена Twist в опу-
холевых клетках увеличивает их внутрисосудистую 
миграцию и экстравазацию через стенку сосуда. 
Однако экспрессия Twist заставляет опухолевые 
клетки переключаться на β1-интегриннезависи-
мый режим экстравазации. Таким образом, экстра-
вазация модулируется экспрессией прометастати-
ческих генов Twist, VEGFA и ITGB1 (последний ген 
кодирует β1-интегрин) опухолевыми клетками.

Эффективность экстравазации варьирует в раз-
ных линиях раковых клеток, что коррелирует 
с их метастатическим потенциалом. Кроме того, 
сверхэкспрессия генов Twist и VEGFA, связанных 
с метастазированием, приводит к увеличению экс-
травазации, в то время как подавление β1-интегри-
на снижает этот процесс [126].

Распространение и колонизация опухолевых кле-
ток. Некоторые солидные опухоли, например рак 
молочной и предстательной железы, склонны к ме-
тастазированию в костную ткань, однако механиз-
мы этой направленной диссеминации и колониза-
ции не установлены. Существующие модели PDX 
на мышах (mPDX), позволяющие анализировать 
ранние метастазы в  костной ткани, имеют свои 
ограничения, особенно в крупномасштабных ис-
следованиях и отслеживании раковых клеток in vivo 
в течение длительного периода. Модель zPDX по-
зволяет преодолеть эти ограничения и  изучать 
распространение клеток множественной миеломы 
и их скоплений в СНТ [127]. Предполагалось, что 
СНТ содержит нишу гемопоэтических стволовых 
клеток, сходную с костным мозгом, и является об-
ластью кроветворения у эмбрионов D. rerio, уча-
ствующей в  направлении трансплантированных 
опухолевых клеток в костный мозг [128]. При этом 
обнаружена локализация флуоресцентно мечен-
ных миеломных клеток в СНТ через 30 мин. после 
инъекции в сердечную мышцу эмбрионов данио. 
Изучение экспрессии генов в  образце человека 
и D. rerio показало, что клетки, локализованные 
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в области CHT, экспрессируют гены компонентов 
пути IL6, гены адгезии и ангиогенеза на более вы-
соком уровне, чем клетки вне СНТ.

Изучение локализации опухолевых клеток, инъ-
ецированных в проток Кювье, в области СНТ вы-
явило участие нейтрофилов и макрофагов D. rerio 
(расположенных преимущественно в CHT) в рас-
пространении ксенотрансплантированных рако-
вых клеток [80]. Важно отметить, что ингибиторы 
VEGFR подавляют локализованный рост опухоли, 
однако этим они способствуют инвазии опухоли 
и образованию микрометастазов, усиливая мигра-
цию нейтрофилов.

Оценка метастатического потенциала опухолевых 
клеток человека в zPDX. Модель zPDX позволяет 
проводить сравнительные исследования метастати-
ческого потенциала различных опухолей человека. 
Показано, что клетки увеальной меланомы челове-
ка, выделенные из метастазов, обладают большей 
способностью к миграции и пролиферации, чем 
клетки первичных опухолей [59]. Аналогичные ис-
следования проведены на других видах рака, вклю-
чая как клеточные линии, так и материал, получен-
ный от пациента. Все клеточные линии анализиро-
вали с использованием одной и той же процедуры: 
опухолевые клетки инъецировали в периваскуляр-
ное пространство эмбрионов D. rerio с последую-
щим количественным определением метастати-
ческих клеток. Оказалось, что степень метастати-
ческого потенциала клеток, введенных в D. rerio, 
коррелирует с их инвазивностью in vitro [129]. Кле-
точные линии, классифицированные как неме-
тастатические (например, линия T‑47D рака мо-
лочной железы и  линия HT‑29 колоректальной 
аденокарциномы человека), не дали метастазов 
и в организме D. rerio, а химическое или генети-
ческое подавление инвазивности клеток привело 
к уменьшению их распространения. В дальнейшем 
показали, что кусочки ткани, а также суспензии 
клеток, полученные из опухолей желудочно-ки-
шечного тракта человека (рак поджелудочной же-
лезы, толстой кишки и желудка), способны образо-
вывать метастазы при пересадке в желточный ме-
шок эмбрионов D. rerio, в отличие от неопухолевых 
тканей человека [130]. Высокую метастатическую 
активность раковых клеток наблюдали также при 
трансплантации клеток первичной опухоли подже-
лудочной железы в печень личинок D. rerio. Однако 
в мутантной линии D. rerio, в которой отсутствуют 
функциональная сосудистая сеть и кровообраще-
ние, опухолевые клетки, пересаженные в желточ-
ный мешок, оставались в месте инъекции. Это по-
зволяет предположить, что для распространения 
клеток необходима сформированная сосудистая 
система.

Таким образом, модель zPDX можно успеш-
но использовать для оценки метастатического 

потенциала различных опухолей человека, что 
важно для персонализированной медицины.

Аватары D.  rerio
Что такое аватар? В качестве классических ксе-

нотрансплантатов ранее использовали полученные 
в лабораторных условиях стабильные линии рако-
вых клеток, которые в большинстве случаев резко 
отличаются от первичных опухолевых клеток или 
фрагментов опухоли, полученных от пациента [48]. 
Возможность использования клеток, полученных 
от пациента, обеспечило заметный прогресс в об-
ласти ксенотрансплантологии.

Клетки и  первичные культуры опухолей име-
ют исходно гетерогенные фенотипы и особенно-
сти опухолей, из которых они были выделены, что 
очень важно для дальнейших исследований [131]. 
Кроме того, в них сохраняются фенотипы, подоб-
ные стволовым, что делает их ценным доклиниче-
ским инструментом для прогнозирования ответа 
пациентов на лечение, поскольку известно, что 
стволовые опухолевые клетки играют важную роль 
в механизмах лекарственной устойчивости [132]. 
Рост разработок, предназначенных для лечения 
конкретных пациентов, делает создание аватаров 
особенно актуальным [133, 134].

Модель аватара, в которой часть опухоли паци-
ента пересаживается животному или выращивает-
ся в виде 3D органоидной культуры, служит функ-
циональным суррогатом этого пациента. Аватары 
позволяют изучать поведение опухоли и  ее чув-
ствительность к  лекарственным препаратам, од-
новременно избавляя пациента от нежелательных 
побочных эффектов и напрасной траты времени 
на неэффективную терапию [135]. В  настоящее 
время используют следующие модели опухолей, 
выделенных от пациентов [136]: (1) культуру кле-
ток пациента (patient-derived cell culture, PDC); (2) 
сфероиды, полученные от пациента (patient-derived 
spheroids, PDS), и органоиды, полученные от паци-
ента (patient-derived organoids, PDO); (3) культуры 
срезов тканей пациента (patient-derived tissue slice 
cultures, PDTSC); (4) ксенографты, полученные от 
пациента (patient-derived xenografts, PDX).

mPDX и PDO. Из всех перечисленных моделей 
наиболее широкое применение получили mPDX 
и 3D PDO. Эти модели используются уже продол-
жительное время, но каждая из них имеет суще-
ственные ограничения. Известно, что не все образ-
цы опухолей могут быть имплантированы мышам 
для формирования PDX, а некоторые не выжива-
ют даже как PDO. Например, показатель успеха 
в генерации mPDX рака молочной железы и почек 
составил 13 и  8.9% соответственно [137], а  РDО 
получены только для 16% образцов рака предста-
тельной железы [138]. Непредсказуемость прижив-
ления этих моделей ограничивает их полезность. 
Но критическим фактором, ограничивающим 
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применимость этих моделей, является время, за-
трачиваемое на их разработку, несовместимое 
с  необходимостью быстрого принятия решений 
в онкологической практике [139]. В Соединенных 
Штатах среднее время между постановкой диа-
гноза и началом терапии составляет 26 дней при 
раке толстой кишки и 79 дней при раке предста-
тельной железы [140]. Сроки разработки аватаров 
mPDX измеряются месяцами, при этом в среднем 
на их получение требуется 6–8 месяцев [141]. По-
лучение mPDX рака предстательной железы может 
занять до 37 месяцев, необходимых для внедрения 
и закрепления у мышей ксенотрансплантатов [142]. 
Такие сроки невозможны при особенно агрессив-
ных видах рака, например при некоторых глиоб-
ластомах [143]. PDO культивируются in vitro и име-
ют более короткие сроки генерации, однако для их 
развития из образцов тканей требуется 4–6 недель. 
Поэтому mPDX – используют для персонализиро-
ванной медицины только при рецидивирующих/
метастатических опухолях. Кроме того, для созда-
ния аватара на основе мышей требуется большое 
количество свежего опухолевого материала, что 
затрудняет имплантацию микробиопсийного ма-
териала мышам. Наконец, создание mPDX — это 
дорогой и ресурсоемкий процесс с ограниченной 
статистической мощностью, не говоря уже об эти-
ческих последствиях использования взрослого 
животного.

zPDX. PDX с использованием D. rerio (zPDX) 
являются более дешевой моделью и, что самое глав-
ное, позволяют всего за несколько дней оценить 
опухоль пациента [144]. Прозрачность эмбрионов 
и мальков не имеет аналогов среди позвоночных. 
Они идеально подходят для микроскопии, а новые 
современные методы визуализации позволяют изу-
чать поведение раковых клеток с беспрецедентным 
разрешением [109]. Кроме того, уникально корот-
кое время эксперимента (3–7 дней) и небольшие 
потребности в тканях пациента (100–200 клеток 
на животное) позволяют определять в том числе 
чувствительность конкретного пациента к химио-
терапии. zPDX могут воспроизвести разнообразие 
и биологические особенности опухоли, сохранить 
экспрессию генов и мутационный профиль исход-
ной опухоли, предсказать ее чувствительность к хи-
миотерапии и потенциальный исход терапии [145].

Впервые zPDX был разработан в 2009 году, ког-
да фрагменты ткани и суспензии клеток первичных 
опухолей толстой кишки, поджелудочной железы 
и желудка трансплантировали в желточный мешок 
эмбрионов D. rerio. В результате была создана на-
дежная модель in vivo для изучения инвазивности 
опухолевых клеток и метастатического поведения 
первичных опухолей человека [130]. Аналогичные 
модели получены также для изучения острого лим-
фобластного лейкоза [68], метастазов рака молоч-
ной железы в костный мозг [46], рака поджелудоч-
ной железы [145], множественной миеломы [146]. 

При скрининге лекарственных средств с исполь-
зованием zPDX предложено оценивать количе-
ство клеток человека по уровню экспрессии гена 
домашнего хозяйства человека GADPH, определя-
емого методом количественной ПЦР и капельной 
цифровой ПЦР, вместо визуализации клеток для 
более точного определения эффективности препа-
рата и дозозависимых реакций [147].

Для изучения влияния микроокружения опухо-
ли получена zPDX модель рака поджелудочной же-
лезы с фибробластами, ассоциированными с опу-
холью (CAF – cancer associated fibroblasts). Смесь 
раковых клеток и  фибробластов вводили в  жел-
точный мешок эмбрионов, в воду для содержания 
рыбок добавляли гемцитабин и/или навитоклакс. 
CAF стимулируют пролиферацию и  миграцию 
клеток рака за счет опосредованного TGF-β пара-
кринного эффекта. Ингибитор рецептора TGF-β 
значительно снижал пролиферацию и метастази-
рование клеток, что подтверждало статус рецеп-
тора TGF как потенциальной терапевтической 
мишени [148]. В другом эксперименте проведена 
совместная инъекция клеток рака молочной желе-
зы и макрофагов в желточный мешок эмбрионов 
D. rerio. Показано, что сверхэкспрессия фактора 
транскрипции (POU1F1) в этих клетках модулиру-
ет микроокружение опухоли, приводит к привле-
чению макрофагов и их дальнейшей дифференци-
ровке в TAM. При этом взаимодействие между ра-
ковыми клетками и TAM еще больше увеличивает 
пролиферацию опухоли [149].

При имплантации опухолевых клеток в опухоле-
вый очаг рекрутируется множество различных кле-
ток организма-хозяина, таких как эндотелиальные 
клетки, для реконструкции кровеносной и лимфа-
тической систем, перициты, которые покрывают 
эндотелиальные клетки, TAM, CAF и другие клет-
ки из TME [150–152]. Эти рекрутируемые клетки 
хозяина могут быть либо ближайшими тканевыми 
резидентными клетками, либо клетками, системно 
рекрутированными из отдаленных органов, таких 
как костный мозг [153, 154].

Динамичное взаимодействие между клетками 
иллюстрируют несколько примеров: макрофа-
ги, способствующие проникновению опухолевых 
клеток в кровоток, усиливают метастазирование 
[155, 156]; клетки костного мозга, “обученные” ра-
ковыми клетками, подготавливают предметастати-
ческие ниши [157]. Привлечение рекрутированных 
клеток приводит к изменениям внеклеточного ма-
трикса, что увеличивает жесткость/плотность ма-
трикса [158–160], повышает давление интерстици-
альной жидкости, модулируя формирование гради-
ентов сигнальных молекул и диффузию/доставку 
лекарственных средств [161], влияя, в конечном 
счете, на онкогенез [162, 163]. Наконец, определе-
ние чувствительности опухолевых клеток к лекар-
ственным средствам с использованием моделей in 
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vivo позволяет оценить фармакокинетику, фарма-
кодинамику и токсичность в живом организме, при 
этом соединения должны абсорбироваться, достиг-
нуть целевых значений, обойти элиминацию и не 
быть слишком токсичными, иначе животное не 
выживет [164].

Технологии развиваются с высокой скоростью, 
и эра “омики”, больших данных и искусственно-
го интеллекта породила огромные объемы инфор-
мации, которые привели к успешной разработке 
многих целевых методов терапии опухолей [165]. 
Подходы системной биологии или математиче-
ской онкологии опираются на эти массивы дан-
ных и имеют большие перспективы [166]. Однако 
при этом не всегда удается учитывать клеточный 
ответ in vivo на введение лекарственного сред-
ства, а  также такие взаимодействия, как генети-
ческие и  межбелковые, клональный отбор, вну-
триклеточные и  метаболические механизмы пе-
рестройки, взаимодействия опухоль–иммунитет 
и опухоль–строма. Эти и другие переменные от-
ветственны за отсутствие чувствительности к ле-
карственным средствам или за приобретение ме-
ханизмов резистентности [167].

Модель zPDX позволяет получить результаты 
(гибель клеток, ангиогенез и  обнаружение ми-
крометастазов) всего за 4 дня, что соответствует 
срокам, необходимым для принятия клинических 
решений. Разница во временном масштабе анали-
за связана не с более быстрым развитием D. rerio, 
а  скорее с  тем, что личинки D.  rerio в  10000 раз 
меньше взрослых мышей. Это позволяет вводить 
меньше клеток в одно животное (мышам требует-
ся в 2000 раз больше материала) и, следовательно, 
получать больше ксенографтов для статистиче-
ского анализа. Кроме того, недавно была создана 
автоматическая установка для скрининга в 96-лу-
ночных планшетах с анализом изображений опу-
холевых образований в ксенографтах [50]. Модель 
zPDX вместе с автоматизированной визуализаци-
ей и анализом изображений обещает стать мощной 
системой тестирования лекарственных средств, за-
полняя нишу между скринингом in vitro и mPDX. 
zPDX можно использовать в персонализированной 
медицине при выборе лекарств и их комбинаций, 
адаптированных для конкретного пациента, в тече-
ние минимального промежутка времени [50].

Таким образом, zPDX обладает значительными 
преимуществами перед mPDX, такими как мас-
штабируемость, низкая стоимость, визуализация, 
а  также скорость разработки моделей и  возмож-
ность высокопроизводительного скрининга.

Изучение гетерогенности опухоли с  помощью 
zPDX. Внутриопухолевая гетерогенность, или 
различия в генетических и фенотипических про-
филях клеток внутри одной опухоли, играют зна-
чительную роль в резистентности к проводимой 
терапии [168–170]. Генетические, эпигеномные 

и  транскриптомные изменения, определяющие 
внутриопухолевую гетерогенность, влияют на ре-
акцию отдельных опухолевых клеток на лечение. 
Гетерогенность снижает эффективность классиче-
ского подхода прецизионной медицины, который 
опирается исключительно на мутации в ДНК, но 
не учитывает негенетические факторы, которые 
могут предсказать ответ опухоли [171].

Секвенирование ДНК выявило высокую гете-
рогенность опухолей молочной железы у разных 
пациенток [172], которая может быть обусловлена 
различными этиологическими факторами и факто-
рами окружающей среды. Например, у 100 больных 
раком молочной железы обнаружены 73 уникаль-
ные комбинации нарушений в генах, связанных 
с канцерогенезом [173, 174]. Эти данные свидетель-
ствуют о том, что клиницисты могут назначить те-
рапию, но практически невозможно предсказать 
ее эффективность, опираясь только на результа-
ты секвенирования. Более того, существует также 
и внутриопухолевая гетерогенность, т. е. опухоль 
состоит из разнообразных популяций клеток, или 
субклонов, с отличительными фенотипами, вклю-
чая изменение генетических, эпигенетических 
и метаболических особенностей, а также поведе-
ние опухоли и чувствительность к лекарственным 
средствам [175]. Секвенирование опухолевого гено-
ма позволяет получить представление о возможных 
мутациях и рекомендовать способы эффективной 
точной медицины, тогда как аватары используют-
ся для функциональной оценки внутриопухолевой 
гетерогенности и анализа ответа на терапию. Если 
специфические методы лечения не устраняют рак 
в модели аватара, то можно пробовать другие пре-
параты до тех пор, пока не отреагируют все суб-
клоны опухоли. Использование аватаров в процес-
се принятия клинических решений позволит пред-
сказать, какие комбинации лекарств могут быть 
успешными при гетерогенной опухоли, избавляя 
пациентов от побочных эффектов и  напрасной 
траты времени на неэффективную терапию.

Современные методы генерации mPDX не иде-
альны для повторной оценки гетерогенности опу-
холей, поскольку обычно требуется не менее трех 
последовательных трансплантаций опухолей чело-
века мышам [176]. mPDX, полученный после такой 
последовательной трансплантации, демонстриру-
ет более агрессивные фенотипы опухоли (большую 
скорость пролиферации, способность к метаста-
зированию и инвазии). С увеличением числа пас-
сажей ксенотрансплантата у мышей усиливается 
рост опухоли и ее злокачественность [177]. Геном-
ные изменения, вызванные или отобранные путем 
пассирования, также влияют на чувствительность 
опухолевых клеток к  лекарственным средствам, 
особенно на более поздних пассажах [178, 179].

Кроме того, при последовательной трансплан-
тации mPDX может измениться клональный состав 
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опухоли. Так, с использованием mPDX показано, 
что каждая последующая трансплантация лейкоз-
ных клеток приводила к сокращению числа суб-
клонов на 30–90% [180]. Последовательная транс-
плантация клеток рака молочной железы в mPDX 
также влияла на кинетику роста опухоли [181]. Эти 
результаты свидетельствуют о влиянии избиратель-
ного давления отбора на ксенотрансплантирован-
ные клетки, приводящего к  адаптации опухоли 
человека к окружающей среде в mPDX. Гетероген-
ная опухоль у пациента динамична и реагирует на 
стрессирующие воздействия, поэтому выживают 
наиболее приспособленные клоны, стимулирую-
щие рост опухоли. Это может привести к потен-
циальной неверности модели [182]. Следовательно, 
скрининг лекарств в этих аватарах может неточно 
отражать ответ опухоли в организме пациента.

Личиночный zPDX может решить эту пробле-
му, так как клетки человека ксенотрансплантируют 
в личинки непосредственно из первичной опухоли 
после диссоциации до единичных клеток и экспе-
рименты завершаются в течение 5–10 дней [46, 145, 
183–187]. Эти короткие временные рамки придают 
личиночной модели zPDX способность к лучшему 
сохранению гетерогенности опухоли пациента. Во 
взрослых данио с ослабленным иммунитетом ксе-
нотрансплантаты могут сохраняться в течение бо-
лее длительного времени и оцениваться в течение 
60 дней после трансплантации. Подобно mPDX, 
взрослый zPDX может проявлять селективность 
в отношении специфических субклонов опухоли, 
способных адаптироваться к микросреде D. rerio. 
В  целом для выяснения клонального поведения 
опухоли как в  личиночном, так и  во взрослом 
zPDX необходимы дальнейшие исследования.

Как правило, в одно животное можно инъеци-
ровать 100–800 клеток пациента, а в сотни личинок 
могут быть трансплантированы практически все 
субклоны опухоли [145]. Гетерогенная опухоль бу-
дет разделена на более мелкие части, и с помощью 
аватаров zPDX можно быстро тестировать терапев-
тические схемы и оценивать результаты лечения. 
Флуоресцентное маркирование опухолевых клеток 
позволяет отобрать резистентные клоны и путем 
секвенирования выявить механизмы их резистент-
ности, которые станут основой для вторых раундов 
тестирования лекарств. Это может помочь оценить 
опухолевый ландшафт пациента за несколько дней 
[188], тогда как в случае mPDX для этого требуют-
ся месяцы [189]. Большое количество используе-
мых животных обеспечивает статистическую зна-
чимость результатов, а одноклеточное разрешение 
при визуализации личинки данио позволит иден-
тифицировать субклоны с лекарственной устойчи-
востью, не обнаруженные ранее [43, 190, 191].

В качестве дополнения к личиночному zPDX ис-
пользуется и модель zPDX на взрослых D. rerio, кото-
рая дает больше времени для оценки субклонального 

поведения, поскольку приживление происходит 
в течение 28–60 дней. Взрослым рыбкам пересажи-
вают примерно по 100 опухолевых клеток, поэтому 
каждая из них будет содержать гетерогенную опу-
холь, имитирующую образец пациента [54]. Таким 
образом, эта модель может быть полезна при иден-
тификации опухолевых клонов, которые приводят 
к формированию рецидива, потенциально раскры-
вая индивидуальную информацию о генетических 
и молекулярных профилях рецидивирующей опу-
холи, что поможет выбрать правильный алгоритм 
лечения.

Danio rerio в фармакологии. D. rerio уже много 
лет используют в  фармацевтических исследова-
ниях, в крупномасштабных низкомолекулярных 
скринингах in vivo [164]. В настоящее время уста-
новлено, что определенные лекарственные сред-
ства сходным образом действуют и на людей, и на 
данио. Например, кардиотоксичные для человека 
препараты вызывают отек перикарда и нарушения 
кровообращения у данио [192]. D. rerio является 
хорошо зарекомендовавшей себя моделью для из-
учения фармакокинетики, при этом многие ком-
поненты метаболических реакций, участвующих 
в  трансформации лекарственных средств, кон-
сервативны у данио и млекопитающих [193–195]. 
Консервативность метаболических процессов у да-
нио и человека предполагает, что лекарственные 
средства у них метаболизируются и используются 
практически одинаковым образом [196]. Проведе-
ние химических скринингов на модели D. rerio вы-
явило несколько препаратов, которые в настоящее 
время находятся на разных стадиях клинических 
испытаний [197, 198]. Например, был идентифи-
цирован дорсоморфин, первый ингибитор мор-
фогенетического белка кости. Производные этого 
соединения проходят клинические испытания при 
прогрессирующей оссифицирующей фибродис-
плазии [199]. Фармацевтические компании также 
осознают ценность D. rerio в качестве модели и соз-
дают собственные предприятия по их выращива-
нию или сотрудничают с внешними организация-
ми по контрактным исследованиям этих организ-
мов [200]. Личиночные zPDX позволяют оценивать 
фармакокинетику, фармакодинамику и  токсич-
ность лекарственных средств на уровне организма. 
Кроме того, ксенотрансплантированными личин-
ками D. rerio легко манипулировать в 96-луночном 
планшете [164].

Кожа личинок данио обладает высокой про-
ницаемостью, что позволяет проводить скрининг 
лекарств наружным методом и делает процесс те-
стирования более быстрым, чем при применении 
мышей, которых инъецируют [201]. Однако этот 
метод не подходит в случае лекарств с ограничен-
ной растворимостью в  воде. Медикаментозное 
лечение при температуре ниже 37°C (температу-
ра содержания рыб 28°C) также может влиять на 
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эффективность некоторых химиотерапевтических 
средств [202]. Более того, скрининг лекарственных 
средств и другие способы определения характери-
стик опухоли обычно ограничиваются 7–8 днями 
после получения личиночного zPDX, прежде чем 
иммунная система рыбы начнет отторгать транс-
плантат [203]. Поэтому препараты, которым требу-
ется более длительное время, чтобы вызвать гибель 
клеток (например, включающие вмешательство 
в клеточный цикл или вызывающие эпигенетиче-
ские изменения), не могут показать значительный 
эффект в этой краткосрочной модели [204].

Несомненно, mPDX продолжают играть важную 
роль в тестировании лекарств в системах млекопи-
тающих, однако высокая стоимость и трудоемкость 
процедуры ограничивают их применение в круп-
номасштабных скринингах, направленных на про-
верку эффективности прецизионных лекарствен-
ных соединений. Модели zPDX могут восполнить 
этот пробел. Роботизированная система позволяет 
инъецировать до 2000 эмбрионов за 1 ч с вероят-
ностью успеха 99% для высокопроизводительных 
анализов [205]. Этапы визуализации также могут 
быть автоматизированы с  помощью нескольких 
подходов. Например, VAST BioImagerTM (“Union 
Biometrica”, США) может получать изображения 
до 100 личинок/ч с 85%-ным успехом визуализа-
ции [206]. Для регистрации миграции раковых 
клеток в режиме реального времени использова-
ли микроскопию селективного плоского освеще-
ния (SPIM). Этот метод позволил дифференциро-
вать характер и скорость распространения опухо-
левых клеток разного происхождения, например 
рака молочной железы и лейкоза [207]. Рост, ин-
вазию и выживаемость клеток глиобластомы при 
ортотопической ксенотрансплантации оценивали 
с использованием флуоресцентной визуализации 
в реальном времени и анализа изображений с по-
мощью искусственного интеллекта [208]. В около-
глазную мышцу взрослых особей D. rerio (иммуно-
дефицитная линия prkdc–/–, il2rga–/–) прививали 
клетки рабдомиосаркомы человека и через 7 дней 
проводили медикаментозное лечение с помощью 
перорального зондирования. Показано, что ком-
бинированная терапия олапарибом и темозоломи-
дом приводила к формированию большего коли-
чества клеток с задержкой в фазе G2 по сравнению 
с контрольными особями [54]. В настоящее время 
эта комбинация проходит фазу I клинических ис-
пытаний у детей с рабдомиосаркомой (clinicaltrials.
gov идентификатор: NCT01858168) [Phase I Study 
of Olaparib and Temozolomide for Ewings Sarcoma 
or Rhabdoomyosarcoma. Available online: https://
clinicaltrials.gov/ct2/show/record/NCT01858168 
(accessed on 15 December 2022)].

Аватары D. rerio для прогнозирования результатов 
лечения пациентов. В последнее время все больший 
интерес вызывают исследования, направленные 

на оценку способности zPDX прогнозировать от-
вет пациентов на лечение. При этом параллель-
но используют результаты клинических испыта-
ний и анализа аватаров D. rerio [66, 184, 187, 189, 
209]. Показано, что эффективность химиотерапии, 
определенная на zPDX, в основном соответствует 
клинической картине [209].

Результат данной работы [209] лег в основу пер-
вого испытания XenoZ (clinicaltrials.gov идентифи-
катор: NCT03668418): клинического исследования 
на пациентах с раком поджелудочной железы и же-
лудочно-кишечного тракта и их аватарах. Эффек-
тивность прогнозирования оптимального режима 
лечения на модели zPDX оценивали на 120 паци-
ентах [210]. Эквивалентную дозу химиотерапии 
у  D.  rerio рассчитывали с  использованием коэф-
фициента пересчета; этот коэффициент был опре-
делен путем объединения данных исследований 
безопасности (максимально переносимая доза) 
и эффективности (значительное уменьшение пло-
щади опухоли). В исследование вошли 24 пациен-
та с раком поджелудочной железы, толстой кишки 
и желудка, проходящих химиотерапию; биопсий-
ный материал этих пациентов использовали для 
создания аватаров. На полученных zPDX оцени-
вали влияние химиотерапии с  использованием 
адаптированных к D.  rerio критериев ответа при 
солидных опухолях (RECIST), основанных на из-
менении площади опухоли в модельном организ-
ме. Чувствительность различных типов привитых 
опухолей к  химиотерапии соответствовала чув-
ствительности, о которой сообщалось в клиниче-
ском контексте. Например, у аватаров рака толстой 
кишки, как и у пациентов, комбинированное ле-
чение FOLFIRI, FOLFOX, FOLFOXIRI было бо-
лее эффективным, чем однократное применение 
5-FU [66]. Аватары D. rerio также могут предска-
зывать реакцию на лечение при протоковой аде-
нокарциноме поджелудочной железы [184]. В этом 
исследовании считали, что пациент не отвечает 
на лечение, если рецидив у него происходил в те-
чение одного года, и отвечает, если рецидивов не 
было. В модели zPDX ответом на лечение счита-
ли уменьшение размера опухоли более чем на 50%. 
Из 31 пациента, биопсийный материал которых ис-
следовали, 16 находились под наблюдением в сред-
нем в течение 19 мес. На модели zPDX показано, 
что опухоли семи из 16 пациентов отвечали на ле-
чение, а 9 не реагировали. При этом только один 
пациент из семи (ошибка 14.3%), ответивших на 
лечение, сообщил о рецидиве рака, в то время как 
у шести из 9 (точность 66.7%) пациентов, аватары 
которых идентифицированы как не ответившие, 
наступил рецидив рака. Таким образом, модели 
zPDX могут достаточно точно предсказать реакцию 
пациента на химиотерапевтические средства.

Кроме того, в рамках этого же совместного кли-
нического исследования разработана модель zPDX 
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колоректального рака, для оценки которой приме-
няли адаптивные критерии RECIST прогнозиро-
вания ответа на химиотерапию при лечении 5-FU, 
FOLFIRI, FOLFOX, FOLFOXIRI в течение 2 дней. 
Полученные аватары предсказывали ответ на хи-
миотерапию с точностью 75% [184], поэтому пла-
нируется проведение аналогичного исследования 
под названием “Оценка роста опухоли и онколо-
гического лечения у пациентов с колоректальными 
метастазами в печень” (CRLM) с использованием 
модели эмбриона D. rerio (CRLM-Z) (clinicaltrials.
gov идентификатор: NCT05289076). Этот проект 
представляет собой когортное исследование, в ко-
тором примут участие 40 пациентов. Анализ отве-
та на разные методы лечения как у пациентов, так 
и у zPDX может послужить основой для дальней-
ших шагов [211]. Таким образом, аватары D. rerio 
теперь служат мощным инструментом точной ме-
дицины и потенциально могут помочь в принятии 
обоснованных решений о персонифицированной 
терапии [204, 212, 213].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

К настоящему времени созданы модели zPDX 
для различных типов рака, включая рак желуд-
ка [145], колоректальный рак [43], рак молочной 
железы [183], немелкоклеточную аденокарциному 
легкого [214], аденокарциному протоков поджелу-
дочной железы [184] и другие [185, 186, 215].

Сравнили модели zPDX и  mPDX в  качестве 
аватаров. Реакция zPDX на стандартное лечение 
очень хорошо коррелирует с реакцией mPDX и па-
циентов [214]. Сравнение mPDX и zPDX (в случае 
колоректального рака) показало, что в обеих мо-
делях применение химиотерапии приводило к зна-
чительному увеличению апоптоза и уменьшению 
пролиферации опухолевых клеток. Дифференци-
альная чувствительность к химиотерапии некото-
рых раковых клеток, выявленная с помощью мо-
делей zPDX, подтверждена на моделях mPDX [43].

Короткие сроки создания аватаров zPDX, их 
потенциал в проведении скрининговых исследо-
ваний лекарственных средств и более низкая сто-
имость, чем у  мышиных моделей, делают zPDX 
все более популярной и привлекательной моделью 
для прецизионной терапии опухолей. В настоящее 
время доказано, что личиночный zPDX является 
клинически значимой моделью, которая позволя-
ет тестировать лекарства на 96-луночных планше-
тах, сохраняя при этом сложность целого организ-
ма с физиологическими функциями [164, 199, 201, 
216–218]. Взрослые и личиночные zPDX позволяют 
выявлять внутриопухолевую гетерогенность и пре-
доставляют ценную информацию о генетических, 
молекулярных и  поведенческих профилях суб-
клонов, вызывающих резистентность пациентов 
к проведению терапии.

Тем не менее каждая модель аватара рака имеет 
свои недостатки, и ни одна из них не может пол-
ностью воссоздать болезнь человека. Необходимо 
тщательно оценивать пригодность всех типов PDX, 
включая zPDX, для ответа на конкретные вопросы, 
относящиеся к  опухоли пациента, включая гете-
рогенность и субклональный ответ на проведение 
терапии. В конечном счете разные модели будут 
играть свои собственные важные роли в конвейе-
ре прецизионной медицины. Требуется проделать 
определенную работу, чтобы приблизить аватары 
D. rerio к клиническим условиям. Методы получе-
ния zPDX для личинок и взрослых особей долж-
ны быть стандартизированы во всех лабораториях, 
чтобы результаты, полученные с их использовани-
ем, были надежными и  воспроизводимыми. До-
полнительное сравнение моделей zPDX и mPDX 
покажет, как они перекрываются и дополняют друг 
друга. Наконец, необходимы более обширные со-
вместные клинические исследования, охватываю-
щие различные типы рака, чтобы сравнить данные 
zPDX с ответами пациентов на лечение.

Работа проведена в рамках выполнения государ-
ственного задания НИЦ “Курчатовский институт”.

Данная работа выполнена без привлечения лю-
дей и животных в качестве объектов исследования.
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ZEBRAFISH XENOGRAPHS IN ONCOLOGY  
AND PERSONALIZED MEDICINE
N. A. Lunina1, *, D. R. Safina1, S. V. Kostrov1
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The bony fish Danio rerio (zebrafish) has become one of the important vertebrate model organisms in 
biomedical cancer research and is used, among other things, for the development of anticancer drugs 
using xenotransplantation approaches. The ex utero development of zebrafish, optically transparent 
tissues in the first month of growth, as well as the immature adaptive immune system during this period 
greatly facilitate the manipulation of embryos. For highly aggressive cancers where patient survival 
may be expected to be only a few months, the zebrafish xenograft assay may be the only appropriate 
method as it requires only 4 to 7 days. Thousands of embryos can be implanted with biopsy tissue from 
a patient to produce zebrafish xenografts and use them to automatically screen a large number of drugs 
and compounds to develop an effective treatment regimen for a specific patient. The review examines the 
advantages and disadvantages of the zebrafish model in oncology research. The main focus is on the use 
of zebrafish xenografts to study metastasis and create avatars in personalized medicine.

Keywords: human malignancies, zebrafish, Danio rerio, xenografts, metastasis, avatar, personalized medicine
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ВВЕДЕНИЕ

Подавляющее большинство вакцин, использу‑
емых в настоящее время, получено классически‑
ми способами. Это либо инактивированные, либо 
живые аттенуированные патогены. Несколько 
особняком стоят вакцины, получаемые на основе 

инактивированных токсинов микроорганизмов 
и формирующие антитоксический иммунитет. Хотя 
эти традиционные вакцины многие годы с успехом 
применяют против широкого круга инфекционных 
заболеваний, они не лишены недостатков, связан‑
ных в основном с низкой иммуногенностью [1]. 
Поразившая весь мир пандемия COVID‑19 заста‑
вила научное сообщество задуматься о разработке 
новых вакцин, высокоэффективных и иммуноген‑
ных. Сейчас основная задача состоит в том, чтобы 
разработать новые технологические подходы, ко‑
торые позволят повысить иммуногенность вакцин 
без ущерба для их безопасности и переносимости. 
Последние достижения в создании вакцин на ос‑
нове ДНК, мРНК и  рекомбинантных вирусных 
векторов – новое направление в борьбе с трудно‑
излечимыми и новыми инфекционными заболева‑
ниями [2]. Активно разрабатываемая в настоящее 
время технология вирусоподобных частиц (virus-
like particles, VLP) представляет собой альтернатив‑
ную платформу для разработки эффективных вак‑
цин. Она основана на рекомбинантных антигенах, 
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Разработка и создание вакцин нового поколения на основе рекомбинантных белков, собирающих‑
ся в вирусоподобные частицы (virus-like particles, VLP), а также рекомбинантных белков в виде на‑
ночастиц – перспективные направления современной биотехнологии. За счет больших размеров 
(20–200 нм) и многократно повторенных антигенных детерминант рекомбинантные VLP-вакцины 
позволяют стимулировать сильные гуморальные и клеточные иммунные ответы. Кроме того, эти вак‑
цины безопасны, так как не содержат чужеродного генетического материала. В обзоре рассмотрены 
типы VLP, а также особенности и недостатки экспрессионных систем, применяемых для их биосин‑
теза. Основной акцент сделан на растительные экспрессионные системы, обеспечивающие биосин‑
тез целевого рекомбинантного белка с матрицы, интегрированной в ядерный или хлоропластный 
геном растения (стабильная экспрессия), либо с матрицы, предназначенной для временной наработ‑
ки целевого продукта (транзиентная экспрессия). Рассмотрены различные пути увеличения выхода 
VLP-формирующих рекомбинантных белков, в том числе с использованием сигнальных пептидов, 
направляющих белок в хлоропласты. Также обсуждены перспективы использования специальных 
сигнальных последовательностей для транспорта VLP-образующих рекомбинантных белков и их на‑
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РЕКОМБИНАНТНЫЕ VLP-ВАКЦИНЫ, СИНТЕЗИРУЕМЫЕ  
В РАСТИТЕЛЬНЫХ СИСТЕМАХ ЭКПРЕССИИ:  

СОВРЕМЕННЫЕ ТЕНДЕНЦИИ И ПЕРСПЕКТИВЫ

УДК 581.19:578.74

 ОБЗОРЫ

Сокращения: VLP (virus-like particles) – вирусоподобные 
частицы; AlMV (alfalfa mosaic virus) – вирус мозаики лю‑
церны; CCMV (cowpea chlorotic mosaic virus) – вирус хло‑
ротичной пятнистости вигны; CMV (cucumber mosaic 
virus) – вирус огуречной мозаики; CPMV (cowpea mosaic 
virus) – вирус мозаики вигны; HBV (hepatitis B virus) – ви‑
рус гепатита B; HCV (hepatitis C virus) – вирус гепатита C; 
HPV (human papillomavirus) – вирус папилломы человека; 
MaMV (malva mosaic virus) – вирус мозаики мальвы; PapMV 
(papaya mosaic virus)  – вирус мозаики папайи; PhMV 
(physalis mottle virus) – вирус пятнистой мозаики физали‑
са; PTM (post-translation modification) – посттрансляцион‑
ные модификации; PVY (potato virus Y) – вирус Y картофе‑
ля; TEV (tobacco etch virus) – вирус увядания табака; TMV 
(tobacco mosaic virus) – вирус табачной мозаики; ОРБ – об‑
щий растворимый белок.
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синтезируемых в различных системах экспрессии 
и  способных собираться в  VLP. Эта технология 
развивается параллельно с вакцинами на основе 
ДНК, мРНК и  вирусных векторов  [3]. VLP-вак‑
цины гораздо более иммуногенны по сравнению 
с субъединичными, ДНК- и РНК-вакцинами, так 
как содержат многократно повторяющиеся ан‑
тигенные эпитопы/детерминанты в  правильной 
конформации, которые иммунная система эффек‑
тивно распознает. Заметим, что низкая иммуно‑
генность субъединичных вакцин часто обусловле‑
на именно неправильной конформацией целевого 
антигена [4]. Кроме того, в случае субъединичных 
и мРНК- и ДНК-вакцин чаще всего необходимо 
введение в их состав адьювантов и проведение по‑
вторных вакцинаций для индукции протективного 
иммунного ответа [5].

Изначально, с середины XX века, термин “virus-
like particles” использовали в вирусологии для обо‑
значения видимых при электронной микроскопии 
частиц, которые предположительно были вируса‑
ми. С развитием биотехнологии этот термин при‑
обретает новое значение: сейчас под VLP понима‑
ют частицы, лишенные вирусного генетического 
материала, состоящие только из капсидных и/или 
других вирусных белков  [6]. Впервые VLP были 
получены в 1968 году в результате реассоциации 
белков оболочки вируса хлоротической крапчато‑
сти вигны (cowpea chlorotic mottle virus, CCMV) [7]. 
В  1976  году были получены VLP на основе бел‑
ков вируса мозаики папайи (papaya mosaic virus, 
PapMV)  [8]. Платформа VLP позволяет решать 
различные проблемы, которые связаны с традици‑
онными вакцинами: возможную реверсию к виру‑
лентной форме аттенуированных штаммов патоге‑
нов, низкую иммуногенность, длительный период 
формирования иммунного ответа для инактиви‑
рованных вакцин,  – и  обеспечить сильный им‑
мунный ответ [9]. VLP – это мультимерные само‑
собирающиеся комплексы одного или нескольких 
вирусных белков, которые образуют наночастицы 
размером 20–200 нм (в случае палочковидных или 
нитевидных вирусов длина может быть больше), по 
форме близкие к нативному вирусу, но лишенные 
его генетического материала и поэтому не способ‑
ные к репликации [9]. VLP могут служить вакциной 
не только от вирусов, белки которых были исполь‑
зованы для их сборки, но также содержать иммуно‑
генные эпитопы других патогенов. Для их получе‑
ния используют методы конъюгации белков, слия‑
ния генов или химической модификации. Это так 
называемые химерные, или гибридные, VLP [9, 10]. 
Благодаря своим размерам VLP свободно проника‑
ют в лимфатические узлы и легко узнаются анти‑
генпрезентирующими клетками, что повышает их 
иммуногенность по сравнению с другими вакци‑
нами как на гуморальном, так и клеточном уров‑
не [11]. Наличие множества копий антигена на их 
поверхности – еще один фактор, увеличивающий 

эффективность VLP-вакцин. Кроме того, исполь‑
зование VLP в качестве вакцин гораздо безопаснее 
по сравнению с классическими и нуклеиновыми 
вакцинами, так как они не содержат генетического 
материала патогенов.

VLP могут быть синтезированы в  различных 
экспрессионных системах, как прокариотических 
(Escherichia coli), так и эукариотических (дрожжи, 
клетки млекопитающих и  насекомых, растения 
и их клеточные культуры). В представленном об‑
зоре рассмотрены в основном VLP-вакцины, син‑
тезируемые в растительных системах экспрессии. 
Растительные системы, по сравнению с другими, 
имеют ряд преимуществ.

Так как многие вирусные белки гликозилирова‑
ны, а прокариоты не способны к посттрасляцион‑
ным модификациям (post-translation modification, 
PTM), то для получения эффективных VLP-вакцин 
предпочтение отдают эукариотическим системам 
экспрессии. Паттерны гликозилирования у расте‑
ний и животных сильно отличаются, поэтому для 
синтеза VLP предпочитают использовать гумани‑
зированные растения или культуры их клеток [10]. 
Растительные системы экспрессии требуют значи‑
тельно меньших материальных затрат, чем культу‑
ры клеток млекопитающих, легко масштабируют‑
ся и лишены опасности контаминации патогена‑
ми человека и животных. Кроме того, вакцины на 
основе VLP вирусов растений, а также животных 
безопасны для окружающей среды в  целом, так 
как лишены вирусного генетического материала. 
Проблемы низкого уровня экспрессии VLP в клет‑
ках растений и сайленсинга случайно встроенных 
в геном целевых генов в большинстве случаев мо‑
гут быть решены в системах транзиентной экспрес‑
сии с использованием репликонных систем виру‑
сов растений: например, BeYDV-репликона [12, 13] 
и MagnICON [13, 14], созданных на основе виру‑
сов желтой карликовости фасоли (bean yellow dwarf 
virus, BeYDV) и табачной мозаики (tobacco mosaic 
virus, TMV) соответственно.

СТРУКТУРА И ТИПЫ 
ВИРУСОПОДОБНЫХ ЧАСТИЦ

VLP образуются в результате самопроизвольно‑
го взаимодействия одного или нескольких белков 
вируса, образуя единую наноструктуру. VLP струк‑
турно похожи на вирусную частицу, но лишены 
вирусного генома или содержат только его фраг‑
мент. Чаще всего VLP собираются в сферические, 
палочковидные или нитевидные структуры – в за‑
висимости от вида формирующего их вируса. VLP, 
состоящие из одного белка, имеют относительно 
простое строение, в то время как мультибелковые 
VLP могут содержать два или даже три слоя, при‑
чем с разной структурой. Более сложные VLP, на‑
пример на основе белков вируса иммунодефицита 
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человека типа 1 (ВИЧ‑1) или вируса гриппа, имеют 
внешнюю фосфолипидную мембрану, в которую 
встроены антигенные детерминанты поверхност‑
ных белков вируса. По этому признаку принято 
делить VLP на два типа: безоболочечные, состо‑
ящие только из вирусных белков, и оболочечные 
(eVLP), окруженные фосфолипидной мембраной, 
заимствованной у клетки-продуцента (рис. 1). Не‑
обходимость формирования у eVLP мембраны со 
встроенными вирусными гликопротеинами огра‑
ничивает выбор экспрессионных систем для их 
синтеза. Оба типа VLP могут нести эпитопы чу‑
жеродных антигенов, присоединенные к  вирус‑
ным белкам тем или иным способом (конъюга‑
ция на уровне белков, слияние генов, химическая 
модификация) [15].

Безоболочечные VLP
Безоболочечные VLP состоят из множества мо‑

лекул одного или 2–3 самособирающихся вирус‑
ных белков и не имеют фосфолипидной мембра‑
ны хозяина (рис. 1). Для их образования обычно 
достаточно экспрессии генов, кодирующих соот‑
ветствующие белки, в используемой системе. Бе‑
зоболочечные VLP до сих пор остаются наиболее 
привлекательной платформой для создания вак‑
цин против многих патогенов, так как их легко 
получать и  очищать  [16]. Более того, безоболо‑
чечные VLP имеют значительно меньшие разме‑
ры, чем оболочечные, что позволяет им проходить 
через тканевые барьеры и  проникать в  лимфо‑
узлы [17]. Безоболочечные VLP делятся на моно- 
и мультибелковые, а также на одно-, двух- и трех‑
слойные. В качестве примера монобелковых VLP 
можно привести вакцины на основе вируса па‑
пилломы человека (human papillomavirus, HPV). 

Единственный капсидный белок этого вируса 
можно экспрессировать как в прокариотических, 
так и  в  эукариотических системах. В  некоторых 
случаях простые VLP могут быть сформированы 
в бесклеточной среде. В этом случае растворимый 
белок сначала нарабатывается в клетке, а затем вы‑
водится наружу, где собирается в VLP правильной 
конфигурации [18, 19].

Получение мультибелковых безоболочечных 
VLP – более трудная задача. Они чаще всего мно‑
гослойные, со сложным взаимодействием мономе‑
ров друг с другом [20]. Эти VLP обычно синтези‑
руются и собираются в эукариотических системах 
экспрессии, таких как дрожжи [21], клетки насеко‑
мых [22] и растений [23]. Разные белки мультибел‑
ковых VLP могут быть синтезированы и собраны 
в одной клетке. В качестве примера мультибелко‑
вых многослойных VLP можно привести синте‑
зированные в клетках насекомых VLP на основе 
белков вирусов блютанг [24], энтеровируса‑71 [25], 
полиовируса [26] и ротавируса [27]. Также мульти‑
белковые VLP были получены из белков L1 и L2 
HPV 16 типа (HPV‑16) [28].

Оболочечные VLP (eVLP)
По сравнению с безоболочечными, eVLP имеют 

более сложное строение (рис. 1). У них есть внеш‑
няя фосфолипидная мембрана, происходящая из 
клетки-хозяина, с заякоренными в ней одним или 
несколькими вирусными гликопротеинами  [29]. 
Эти поверхностные гликопротеины служат глав‑
ными антигенами для образования нейтрализую‑
щих эти вирусы антител. Для формирования eVLP 
необходимо выполнение следующих условий: со‑
вместной экспрессии нескольких генов струк‑
турных белков вируса, сборки их в  наночасти‑
цы в клетке и высвобождения последних наружу. 
Сборка кора VLP и приобретение фосфолипидной 
оболочки предположительно происходят в  эндо‑
плазматическом ретикулуме [30, 31]. К сожалению, 
минимальные компоненты, необходимые для об‑
разования eVLP, недостаточно хорошо изучены 
и варьируют от вируса к вирусу. Обычно их обра‑
зование происходит в два этапа. Сначала из струк‑
турных белков вируса собирается кор VLP, кото‑
рый затем инкапсулируется мембраной, чаще всего 
происходящей из эндоплазматического ретикулума 
клетки-хозяина. На этом же этапе к образованной 
фосфолипидной мембране eVLP присоединяют‑
ся вирусные гликопротеины, представляющие его 
основные антигенные детерминанты. Самосборка 
eVLP и выход их из клетки зависят как от струк‑
туры белков кора, так и гликопротеинов оболочки 
вируса или от того и другого [32–34]. Так, для обра‑
зования eVLP ретровирусов, например ВИЧ‑1, до‑
статочно экспрессии гликопротеина Gag, а в случае 
флавивирусов и коронавирусов – только гликопро‑
теина оболочки [29].

1
3

2

1

бa

Рис. 1. Общая схема строения безоболочечных (а) 
и оболочечных (б) VLP. 1 – Структурный белок виру‑
са, формирующий монобелковую VLP (если вирусных 
белков несколько, то они формируют мультибелковую 
VLP, в которой может быть уже несколько слоев); 2 – 
фосфолипидная мембрана, образованная из мембра‑
ны эндоплазматического ретикулума клетки-проду‑
цента; 3 – вирусные мембранные или трансмембран‑
ные гликопротеины.
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Правильный фолдинг и гликозилирование по‑
верхностных антигенов вируса в  составе оболо‑
чечных eVLP-вакцин – чрезвычайно важные фак‑
торы для эффективного распознавания патогенов 
иммунной системой хозяина [35]. Например, му‑
тантный вирус Зика, содержащий негликозилиро‑
ванный белок оболочки (Е), не вызывает у млеко‑
питающих серьезного заболевания и индуцирует 
слабый иммунный ответ [36]. Показано, что глико‑
зилирование белка E – один из факторов патоген‑
ности вируса Денге (DENV) [37]. Поскольку eVLP 
имеют фосфолипидную мембрану, полученную 
от клетки-хозяина, они значительно более чув‑
ствительны, чем безоболочечные VLP, к условиям 
внешней среды. Так, температурные сдвиги, а так‑
же процессы выделения и очистки могут привести 
к  нежелательным воздействиям на их структуру. 
В некоторых случаях еVLP подвергают модифика‑
циям, вводя в них мутации, повышающие устой‑
чивость к  повышенной температуре  [38]. Наи‑
более известны еVLP вируса гриппа  [39], ретро‑
вирусов [40] и вируса гепатита C (hepatitis C virus, 
HCV) [30]. Сконструированы eVLP вируса болезни 
Ньюкасла, которые формировались при одновре‑
менной экспрессии белков HN, F, NP и M в клет‑
ках птиц. Эти наночастицы структурно напомина‑
ли нативные вирионы, сохраняли функциональ‑
ную активность ассоциированных с  оболочкой 
гликопротеинов. Эффективность формирования 
этих eVLP составила 84%, что позволяет получать 
их в больших количествах, необходимых для про‑
изводства вакцины [41].

Химерные VLP
Химерные VLP, наряду со структурными бел‑

ками одного вируса, содержат еще белки или им‑
муногенные эпитопы других патогенов. Химерные 
VLP считают наиболее эффективным инструмен‑
том для разработки вакцин, которые обеспечива‑
ют широкую и мощную комплексную защиту от 
инфекционных заболеваний [42]. Такие сложные 
наноструктуры, содержащие иммуногенные эпи‑
топы разных вирусов, могут быть сконструиро‑
ваны с  использованием рекомбинантных векто‑
ров, содержащих как гены структурных вирусных 
белков, формирующих VLP, так и гены пептидов 
или белков других патогенов [43]. Химерные VLP 
имеют на своей поверхности множество сайтов, 
к  которым методами генной инженерии или хи‑
мической модификации могут быть присоедине‑
ны антигены других вирусов [44]. Химерные VLP 
могут быть созданы как на основе безоболочечных, 
так и оболочечных вирусов. Несколько вакцин на 
основе химерных VLP уже проходят клинические 
испытания, включая вакцины против гепатита B 
(M2-HBcAg) и против малярии (MalaryVax)  [29]. 
Также сконструированы вакцины против вируса 
гриппа A/Udorn/72 (H3N2) [43] и ВИЧ‑1 [45, 46].

Химерные VLP-вакцины значительно более 
иммуногенны, чем субъединичные, и  индуциру‑
ют сильный не только B-клеточный, но и T-кле‑
точный иммунные ответы, включая как CD4+, так 
и CD8+ лимфоциты [47].

Разработаны и проходят клинические испыта‑
ния химерные VLP-вакцины, предназначенные 
для борьбы с  неинфекционными заболевания‑
ми. На основе бактериофага Qβ созданы химер‑
ные VLP против артериальной гипертензии, рака, 
аллергического ринита, астмы, диабета, болезни 
Альцгеймера и  даже от никотиновой зависимо‑
сти  [48,  49]. В  экспериментах на животных про‑
демонстрирована высокая эффективность вакцин 
против малярии [50, 51], некоторых онкологиче‑
ских  [44, 51] и  аутоиммунных заболеваний  [49], 
болезни Альцгеймера [51, 52] и аллергических ре‑
акций  [51]. Эти потенциальные вакцины, осно‑
ванные на VLP вирусов растений: вируса огуреч‑
ной мозаики (cucumber mosaic virus, CMV), ви‑
руса мозаики вигны (cowpea mosaic virus, CPMV) 
и TMV, – были высокоэффективны в эксперимен‑
тах на животных [49–53].

ЭКСПРЕССИОННЫЕ ПЛАТФОРМЫ 
ДЛЯ ПРОИЗВОДСТВА VLP. РАСТИТЕЛЬНЫЕ 

СИСТЕМЫ ЭКСПРЕССИИ

Для производства VLP-вакцин могут быть ис‑
пользованы различные системы экспрессии – как 
прокариотические, так и эукариотические. У ка‑
ждой платформы есть свои преимущества и недо‑
статки; их выбор определяется строением и слож‑
ностью получаемых VLP, а также балансом меж‑
ду выходом продукта и  стоимостью процесса 
наработки рекомбинантного белка [11]. Эукарио‑
тические системы включают Baculovirus/insect cells 
(B/IC) [29], культуры клеток млекопитающих [54] 
и растения или их клеточные культуры [23]. Пра‑
вильный выбор экспрессионной системы – важ‑
нейший фактор обеспечения корректного фол‑
динга и PTM белков, образующих VLP. Третичная 
структура VLP-формирующих вирусных белков 
и строение VLP могут различаться в разных экс‑
прессионных системах из-за различий в гликози‑
лировании и фосфорилировании, что влияет на 
иммуногенность вакцины, так как PTM антиге‑
нов часто необходимы для стимуляции иммунного 
ответа [54].

Нерастительные экспрессионные системы: 
преимущества и  недостатки

Бактерии, в основном Escherichia coli, относят‑
ся к широко используемым экспрессионным си‑
стемам для получения VLP. Однако в связи с ря‑
дом факторов, таких как отсутствие системы PTM, 
неправильное формирование дисульфидных 
связей и  низкая растворимость синтезируемых 
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рекомбинантных белков, бактериальные системы 
не подходят для синтеза еVLP  [16], хотя вполне 
удовлетворяют требованиям для получения безо‑
болочечных VLP с одним или двумя структурными 
вирусными белками [54].

Дрожжи Saccharomyces cerevisiae и Pichia pastoris 
часто используют для синтеза VLP, так как они бы‑
стро растут, продуцируют высокие уровни реком‑
бинантных белков, производят некоторые PTM, их 
культивирование не требует больших затрат и лег‑
ко масштабируемо. Однако отсутствие метаболиче‑
ских путей для осуществления сложных PTM, вы‑
сокоманнозное гликозилирование, более низкий 
по сравнению с бактериальными системами экс‑
прессии выход рекомбинантных белков и склон‑
ность к потере плазмид значительно ограничивают 
использование дрожжевой платформы для синте‑
за VLP [29]. Тем не менее в дрожжевых системах 
экспрессии получены эффективные VLP-вакци‑
ны, например против вируса гепатита B (hepatitis B 
virus, HBV). Несмотря на отличные от клеток мле‑
копитающих паттерны PTM, эта вакцина индуци‑
ровала высокий иммунный ответ [10].

Бакуловирусные системы экспрессии в культу‑
рах клеток насекомых (B/IC-системы) наиболее 
распространены для получения как безоболочеч‑
ных, так и еVLP [29]. В этих системах уровни син‑
тезируемых рекомбинантных белков сопоставимы 
с бактериальными и дрожжевыми платформами. 
В клетках насекомых происходят сложные PTM 
и формируются мультибелковые VLP [55]. К основ‑
ным недостаткам B/IC-платформы относятся более 
простые по сравнению с млекопитающими паттер‑
ны N-гликозилирования, что может быть неприем‑
лемо для некоторых VLP, а также плохая масшта‑
бируемость и  высокая стоимость по сравнению 
с бактериальными системами экспрессии. Следует 
подчеркнуть, что паттерны гликозилирования мо‑
гут быть изменены введением в геном клеток на‑
секомых гликозилтрансфераз млекопитающих [56].

Культуры клеток млекопитающих и птиц счита‑
ются идеальной платформой для производства как 
безоболочечных, так и eVLP-вакцин, но и они не 
лишены недостатков. Это, прежде всего, высокая 
стоимость, трудности с масштабированием и воз‑
можность загрязнения патогенами клеток-про‑
дуцентов  [29]. Бесклеточные экспрессионные 
системы имеют ряд преимуществ по сравнению 
с клеточными платформами и позволяют быстро 
нарабатывать требуемое количество VLP, не за‑
грязненных клетками и клеточными компонента‑
ми. Но их коммерческое использование ограниче‑
но высокой стоимостью и плохой масштабируемо‑
стью [55, 57].

Растительные экспрессионные системы: 
преимущества и  недостатки

Растительные системы экспрессии, как целые 
растения, так и их суспензионные клеточные куль‑
туры, обладают, по сравнению с другими экспрес‑
сионными платформами, рядом преимуществ. Это 
низкая стоимость производства и очистки реком‑
бинантных белков и VLP, возможность масштаби‑
рования, комплексное гликозилирование белков 
и отсутствие возможности контаминации патоге‑
нами млекопитающих. Современные технологии 
транзиентной экспресии, такие как MagnICON, 
BeYDV-репликон  [12–14], Magnifection  [58] 
и CPMV-HT [59], основанные на репликонах ви‑
русов растений, позволяют быстро, в течение не‑
скольких суток, синтезировать в растении до 5 г 
рекомбинантного белка на 1 кг сырой биомассы 
(до 80% общего растворимого белка) [58]. Общая 
схема растительных систем экспрессии, использу‑
емых для наработки рекомбинантных белков для 
получения VLP-вакцин, представлена на рис. 2.

Транзиентная и  ядерная системы экспрессии 
для  наработки VLР-вакцин в  растениях

Химерные или модифицированные вирусы рас‑
тений, безопасные для животных и человека, ши‑
роко используют в  биотехнологии для создания 
вакцин. Более 50 вирусов растений в настоящее 
время служат основой для создания VLP и химер‑
ных вирусов, несущих на своей поверхности чуже‑
родные антигены. Среди них TMV, CMV, вирус мо‑
заики люцерны (AlMV), CPMV, CCMV, PapMV и X- 
и Y-вирусы картофеля (PVX и PVY соответственно). 
Химерные вирусы TMV, PVX, CPMV и CCMV ока‑
зались наиболее стабильными при высоких тем‑
пературах и щелочных pH и могут быть получены 
в больших количествах в растениях-хозяевах [29, 
60]. Показано, что CPMV и вирус легкой крапчато‑
сти перца (pepper mild mottle virus, PMMoV) высо‑
костабильны в условиях пищеварительного тракта 
человека [61] и, следовательно, могут быть исполь‑
зованы для создания так называемых “съедобных” 
вакцин. Также многие вирусы растений исполь‑
зуются или могут найти применение в  дальней‑
шем для создания химерных VLP-вакцин [49, 62]. 
В табл. 1 представлены некоторые примеры такого 
использования растительных вирусов.

Помимо специфического иммунного ответа, 
вызванного присоединенными чужеродными ан‑
тигенами, гибридные VLP на основе вирусов рас‑
тений и целые модифицированные растительные 
вирусы способны вызывать сильные неспецифиче‑
ские иммунные реакции, то есть могут выступать 
в качестве сильных адъювантов. Этот эффект осо‑
бенно важен при лечении неинфекционных, ауто‑
иммунных и  онкологических заболеваний. Соб‑
ственные антигены, расположенные на поверх‑
ности VLP вирусов растений, взаимодействуют 
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с  антигенпрезентирующими комплексами, что 
приводит к активации и увеличению числа нейтро‑
филов, макрофагов и дендритных клеток и, следо‑
вательно, к  выработке широкого спектра интер‑
лейкинов и хемокинов. Так, VLP на основе белков 
CMPV, как и исходный вирус, проявляют иммуно‑
модулирующую активность, которая индуцирует 
регрессию опухоли [60]. За последние годы разра‑
ботано более 100 экспериментальных вакцин, ос‑
нованных на вирусах растений и их VLP. Они пред‑
назначены как для человека, так и для использова‑
ния в ветеринарии и направлены против широкого 
круга заболеваний, включая онкологические, ин‑
фекционные и аутоиммунные [49–53]. В трех си‑
стемах, использующих репликоны модифициро‑
ванных вирусов растений (часть нежелательных 
или подлежащих контролю функций вируса пере‑
дана другим компонентам экспрессионной систе‑
мы), выявлено значительное усиление экспрессии 

VLP вирусов растений при транзиентной экспрес‑
сии. Это основанная на РНК-репликоне TMV 
система MagnICON  [13, 14], на РНК-репликоне 
CPMV система CPMV-HT [59] и на ДНК-реплико‑
не геминивирусов система BeYDV [12, 13].

Растительные системы экспрессии также широ‑
ко используют для получения VLP на основе виру‑
сов животных и человека. VLP безоболочечного ви‑
руса Норволк (Norwalk virus, NV), этиологического 
агента гастроэнтерита, успешно синтезированные 
в стабильно трансформированных растениях то‑
мата, картофеля, табака и салата, имели структу‑
ру, сходную с нативным NV, реплицирующимся 
в клетках кишечника человека. Очищенные VLP 
проявляли высокую иммуногенность на мышиной 
модели. Однако в этих системах экспрессии синтез 
VLP NV проходил медленно и выход составлял ме‑
нее 1% от общего растворимого белка (ОРБ), что 

ДНК-матрица

Биобаллистика
Агробактериальная

трансформация

Стабильная экспрессия
при доставке ДНК-матрицы в 

Ядерный геном клетки

Транзиентная
экспрессия

Хлоропластный геном (пластом)

Целевой
генPRO TER

Выделение и очистка
Рис. 2. Схема биосинтеза рекомбинантных VLP в растительной системе экспрессии. Обозначения: PRO – промотор, 
TER – терминатор.
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Таблица 1. Вирусы растений, используемые для создания кандидатных VLP-вакцин

VLP-
формирующий 

вирус
Заболевание Патоген Антиген Система 

экспрессии
Источ‑

ник

AlMV

бешенство, 
гидрофобия вирус бешенства

пептид Drg24 
гликопротеина 
G (5–24 а. о.) 
и 31D-эпитоп

Nicotiana 
benthamiana [63]

ВИЧ-инфекция ВИЧ‑1 V3-домен белка gp120 N. benthamiana [63]

малярия Plasmodium 
falciparum белок Pfs25 N. benthamiana [64]

респираторная 
инфекция нижних 
дыхательных путей

респираторно-
синцитиальный 

вирус

пептид G-белка 
(21 а. о.) E. coli [65]

CCMV
столбняк Clostridium tetani тетанотоксин E. coli [66]

стрептококковая 
инфекция

Streptococcus 
agalactiae пептид S9 Pichia pastoris [67]

CPMV

стрептококковая 
инфекция

Streptococcus 
agalactiae пептид S9 P. pastoris [67]

парвовирусный 
энтерит собак парвовирус собак пептид 3L17 белка VP2 Vigna unguiculata [68]

PVY
гепатит B HBV эпитоп preS1 E. coli [69]

аллергия на кошек аллерген кошек Fel d1 E. coli [70]

MaMVa грипп вирусы гриппа A 
(H1N1 и H3N8) M2e-пептид белка M2 E. coli [71]

PhMVb рак молочной 
железы

CH401-эпитоп белка 
HER2 E. coli [72]

PapMV

гепатит С HCV эпитоп E2 E. coli [73]

грипп, пневмония
вирус гриппа 
и Streptococcus 

pneumonia
некодирующая оцРНК E. coli [74]

листериоз Listeria 
monocytogenes некодирующая оцРНК E. coli [75]

TMV
поражения кожи 

и слизистой 
у кроликов

папилломавирусы 
кролика 

CRPV/ROPVс
эпитопы белка L2 N. benthamiana

N. tabacum [76]

CMV

псориаз IL‑17 + T-клеточный 
эпитоп титанотоксина

E. coli [77]
аллергия на кошек Fel d1 + T-клеточный 

эпитоп титанотоксина

болезнь 
Альцгеймера

Aβ1–6-эпитоп 
β-амилоида + 

T-клеточный эпитоп 
титанотоксина

TEVd
репродуктивный 
и респираторный 
синдром свиней

PRRSVe эпитопы белков GP3, 
GP4, GP5 и M E. coli [78]

aвирус мозаики мальвы (malva mosaic virus);
bвирус пятнистой мозаики физалиса (physalis mottle virus);
cвирусы папилломы кролика (Cottontail rabbit papillomavirus) и оральной папилломы кролика (Rabbit oral papillomavirus);
dвирус увядания табака (tobacco etch virus);
eвирус репродуктивного и респираторного синдрома свиней (porcine reproductive and respiratory syndrome virus).
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ограничивало их возможное использование в каче‑
стве вакцины. В системах транзиентной экспрес‑
сии MagnICON и BeYDV удалось повысить выход 
этих VLP более чем в 80 раз и получить в листьях 
Nicotiana benthamiana через 12 суток после инфиль‑
трации 0.86 мг/г сырой биомассы [13].

Транзиентная экспрессионная система CPMV-HT, 
основанная на репликоне CPMV, была использована 
для синтеза гетеромультимерных VLP вирусов гриппа 
А (H1N1 и H5N1) в листьях N. benthamiana. Показано, 
что в этой транзиентной системе можно за несколь‑
ко дней синтезировать в растении значительные ко‑
личества VLP обоих штаммов вируса гриппа. Вирус 
гриппа оболочечный и содержит на поверхности ви‑
риона два белка: нейраминидазу (NA) и гемагглюти‑
нин (HA). Гликопротеин HA несет основные анти‑
генные детерминанты вируса гриппа. Показано, что 
для создания сильного иммунного ответа достаточ‑
но присутствия на поверхности VLP белка HA. При 
транзиентной экспрессии HA в N. benthamiana об‑
разовавшиеся VLP концентрировались в простран‑
стве между цитоплазматической мембраной и кле‑
точной стенкой, что облегчало их выделение. Авто‑
рами показано, что на платформе CPMV-HT можно 
продуцировать в растении химерные VLP, несущие 
HA сразу нескольких штаммов вируса гриппа, что 
значительно расширяет спектр действия вакцины. 
Процесс легко масштабировать и получать за месяц 
столько доз вакцины, сколько другими конвенцио‑
нальными методами достигается за год [79]. Эта же 
транзиентная система была использована для созда‑
ния VLP вируса птичьего гриппа А(H7N9); их высо‑
кая иммуногенность продемонстрирована на мыши‑
ной модели [80]. На базе транзиентной платформы 
CPMV-HT в листьях N. benthamiana получены VLP, 
сформированные четырьмя белками вируса афри‑
канской чумы лошадей (African horse sickness virus, 
AHSV). Продемонстрирована способность этой вак‑
цины вызывать сильный иммунный ответ на AHSV 
в экспериментах на морских свинках [81]. В послед‑
нее время для синтеза рекомбинантных белков и VLP 
в промышленных масштабах широко используют ос‑
нованную на системе CPMV-HT платформу транзи‑
ентной экспрессии pEAQ-HT, обеспечивающую вы‑
сокий выход целевых продуктов [82].

Вирион HBV несет поверхностный белок HBsAg, 
способный формировать VLP. Ген, кодирующий 
HBsAg, перенесли в  геномы картофеля, томата, 
люпина и салата и из биомассы этих растений вы‑
делили VLP HBsAg. Однако их выход был очень 
низким  – микрограммы на грамм сырого веса, 
что недостаточно для дальнейшего их использо‑
вания в качестве растительной вакцины. И толь‑
ко использование платформы транзиентной экс‑
прессии позволило повысить выход VLP HBsAg до 
2 мг/г [60, 83]. Следовательно, этот подход можно 
считать перспективным для создания вакцины 
против гепатита В.

На основе AlMV и поверхностного белка Pfs25 
малярийного плазмодия (Plasmodium falciparum) со‑
здана антималярийная вакцина Pfs25 VLP-FhCMB 
(Fraunhofer USA Center for Molecular Biotechnology, 
США), транзиентно нарабатываемая в  листьях 
N. benthamiana; в ходе клинических испытаний про‑
демонстрирована ее безопасность и высокая имму‑
ногенность [50, 84]. Канадская биофармацевтиче‑
ская компания “Medicago Inc.” разработала эф‑
фективную платформу транзиентной экспрессии 
рекомбинантных белков в листьях N. benthamiana 
для получения VLP-вакцин против инфекций, вы‑
званных вирусами гриппа, коронавирусами, рота‑
вирусами и норовирусами [85]. Недавно компания 
сообщила о создании квадривалентной VLP-вак‑
цины, защищающей сразу от 4 штаммов сезонных 
вирусов гриппа. В ходе клинических испытаний 
этой вакцины выявлена высокая иммуногенность 
и сильный гуморальный и клеточный иммунный 
ответ [86].

Этот же подход был использован для созда‑
ния VLP-вакцины Covifenz (разработка Medicago 
in Canada & GlaxoSmithKline, UK) против SARS-
CoV‑2, содержащей рекомбинантный белок шипа 
(S), модифицированный для улучшения его ста‑
бильности и  формирования VLP. S-белок обра‑
зует тримеры, заякоренные в липидной оболочке 
VLP, сформированной из клеточной мембраны 
N. benthamiana [87]. Протективная эффективность 
вакцины Covifenz составляет 78.8%  [88]. Другая 
VLP-вакцина против SARS-CoV‑2, разработан‑
ная компанией “Kentuky Bioprocessing” (США), 
KBP‑201, основана на VLP TMV и  рецепторсвя‑
зывающем домене (receptor-binding domain, RBD) 
белка S. Оба компонента были совместно синте‑
зированы в транзиентной системе N. bentahmiana 
и затем химически сшиты в процессе очистки. Для 
повышения стабильности вакцины KBD‑201 по‑
следовательность RBD белка S была слита с Fc-до‑
меном IgG1 человека, а также с пептидом экстен‑
сина N. benthamiana, обеспечивающим секрецию 
рекомбинантного белка в апопласт [89]. В экспери‑
ментах на мышах показана протективная эффек‑
тивность этой вакцины: около 100% при двукрат‑
ном введении [90]. Серию SARS-CoV‑2 VLP-вак‑
цин разрабатывает компания “iBio, Inc.” (США): 
IBIO‑200, IBIO‑201 и  IBIO‑202. Вакцины осно‑
ваны на полноразмерном S-белке с применением 
технологии FastFarming и транзиентной системы 
экспрессии в N. benthamiana [91].

Вирус Зика (Zika virus, ZIKV) относится к семей‑
ству Flaviviridae, как и вирусы Денге (Dengue virus, 
DENV), Западного Нила (West Nile virus, WNV), 
клещевого энцефалита (tick-borne encephalitis virus, 
TBEV), японского энцефалита (Japanese encephalitis 
virus, JEV) и желтой лихорадки (yellow fever virus, 
YFV). Гликопротеин оболочки ZIKV (zE) состоит 
из трех доменов (EDI, EDII и EDIII) и отвечает 
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за сборку вируса, прикрепление к клеточным ре‑
цепторам и  последующее слияние мембран при 
проникновении вируса в клетку. Гликопротеин zE 
также – основная мишень иммунного ответа хо‑
зяина [92]. Поскольку вирусы ZIKV и DENV гене‑
тически очень близки и эти инфекции совместно 
циркулируют в человеческой популяции, то вакци‑
ны против одной инфекции могут вызывать пере‑
крестные реакции с другой и, как следствие, при‑
водить к антителозависимому усилению инфекции 
(antibody-dependent enhancement, ADE) второго 
возбудителя, что затрудняет создание вакцин [93]. 
Экспериментальная VLP-вакцина против ZIKV, 
основанная на структурном белке нуклеокапсида 
(coat protein, HBcAg) HBV, слитого с EDIII ZIKV 
(HBcAg–zEDIII), и  транзиентно экспрессируе‑
мая в N. benthamiana, индуцировала в мышах как 
B-, так и  T-клеточный иммунный ответ. Важно, 
что эта вакцина не вызывала ADE по отношению 
к DENV [92]. Другая экспериментальная вакцина 
против ZIKV создана на основе VLP CMV, в состав 
которого введен эпитоп тетанотоксина Clostridium 
tetani и  EDIII ZIKV. В  экспериментах на мышах 
вакцина индуцировала высокие уровни ZIKV-ней‑
трализующих антител и  не вызывала ADE при 
DENV-инфекции [94].

Экспериментальная VLP-вакцина против DENV, 
tHBcAg-cEDIII, транзиентно синтезируемая 
в N. benthamiana, сконструирована на основе VLP 
HBV и  EDIII DENV. Вакцина эффективна про‑
тив 4 серотипов DENV. Для лучшего представле‑
ния EDIII-эпитопа иммунной системе этот домен 
был встроен в иммунодоминантную область петли 
c/e1 HBcAg так, чтобы он оказался на шиповидных 
структурах собранных частиц. Иммунизация мы‑
шей вызвала высокие титры антител к DENV через 
4 недели после введения вакцины [95]. Другая кан‑
дидатная VLP-вакцина против DENV, транзиентно 
синтезируемая в листьях N. benthamiana, основана 
на VLP, получаемых на основе полноразмерного 
белка Е DENV. Продемонстрирована ее более вы‑
сокая иммуногенность и эффективность по срав‑
нению с VLP DENV EDIII [96].

Недавно были получены VLP TBEV, транзи‑
ентно cинтезируемые в N. benthamiana и основан‑
ные на вирусных белках C и prM-E. Образование 
VLP подтвердили микроскопически и серологиче‑
ски, но в экспериментах на мышах, которым пе‑
рорально вводили свежие листья N. benthamiana + 
VLP TBEV, не выявили никакого иммунного от‑
вета. Скорее всего, отсутствие иммунной реакции 
связано с разрушением VLP в желудочно-кишеч‑
ном тракте животных [97]. Однако такие же VLP 
TBEV, полученные ранее в  клетках насекомых, 
были высокоиммуногенными при парентеральном 
введении и вызывали у мышей образование анти‑
тел к  вирусу  [98]. Экспериментальная VLP-вак‑
цина против JEV была создана на основе VLP 

вируса мозаики бамбука (BaMV) и EDIII JEV. Эти 
VLP транзиентно нарабатывали в N. benthamiana 
и в листьях Chenopodium quinoa. Иммунизация мы‑
шей этой вакциной приводила к выработке у них 
JEV-нейтрализующих антител [99].

Флавивирус WNV переносится птицами и кома‑
рами и широко распространен по всему миру [100]. 
Создано большое число кандидатных вакцин про‑
тив WNV, в  том числе две экспериментальные 
VLP: на основе prM-E WNV (содержит полнораз‑
мерный вирусный белок E) и химерная на основе 
HBV и EDIII WNV. Эти VLP-вакцины были тран‑
зиентно синтезированы в листьях N. benthamiana 
и вызывали у мышей сильный B- и T-клеточный 
ответ [101, 102].

Распространенные в человеческой популяции 
штаммы HPV высокого онкогенного риска счи‑
таются основной причиной развития рака шейки 
матки у женщин. Основной белок капсида HPV, 
L1, способен к самосборке в VLP, морфологически 
подобные нативным вирионам и несущие на по‑
верхности его основные антигены. Эти VLP могут 
индуцировать сильный иммунный ответ как B-, так 
и T-клеток [103]. За последние годы получено мно‑
жество кандидатных противораковых VLP-вакцин 
на основе белка L1 HPV‑16 и HPV‑11. Некоторые 
из них содержат либо модифицированный белок 
L1, либо несут дополнительные белки HPV, напри‑
мер L1E6/E7 или L1/L2, либо содержат фрагменты 
белков других вирусов. Гены для синтеза этих VLP 
либо встраиваются в ядерный геном, либо тран‑
зиентно экспрессируются в  различных раcтени‑
ях: N. benthamiana, N. tabacum, Solanum licopersicum, 
S. tuberosum, Arabidopsis thaliana. Наиболее пол‑
ный список этих экспериментальных противора‑
ковых вакцин приведен в обзоре B. Shanmugaraj 
с соавт. [104].

Трансмембранный белок gp41 оболочки ВИЧ‑1 
играет важную роль в проникновении вируса через 
слизистые и  инфицировании CD4+-клеток. По‑
липептид Gag – важный структурный компонент 
ВИЧ‑1, который образует капсид и несет важные 
антигенные детерминанты вируса. Совместная 
экспрессия этих белков (полноразмерного Gag 
и  модифицированного gp41, dgp41)  – как ста‑
бильная ядерная, так и транзиентная – в листьях 
N. benthamiana приводит к образованию оболочеч‑
ных VLP, которые в дальнейшем могут служить ос‑
новой для создания вакцины против ВИЧ‑1 [105].

Другие методы получения белковых наночастиц 
в  клетках растений для производства вакцин
Трансформация хлоропластов, по сравнению 

с ядерной, имеет целый ряд преимуществ. Прежде 
всего, за счет большого числа хлоропластных ге‑
номов (пластомов) – до 10 000 на клетку (рис. 2) – 
она обеспечивает высокий уровень экспрессии 
трансгенов, сопоставимый с методами транзиентой 
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экспрессии, но который, в отличие от последних, 
стабилен. Трансформация хлоропластов происхо‑
дит адресно по механизму гомологичного обме‑
на, позволяет избежать инактивации трансгенов 
и дает возможность создавать искусственные опе‑
роны из нескольких белков. Кроме того, двойная 
мембрана хлоропласта защищает рекомбинатные 
белки от расщепления цитозольными протеаза‑
ми, а наследование хлоропластов по материнской 
линии исключает вероятность переноса пыльцой 
трансгенов на другие растения. В то же время не‑
способность посттрансляционного аппарата хло‑
ропластов осуществлять гликозилирование может 
значительно снижать эффективность синтезируе‑
мых в них VLP-вакцин. Кроме того, трансформа‑
ция пластид происходит с низкой частотой и воз‑
никают проблемы при отборе гомопластомных 
и  гомопластидных растений  [106, 107]. В  связи 
с этими недостатками, несмотря на всю привлека‑
тельность транспластомных растений, синтезиро‑
вать VLP-вакцины в хлоропластах удавалось толь‑
ко в нескольких единичных случаях.

Ген белка L1 HPV‑16 методом биобаллистиче‑
ской трансформации был встроен в хлоропластный 
геном N. tabacum, а последующий многоступенча‑
тый отбор привел к получению гомопластомных 
и гомопластидных растений, стабильно синтези‑
рующих рекомбинантный белок L1 в хлоропластах. 
По сравнению с количеством L1, получаемым при 
ядерной трансформации табака (<0.1 мг/г сырой 
биомассы), содержание этого белка, синтезирован‑
ного в хлоропластах, достигало 3 мг/г, что состав‑
ляло 24% от ОРБ. По результатам седиментацион‑
ного анализа ~30% L1 находилось в составе VLP, 
не отличающихся по форме и размеру от нативного 
вириона (диаметр ~60 нм). Остальные наночасти‑
цы были меньше 55 нм и состояли из 12–24 пента‑
мерных капсомеров L1, тогда как полный капсид 
образован 72  капсомерами, то есть 360  молеку‑
лами  L1. Иммунизация мышей частично очи‑
щенными экстрактами листьев транспластомных 
растений с добавлением адъюванта Фрейнда или 
гидроксида алюминия индуцировала продукцию 
HPV-нейтрализующих антител в сыворотке крови 
мышей в титрах 1 : 400 и 1 : 100 соответственно. Эти 
титры сопоставимы с таковыми для VLP HPV, син‑
тезированными в клетках насекомых (1 : 400) [108]. 
В другом исследовании трансформацию хлоропла‑
стов N.  tabacum геном белка L1 HPV проводили 
в двух вариантах: нативном и оптимизированном 
по составу кодонов. В результате полученный бе‑
лок L1 составлял 1.5% от массы ОРБ. Наряду с VLP 
из L1-белка регистрировали более легкие фрак‑
ции наночастиц, а также отдельные пентамерные 
капсомеры  [109]. В  транспластомных растениях 
N. tabacum, синтезирующих мутантный вариант 
рекомбинантного L1 HPV, у которого два консер‑
вативных остатка Cys, образующих дисульфидные 
связи, были заменены на остатки Ser, почти весь 

белок L1 находился в составе капсомеров, также 
обладающих высокой иммуногенностью [110].

Белок Gag (Pr55gag) ВИЧ‑1 формирует VLP, об‑
ладающие высокой иммуногенностью, но при 
транзиентной и  ядерной экспрессии синтезиру‑
ется в очень малом количестве. Продукция Pr55gag 
ВИЧ‑1 резко повышалась при экспрессии в хло‑
ропластах транспластомных растений и  дости‑
гала 7–8% от ОРБ. При слиянии гена белка Gag 
с последовательностью, кодирующей N-концевой 
участок фотосинтетического белка RbcL, было 
достигнуто 25-кратное увеличение уровня Gag 
(до 338 мг/кг сырой биомассы) в транспластомных 
растениях N. tabacum. Также обнаружили, что на‑
копление Gag падает в старых листьях табака, что 
может быть связано со сниженной интенсивностью 
транскрипции/трансляции в них и усилением про‑
теолитической деградации белков. Электронная 
микроскопия подтвердила образование в  хлоро‑
пластах VLP, не отличимых по форме и размеру от 
VLP ВИЧ‑1, полученных в клетках насекомых [111]. 
В транспластомных растениях было синтезировано 
несколько экспериментальных VLP-вакцин: про‑
тив DENV (из белков prM/E) [112]) и против трех 
серотипов вируса полиомиелита [113] в хлоропла‑
стах салата и против вируса некроза нервов рыб 
(NNV) в генетически модифицированных хлоро‑
пластах N. tabacum [114].

Совершенно иной подход к повышению уровня 
накопления VLP-вакцин в растениях предложен 
в ряде других работ. Он заключается в транзиент‑
ной или ядерной экспрессии вирусного гена, коди‑
рующего VLP-образующий белок, слитый с тран‑
зитным сигнальным пептидом, направляющим 
синтезированный белок в  хлоропласты. Низкая 
протеазная активность в  хлоропластах позволя‑
ет значительно повысить выход вирусных белков 
и образованных ими VLP. Подробно этот подход 
рассмотрен в обзоре Т. Muthamilselvan и др. [115]. 
С использованием этого подхода в N. benthamiana 
и N. tabacum был синтезирован рекомбинантный 
белок L1 HPV‑16, собирающийся в VLP и составля‑
ющий 11% от ОРБ [116]. В работе Т. Muthamilselvan 
с соавт. [117] получена ДНК-конструкция, кодиру‑
ющая белок L1 HPV‑16, слитый с 79-аминокислот‑
ной последовательностью белка хлоропластов RbcS, 
которая направляет белок в хлоропласты, а также 
с доменом SUMO. Одновременная транзиентная 
экспрессия этого рекомбинантного белка с направ‑
ляемой в хлоропласты специфической протеазой 
bdSENP1, расщепляющей белок по сайту SUMO, 
позволила синтезировать в  N.  benthamiana L1 
HPV‑16 с выходом 6–8 мкг на 1 г сырой биомассы 
и получить соответствующие VLP, обладавшие вы‑
сокой иммуногенностью в экспериментах на мы‑
шах [117]. Введение в рекомбинантный белок Gag 
ВИЧ‑1 последовательности другого транзитно‑
го пептида, направляющего белок в хлоропласты, 



	 РЕКОМБИНАНТНЫЕ VLP-ВАКЦИНЫ� 395

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 3      2024

также приводило к увеличению продукции целе‑
вого белка в  транзиентной системе экспрессии 
N. benthamiana [111]. Цирковирус свиней (porcine 
circovirus, PCV) вызывает серьезные заболева‑
ния свиней, с высоким уровнем летальности. При 
транзиентной экспрессии в N. benthamiana реком‑
бинантного белка капсида (rCap) PCV типа 2, сли‑
того с транзитным пептидом, направляющим бе‑
лок в хлоропласты, были получены VLP PCV2 в ко‑
личестве 102 мг/кг сырой биомассы, вызывающие 
сильный иммунный ответ у морских свинок [118].

Наряду с VLP для разработчиков эффективных 
вакцин представляют значительный интерес и дру‑
гие наночастицы, которые могут быть синтезиро‑
ваны и накоплены в растениях. Прежде всего, это 
белковые тельца – производные эндоплазматиче‑
ского ретикулума. Белковые тельца содержат мало 
воды, проявляют низкую протеазную активность, 
имеют высокую плотность седиментации и  иде‑
ально подходят для длительного хранения и выде‑
ления больших количеств фармацевтических бел‑
ков. Модифицированный N-концевой сигнальный 
пептид γ-зеина кукурузы, названный Zera, содер‑
жит 112 а. о.; он направляет слитый с ним белок 
в эндоплазматический ретикулум, где и образуют‑
ся белковые тельца [119, 120]. Интересно, что сиг‑
нальный пептид Zera приводит к накоплению сли‑
тых с ним белков не только в клетках растений, но 
и в клетках насекомых и млекопитающих [120, 121]. 
При транзиентной экспрессии гена белка E7 
HPV‑16, слитого с последовательностью, кодиру‑
ющей пептид Zera, в N. benthamiana формирова‑
лись белковые тельца E7 в количестве 0.1–6.0 г/кг 
сырой биомассы. У мышей, иммунизированных 
этими белковыми тельцами, регистрировали силь‑
ный как B-, так и T-клеточный иммунный ответ, 
а также регрессию экспериментальных опухолей. 
Слитый с  E7 Zera-пептид усиливал иммуноген‑
ность E7-белковых телец по типу молекулярного 
адъюванта [122]. Недавно получены белковые тель‑
ца из рекомбинантного белка Env ВИЧ‑1, слитого 
с Zera-пептидом (gp140-Zera), которые у кроликов 
индуцировали сильный иммунный ответ [123].

Эластиноподобные сигнальные пептиды 
(ELP) [124, 125] и гидрофобины (HFB) [126] также 
относятся к перспективным молекулам для созда‑
ния вакцин, основанных на формировании бел‑
ковых телец. Как и Zera-пептид, они направляют 
слитый с ними рекомбинантный белок в эндоплаз‑
матический ретикулум с дальнейшим образованием 
белковых телец [127]. Использование этих пептидов 
для формирования белковых телец позволяет зна‑
чительно повысить выход рекомбинантных белков. 
Так, экспрессия в листьях табака широко использу‑
емого в качестве репортера зеленого флуоресцент‑
ного белка (GFP), слитого с EPL, достигает 40% от 
ОРБ [128], а при слиянии с HFB – 51% [129].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, современная биотехнология от‑
крывает совершенно новые перспективы для соз‑
дания безопасных и эффективных вакцин против 
широкого спектра возбудителей как вирусных, так 
и бактериальных инфекций. Кроме того, вакцины 
нового поколения эффективны при протозойных 
заболеваниях, в частности малярии, а также могут 
найти применение при неинфекционных патоло‑
гиях, таких как болезнь Альцгеймера, аутоиммун‑
ные, системные и  онкологические заболевания. 
VLP и другие биологические наночастицы, служа‑
щие основой этих новых вакцин, обеспечивают их 
высокую иммуногенность и презентацию иммуно‑
компетентным клеткам, а их биосинтез в клетках 
растений позволяет получать биобезопасные вак‑
цинные продукты с относительно небольшими за‑
тратами и адекватными PTM, а также их биобезо‑
пасность и невысокую себестоимость.

Производство VLP и других наночастиц пред‑
ставляет особый интерес для разработки вакцин 
нового поколения, так как они презентируют им‑
мунокомпетентным клеткам млекопитающих мно‑
жество эпитопов белкового антигена, причем без 
предварительного их синтеза в клетках, как это не‑
обходимо в случае ДНК- и мРНК-вакцин. Сравни‑
мые с вирионами размеры VLP – еще один фактор, 
повышающий эффективность презентации антиге‑
нов иммунной системе. Этот эффект усиливается 
тем, что антигенные детерминанты многократно 
повторены на поверхности VLP. Довольно про‑
стые безоболочечные VLP могут быть синтезиро‑
ваны в разных экспрессионных системах, включая 
прокариотические. Однако прокариоты не способ‑
ны ко многим PTM, в том числе гликозилирова‑
нию, что необходимо для высокой иммуногенно‑
сти многих VLP вакцин. Для производства более 
сложных, eVLP-вакцин, используют эукариотиче‑
ские системы: дрожжевые, бакуловирусные, клетки 
насекомых и млекопитающих, – большинство из 
которых высокозатратны и трудно масштабируе‑
мы. Напротив, растения и культуры их клеток лег‑
ко масштабируются и значительно дешевле. Кроме 
того, клетки растений способны к сложным PTM – 
одному из ключевых факторов высокой иммуно‑
генности VLP. Синтез вакцин в растениях также 
исключает их контаминацию вирусами животных 
и человека.

Сейчас в свете необходимости создания вакцин 
нового поколения на основе наночастиц сфор‑
мировалось три главных направления: вакцины, 
основанные (i) на VLP патогенных вирусов чело‑
века и животных, (ii) на химерных VLP вирусов 
растений и (iii) на химерных вирусах растений, со‑
держащих генетический материал самого вируса. 
Несколько особняком стоит еще одно направле‑
ние – (iv) получение белковых телец, содержащих 
вирусные белки с антигенными детерминантами 
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соответствующего патогена. Первое, второе и чет‑
вертое направления безопасны для биосферы в це‑
лом, тогда как третье представляет определенную 
опасность для фитоценозов. Основное преимуще‑
ство вакцин, основанных на VLP патогенных ви‑
русов животных, состоит в том, что они презен‑
тируют иммунной системе все эпитопы антигена 
патогена, тогда как вакцины на основе химерных 
растительных вирусов и их VLP представляют толь‑
ко те эпитопы патогена, которые были слиты с бел‑
ками, формирующими VLP. Кроме того, эти эпи‑
топы, из-за особенностей конформации VLP-фор‑
мирующих белков, могут оказаться недоступными 
для компетентных иммунных клеток. Но, с другой 
стороны, сами белки вирусов растений могут быть 
молекулярными адъювантами и усиливать имму‑
ногенность вакцины.

Основной недостаток растительных экспресси‑
онных систем – низкий выход продукта. Разрабо‑
танные системы транзиентной экспрессии позво‑
ляют получать в короткие сроки большие количе‑
ства VLP и других наночастиц, предназначенных 
для создания вакцин нового поколения. Консти‑
тутивная экспрессия VLP-вакцин в хлоропластах 
транспластомных растений или ядерная транс‑
формация с направлением синтезированных в ци‑
топлазме белков в хлоропласты с помощью слитых 
с ними транзитных пептидов позволяет также по‑
лучать большие количества VLP-вакцин в течение 
длительного времени. Направление синтезиро‑
ванных белков, слитых с сигнальными пептидами 
Zera, ELP или HFB, в эндоплазматический рети‑
кулум и  далее в  белковые тельца позволяет по‑
стоянно синтезировать VLP-вакцины в большом 
количестве, а высокая плотность белковых телец 
облегчает их выделение и очистку. Таким образом, 
растительные системы экспрессии обладают мно‑
гими преимуществами по сравнению с  другими 
и представляют значительный интерес для получе‑
ния вакцин нового поколения.

Работа выполнена при финансовой поддерж‑
ке Министерства науки и высшего образования 
(грант № FWNR‑2022‑0022).

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин‑
тересов. С.М. Розов и Е.В. Дейнеко внесли равно‑
ценный вклад в написание обзора.
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RECOMBINANT VLP VACCINES SYNTHESIZED IN PLANT  
EXPRESSION SYSTEMS: CURRENT UPDATES AND PROSPECTS

S. M. Rozov1, *, E. V. Deineko1, **
1Institute of Cytology and Genetics, Siberian Brunch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia
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The development and creation of a new generation vaccines based on recombinant proteins that assemble 
into virus-like particles (VLPs), as well as recombinant proteins in the form of nanoparticles are promising 
directions in modern biotechnology. Due to their large size (20–200 nm) and a multiplicity of viral 
antigenic determinants on the surface, VLPs can stimulate strong humoral and cellular immune responses. 
The review considered the main types of VLPs, as well as the features and disadvantages of the main 
expression systems used for their biosynthesis. The main focus was on plant expression systems that 
ensure the biosynthesis of a target recombinant protein from a DNA matrix integrated into the nuclear or 
chloroplast genomes of a plant (stable expression) or from a matrix for temporary production of the target 
product (transient expression). Various approaches for increasing the yield of VLP-forming recombinant 
proteins, including fusion with a transit peptide that directed the protein into the chloroplast, were 
discussed. The possibility of accumulation of recombinant proteins expressed in plants and intended for 
creation of VLP-vaccines in another type of nanoparticles, protein bodies, using specific signal sequences 
was also considered.

Keywords: recombinant proteins, virus-like particles, plant expression systems, stable expression, transient 
expression, VLP vaccine
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ВВЕДЕНИЕ 

Рак яичников (РЯ) – является одним из наибо-
лее летальных злокачественных новообразований 
и  причина ежегодной смерти более 200000 жен-
щин в мире [1, 2]. РЯ развивается бессимптомно 
и  не диагностируется вплоть до поздних стадий 
с обширным метастазированием и устойчивостью 
к химиотерапии. Кроме лимфогенного и гемато-
генного типов метастазирования, для РЯ харак-
терна также диссеминация по брюшине с образо-
ванием асцита, что повышает уровень летально-
сти. Для ранней диагностики РЯ необходимо знать 
механизмы и факторы, участвующие в развитии 
и прогрессии этого вида рака, а также его маркеры 
и терапевтические мишени.

Важную роль в транскрипционной и посттранс-
крипционной регуляции экспрессии генов и сиг-
нальных путей в онкогенезе играют некодирующие 

РНК (нкРНК) [3–5]. В  число этих РНК входят 
длинные некодирующие РНК (днРНК) протя-
женностью более 200 нуклеотидов, которые взаи-
модействуют с ДНК, РНК или белками, образуют 
с ними сложные структуры и участвуют в ремоде-
лировании хроматина, модуляции экспрессии ге-
нов и передаче сигналов [5–7].

В настоящее время проводится интенсивный 
функциональный анализ некодирующих областей 
генома и их транскриптов, в том числе регулятор-
ных микроРНК и  днРНК, а  также эпигенетиче-
ских модификаций, которые управляют регуля-
цией генома [8]. К таким модификациям относит-
ся и  аберрантное метилирование промоторных 
CpG-островков генов. Изучение участков диффе-
ренциального метилирования, способных влиять 
на изменения экспрессии гена, позволяет лучше 
понять механизмы регуляции генов, кодирующих 

DOI: 10.31857/S0026898424030059,  EDN: JCWWHN

Рак яичников развивается бессимптомно и не диагностируется вплоть до поздних стадий, что повы-
шает уровень летальности от этого заболевания. Изучение механизмов регуляции генов с участием 
длинных некодирующих РНК (днРНК) и идентификация генов таких РНК, ингибируемых посред-
ством метилирования промоторных участков, открывает новые перспективы в диагностике и тера-
пии рака яичников. Методом метил-специфичной ПЦР в реальном времени определено изменение 
уровня метилирования группы генов днРНК (PLUT, SNHG1, SNHG6, SNHG12 и TINCR) в 122 образ-
цах. С применением непараметрического критерия Манна–Уитни показано статистически значи-
мое (p < 0.001) повышение уровня метилирования этих пяти генов днРНК при раке яичников. Уста-
новлена статистически значимая (p < 0.05) корреляция уровня метилирования генов днРНК SNHG6, 
SNHG12 и TINCR со стадией опухолевого процесса, степенью дифференцировки и наличием метас-
тазов. С применением ОТ-ПЦР в реальном времени выявлено снижение уровня экспрессии SNHG6, 
SNHG12 и TINCR и показана значимая корреляция метилирования с экспрессией SNHG6 и TINCR 
(rs ≤ −0.5, p < 0.001). Таким образом, определены новые гены днРНК, которые можно рассматривать 
как потенциальные эпигенетические маркеры рака яичников.
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белки, микроРНК и днРНК [8, 9]. Так, гиперме-
тилирование играет критическую роль в дерегуля-
ции супрессорных и других функций ряда генов 
днРНК, таких как MEG3, TP53-TG1, HAND2-AS1 
и др. [10–12].

Цель данной работы  – найти новые гены 
днРНК, экспрессия которых в РЯ регулируется ме-
тилированием, и оценить возможную связь абер-
рантного метилирования этих генов с прогрессией 
и метастазированием РЯ.

С этой целью нами проведен отбор группы ге-
нов днРНК, содержащих, согласно базам данных 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene, http://www.
urogene.org/methprimer2/), CpG-островки и диф-
ференциально регулируемых в РЯ. В исследование 
вошли пять генов днРНК: PLUT, SNHG1, SNHG6, 
SNHG12 и TINCR, отобранных также путем анализа 
базы данных GEPIA2 (http://gepia2.cancer-pku.cn/), 
согласно которой экспрессия этих генов снижена 
в серозной цистаденокарциноме яичника, домини-
рующем типе РЯ. Так, значимо снижена экспрес-
сия как генов SNHG1 и SNHG12 (p < 0.01), так и ге-
нов SNHG6 и TINCR. Уровень экспрессии PLUT 
мало изменяется в РЯ и также несколько снижается 
(по данным GEPIA2 (http://gepia2.cancer-pku.cn/)).

Кроме того, нами проведен пилотный био-
информатический скрининг данных полноге-
номного бисульфитного секвенирования гено-
ма РЯ из базы NCBI's Gene Expression Omnibus 
(NCBI GEO, a public archive and resource for gene 

expression data). Был использован опыт GSE81228 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.
cgi?acc=GSE81228), который включал данные 
для 27 образцов РЯ. Далее с помощью языка про-
граммирования R были отобраны гены, мети-
лирование которых выявлено в  70% и  более на-
боров бисульфитных прочтений в  опухолях РЯ, 
а  в  контрольных образцах  – менее чем в  20%.

Согласно анализу данных NCBI GEO, гены 
PLUT и SNHG12 относятся к генам, гиперметили-
рованным при РЯ. Учитывая существенное сни-
жение экспрессии генов днРНК SNHG1, SNHG6 
и TINCR при серозной цистаденокарциноме яич-
ника (согласно данным GEPIA2), можно предпо-
ложить участие эпигенетической модификации 
в  дерегуляции экспрессии этих трех генов, име-
ющих CpG-островки. В  итоге для эксперимен-
тального исследования были отобраны пять генов 
днРНК (PLUT, SNHG1, SNHG6, SNHG12 и TINCR), 
предположительно гиперметилированных в РЯ.

Следует подчеркнуть практически полное от-
сутствие данных о роли метилирования ДНК этих 
генов в патогенезе РЯ, за исключением недавних 
работ о вовлеченности SNHG12 и TINCR в эпиге-
нетические механизмы [13, 14].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Образцы РЯ собраны и морфологически охарак-
теризованы в НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина 

Таблица 1. Клинические и гистологические характеристики образцов первичного рака яичников

Клинико-гистологический параметр
Выборка

N = 122 N = 93

Гистологический тип
Серозная аденокарцинома 85 68

Эндометриоидная аденокарцинома 15 12
Другие гистологические типы 22 13

Стадия

I 26 24
II 19 17
III 68 50
IV 9 2

Степень 
дифференцировки

G1 25 11
G2 31 28
G3 48 43

Пограничные 18 11

Метастазирование

ЕСТЬ 79 56
НЕТ 43 37
N1 21 11
M1 9 2

Метастазы в большой сальник 61 42
Диссеминация по брюшине 45 35

Перитонеальные метастазы суммарно 69 50

Примечание. Гены SNHG6 и TINCR анализировали в 122 образцах опухолей, а гены PLUT, SNHG1, SNHG12 – в 93 образцах.
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Минздрава России. Работа проведена с соблюде-
нием принципов добровольности и конфиденци-
альности; получено информированное согласие 
больных. Исследование проведено в соответствии 
с принципами Хельсинкской декларации Всемир-
ной медицинской ассоциации [15]. Исследовали 
образцы РЯ, полученные от больных, которые до 
операции не получали лучевую, химио- или гормо-
нотерапию. Все опухоли были классифицированы 
в  соответствии с  TNM-классификацией Между-
народного противоопухолевого союза и гистоло-
гически верифицированы на основании критери-
ев классификации ВОЗ [16, 17]. Образцы с высо-
ким содержанием опухолевых клеток (не  менее 
70–80%) отбирали с  помощью дополнительного 
гистологического анализа микросрезов (3–5 мкм), 
окрашенных гематоксилин-эозином. Образцы 
тканей хранили при –70°С. Замороженную в жид-
ком азоте ткань измельчали с помощью гомогени-
затора-диспергатора T10 basic ULTRA-TURRAX 
(“IKA”, Китай).

В исследовании использовали 122 образца РЯ, 
105 образцов парной гистологически неизмененной 
ткани яичника и 48 макроскопических перитоне-
альных метастазов. Часть исследования выполнена 
на меньшей выборке из 93 образцов РЯ, 75 образ-
цов парной гистологически неизмененной ткани 
яичника и  29 перитонеальных метастазов. Кли-
нико-морфологические характеристики образцов 
представлены в табл. 1. Выделение ДНК и РНК, по-
лучение кДНК проводили, как описано ранее [18].

Уровень метилирования генов днРНК анализи-
ровали с применением бисульфитной конверсии 
ДНК и количественной метил-специфичной ПЦР 
с детекцией в реальном времени (МС-ПЦР). На-
бор реактивов qPCRmix-HS SYBR использовали 
согласно рекомендациям фирмы (“Евроген”, Рос-
сия). Амплификацию проводили в системе Bio-Rad 
CFX96 Real-Time PCR Detection System (США) 
в соответствии с прилагаемым к прибору протоко-
лом. Олигонуклеотиды и условия проведения ПЦР 
для генов днРНК приведены в табл. 2.

Таблица 2. Праймеры и условия МС-ПЦР, использованные в данной работе

Ген
днРНК M/U Праймер, нуклеотидная последовательность Длина, 

п. н. Тотж, °C

PLUT
M

MF: CGGGGATTTGGTATTGTGTGGC
201 60

MR: CTAAACCTAACCTCTTAATACGACCAACCA

U
UF: TGTTGGAATGTGTATGGGTTTTTGTAAAGTT

339 61
UR: CACAAATACCTAAACCTAACCTCTTAATACAACCA

SNHG1
M

MF: CGGCGATCGAGGTTTTAGGA
210 60

MR: ACTAACTCACCGACCGCATT

U
UF: TGGTGATTGAGGTTTTAGGA

210 55
UR: ACTAACTCACCAACCACATT

SNHG6
M

MF: TTGAGTTATCGCGTTCGGTTT
295 61

MR: CTCTTCCGATACGCGACCC

U
UF: CTCTTCCAATACACAACCC

295 58
UR: CAAAAACCATAAACCACCCTCC

SNHG12
M

MF: CGCGTTTAGTAAAATTATATATTAGTGGAAGAGATAAG
239 60

MR: CCCGACGCTAAACCCACGC

U
UF: TGTGTTTAGTAAAATTATATATTAGTGGAAGAGATAAG

245 56
UR: TCAATACCCAACACTAAACCCACAC

TINCR
M

MF: GCGGACGAGGCGTTGTTGTTAT
193 60

MR: CGCTAACGAACAACAACACCGAAC

U
UF: GTGGATGAGGTGTTGTTGTTATTGTTGATT

194 60
UR: TCACTAACAAACAACAACACCAAACCATC

Примечание. MF/UF и MR/UR – прямые и обратные праймеры к метилированному/неметилированному аллелю соот-
ветственно. Олигонуклеотиды подобраны с использованием базы данных https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/ и программы 
http://www.urogene.org/methprimer2/ c проверкой в программе SeqBuilder Pro, которая входит в пакет программ Lasergene 
17.1 компании DNASTAR (США).
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Результаты определения уровня метилирова-
ния анализировали с использованием метода ΔΔCt, 
как описано нами ранее [18]. В качестве контроль-
ного локуса использовали локус ACTB, получен-
ный с помощью олигонуклеотидов, специфичных 
к конвертированной матрице. В качестве контро-
ля для неметилированных аллелей использовали 
коммерческий препарат ДНК #G1471 (“Promega”, 
США). В  качестве положительного контроля 
100% метилирования использовали препарат ДНК 
#SD1131 (“Thermo Fisher Scientific”, США). Ре-
зультаты метилирования оценивали с  помощью 
индекса метилирования (ИМ) согласно [19, 20]. 
Значение ИМ рассчитывали для каждого образца 
в системе Bio-Rad CFX96 Real-Time PCR Detection 
System.

Уровни экспрессии четырех днРНК анализиро-
вали методом количественной ПЦР в  реальном 
времени в системе Bio-Rad CFX96 Real-Time PCR 
Detection System. Данные анализировали с исполь-
зованием метода ΔΔCt [18]. Изменение уровня 
днРНК менее чем в 2 раза (|ΔΔCt| ≤ 2) принима-
ли за отсутствие изменений. Праймеры для анали-
за уровня экспрессии трех днРНК и контрольного 
гена B2M приведены в табл. 3. Наличие продуктов 
ПЦР и их размер проверяли с помощью электро-
фореза в 1%-ном агарозном геле с окрашиванием 
интеркалирующим красителем бромидом этидия.

Статистическая обработка. Полученные резуль-
таты анализировали с помощью пакета статисти-
ческих программ IBM SPSS Statistics 22 и в среде 
программирования R. Значимость различий меж-
ду исследуемыми группами оценивали, исполь-
зуя непараметрический U тест Манна–Уитни для 
независимых выборок. Данные выражали в виде 
медианы, нижнего (Q1) и  верхнего (Q3) кварти-
лей. При анализе связи уровней метилирования со 
степенью злокачественности (дедифференциров-
ки) применяли критерий Краскала–Уоллиса (для 
определения статистически значимых различий 
между медианами трех независимых групп: G1-
G2-G3). Корреляции между изменениями уровней 

метилирования и экспрессии оценивали с приме-
нением коэффициента корреляции Спирмена (rs). 
Различия считали значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Методом МС-ПЦР в реальном времени нами 
определен уровень метилирования пяти генов 
днРНК: PLUT, SNHG1, SNHG12 в  93 образцах 
РЯ, SNHG6 и TINCR – в 122 (см. табл. 1). С при-
менением непараметрического критерия Ман-
на–Уитни показано статистически высоко значи-
мое (p < 0.001) повышение уровня метилирования 
всех пяти исследованных генов днРНК в  опухо-
лях. На рис. 1 представлены результаты сравнения 
уровней метилирования пяти генов днРНК.

С  целью оценки связи гиперметилирования 
пяти генов с прогрессией РЯ сравнили уровни ме-
тилирования на III–IV и на I–II стадиях и уста-
новили статистически значимое (p  ≤ 0.001) по-
вышение уровня метилирования генов SNHG6 
и SNHG12 на более поздних клинических стади-
ях РЯ (рис. 2а). Установлено также статистически 
значимое (p ≤ 0.001) повышение уровня метилиро-
вания генов SNHG6 и TINCR с увеличением степе-
ни злокачественности (снижение дифференциров-
ки) РЯ (рис. 2б).

Далее исследовали связь между уровнями ме-
тилирования генов днРНК и наличием метастазов 
(рис. 3).

Если учитывать метастазы всех типов, включая 
отдаленные гематогенные, лимфогенные и пери-
тонеальные (сравнивали 79 образцов РЯ с метас-
тазами и 43 образца без метастазов), то выявили 
значимые различия в метилировании генов днРНК 
SNHG6 и TINCR (рис. 3а). Показана также связь 
метилирования генов SNHG6 и SNHG12 с метаста-
зированием в региональные лимфатические узлы 
(рис. 3б). Кроме того, обнаружено снижение уров-
ня метилирования гена SNHG12 в 29 перитонеаль-
ных метастазах относительно парных первичных 
опухолей (рис. 3в).

Таблица 3. Праймеры, условия ПЦР и размеры продукта ПЦР трех днРНК и контрольного гена

РНК Праймеры, нуклеотидная последовательность Tотж, °C Размер, п. н.
SNHG12 F: TCTGGTGATCGAGGACTTCC

R: AGCATGCTGTTGTTTCTACCTAA 60 157

SNHG6 F: GCGAGGTGCAAGAAAGCC
R: TGCTGCATGCCACACTTGA 60 94

TINCR F: TGACAGGGCCAAGGGGAACTATT
R: TGTGGCCCAAACTCAGGGATACAT 60 152

B2M F: TGACTTTGTCACAGCCCAAGATAG
R: CAAATGCGGCATCTTCAAACCTC 60 81

Примечание. Праймеры подбирали в программе Beacon Designer (Premier Biosoft International) и с использованием 
PrimerSelect, Lasergene (http://www.dnastar.com/t-primerselect.aspx).
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Рис. 1. Сравнение уровней метилирования генов днР-
НК в образцах РЯ и в парных условно нормальных об-
разцах: PLUT, SNHG1, SNHG12 (93 против 75), SNHG6, 
TINCR (122 против 105). Верхняя и нижняя границы 
прямоугольников на диаграммах соответствуют Q1 
и  Q3 (внутрь прямоугольника попадает 50% значе-
ний). Линия внутри прямоугольника соответствует 
медиане. Линиями сверху и снизу от прямоугольни-
ков отмечена “oграда”, расположенная на расстоянии 
1.5 межквартильных расстояний (Q1–Q3) от нижней 
и верхней границы “коробки”.

Рис. 2. Повышение уровня метилирования генов днРНК SNHG6 и SNHG12 на поздних стадиях РЯ (III, IV, 77 об-
разцов) по сравнению с ранними стадиями РЯ (I–II, 45 образцов) (а); и генов днРНК SNHG6 и TINCR по мере 
увеличения степени злокачественности (G1-G2-G3) (б); для сравнения трех групп применен непараметрический 
критерий Краскала–Уоллиса.
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Итак, три из пяти исследованных генов днРНК – 
SNHG6, SNHG12 и TINCR – связаны с прогрессией 
РЯ, включая клиническую стадию и степень зло-
качественности, а также метастазирование. Далее 
изучена возможная связь гиперметилирования 
этих трех генов днРНК с изменением уровня их 
экспрессии. Изменения уровня экспрессии генов 
днРНК SNHG6, SNHG12 и TINCR представлены 
на рис. 4.

Установлено статистически значимое сниже-
ние уровня экспрессии гена TINCR (p = 0.02), мар-
гинально значимое – гена SNHG6 (p = 0.08) и на 
уровне тенденции – гена SNGH12 (9/30, 30% про-
тив 5/30, 17%).

С использованием коэффициента корреляции 
Спирмена (rs) сопоставлены изменения уровней 
метилирования и экспрессии генов днРНК SNHG6, 
SNHG12 и TINCR в общих выборках образцов РЯ. 
Выявлена значимая отрицательная корреляция 
этих параметров генов SNHG6 (rs = −0.66, p < 0.001) 
и TINCR (rs = −0.49, p < 0.001) (рис. 5).

Таким образом, ассоциация метилирования со 
снижением экспрессии наиболее убедительно по-
казана для генов SNHG6 и TINCR.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Данные, полученные нами при изучении абер-
рантного метилирования пяти генов днРНК (PLUT, 
SNHG1, SNHG6, SNHG12 и  TINCR), позволяют 
предполагать участие гиперметилирования этих 
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Рис. 3. Связь между повышением уровней метилиро-
вания генов днРНК SNHG6 и TINCR в образцах пер-
вичного РЯ с наличием метастазов всех типов, вклю-
чая отдаленные гематогенные, лимфогенные и пери-
тонеальные (а), и генов SNHG6 и SNHG12 с наличием 
лимфогенных метастазов (б). Снижение уровня мети-
лирования SNHG12 в  макроскопических перитоне-
альных метастазах относительно парных первичных 
опухолей (в). Применен непараметрический критерий 
Манна–Уитни.
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генов в  возникновении и  развитии РЯ. Следует 
подчеркнуть практически полное отсутствие пу-
бликаций, посвященных роли метилирования этих 
генов в  патогенезе РЯ. Показана вовлеченность 
SNHG12 в  эпигенетические механизмы и  разви-
тие устойчивости РЯ к химиотерапии [13], а так-
же представлены результаты предварительного 
изучения гиперметилирования ряда генов днРНК, 
включая TINCR, проведенного нами на выборке из 
40 образцов РЯ [14].

ДнРНК PLUT/PDX1-AS1 (PDX1 associated 
lncRNA, upregulator of transcription, PLUTO) регу-
лирует экспрессию гена транскрипционного фак-
тора PDX1 (pancreatic and duodenal homeobox 1), 
участвующего в регуляции функций и идентично-
сти β-клеток поджелудочной железы [21, 22]. Ано-
мальное метилирование CpG-островков промо-
торного участка гена PLUT обнаружено в опухолях 
аденокарциномы легкого [23]. Гиперметилирова-
ние гена PLUT в РЯ указывает на возможную роль 
аберрантного метилирования в  механизмах воз-
никновения и развития РЯ. Отсутствие, по нашим 
данным, связи метилирования гена PLUT с про-
грессией РЯ позволяет предполагать вовлеченность 
этой эпигенетической модификации только на на-
чальных этапах патогенеза РЯ.

SNHG1 (Small Nucleolar RNA Host Gene  1), 
SNHG6 (Small Nucleolar RNA Host Gene 6) 
и  SNHG12 (Small Nucleolar RNA Host Gene 12) 
входят в семейство днРНК, образовавшихся из ге-
нов малых ядрышковых РНК [24]. В отличие от 

малых ядрышковых РНК, происходящих из интро-
нов, днРНК семейства SNHG содержат последова-
тельности как интронов, так и экзонов.

Для днРНК SNHG1, SNHG6 и SNHG12 в РЯ 
характерны скорее проонкогенные, чем супрес-
сорные функции [25–28]. Так, на клеточных ли-
ниях РЯ показано, что SNHG6 участвует в  эпи-
телиально-мезенхимальном переходе, активируя 
ассоциированный с этим переходом белок YAP1 
(Yes-associated protein 1) [27]. Причем сообщается 
также о повышенной экспрессии SNHG1, SNHG6 
и SNHG12 в образцах РЯ [25–28]. Однако это про-
тиворечит данным ресурса GEPIA2 (http://gepia2.
cancer-pku.cn/), согласно которым экспрессия этих 
днРНК снижена в  опухолях яичников: SNHG1 
и SNHG12 (p < 0.01), SNHG6 (p < 0.1).

Данные о  снижении уровня экспрессии ге-
нов SNHG6 и SNHG12 и о статистически значи-
мой корреляции между уровнями метилирования 
и  экспрессии гена днРНК SNHG6 убедительно 
указывают на возможное участие метилирова-
ния в  подавлении транскрипции данных генов 
и позволяют предположить, что днРНК SNHG6 
и SNHG12 могут обладать супрессорной активно-
стью при РЯ.

Полученные нами данные об ассоциации ги-
перметилирования генов днРНК SNHG6 и SNHG12 
с более поздней клинической стадией и метаста-
зированием РЯ указывают на вовлеченность этих 
днРНК и  модификаций их генов в  прогрессию 
РЯ. Анализ макроскопических перитонеальных 
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метастазов выявил интересную особенность гена 
SNHG12. Оказалось, что если по мере прогрессии 
опухоли уровень метилирования этого гена по-
вышается, то в самих перитонеальных метастазах 
уровень метилирования гена SNHG12, наоборот, 
снижается. Противоположную направленность 
изменений уровня метилирования генов днРНК 
MEG3, SEMA3B-AS1 и микроРНК miR‑148a в пе-
ритонеальных метастазах РЯ и в парных опухолях 
мы отмечали и ранее [14, 20]. Это может указывать 
на участие эпигенетических факторов в реверсии 
эпителиально-мезенхимального перехода в мезен-
химально-эпителиальный, наблюдаемый в макро-
скопических метастазах [29, 30].

ДнРНК TINCR ((terminal/tissue) differentiation-
induced non-coding RNA) участвует в  контроле 
дифференцировки соматических клеток, в частно-
сти в контроле эпидермальной дифференцировки 
клеток человека и дифференцировки клеток брон-
хиального эпителия [31, 32]. Анализ интеракто-
ма РНК в масштабе генома показал, что TINCR 
взаимодействует с  множеством мРНК, связан-
ных с  дифференцировкой посредством мотива 

“TINCR-бокс” из 25 нуклеотидов [30]. TINCR вли-
яет на экспрессию важнейших регуляторов диф-
ференцировки, таких как SOX2, JAG1 и HES1, ча-
стично за счет связывания с белком STAU1 [32]. 
Показано участие и  других РНК-связывающих 
белков, таких как IGF2BP3 (insulin-like growth 
factor 2 RNA-binding protein 3), в качестве посред-
ников в регуляторных функциях TINCR [33].

Отмечено, что TINCR может действовать и как 
супрессор, и как онкоген в патогенезе опухолей 
разных нозологических форм [34]. Так, уровень 
экспрессии TINCR повышается при раке желуд-
ка, пищевода, мочевого пузыря и молочной желе-
зы, но он снижается при глиоме, ретинобластоме 
и раке простаты [34]. TINCR снижается также в об-
разцах плоскоклеточного рака легкого, что согла-
суется со снижением дифференцировки, наблюда-
емым при этом виде рака [31].

Согласно GEPIA2 (http://gepia2.cancer-pku.cn/) 
и по нашим данным (p = 0.02), уровень транскрип-
ции TINCR в РЯ снижен, поэтому можно предпо-
ложить, что при РЯ днРНК TINCR действует как 
супрессор. В данной работе установлена также зна-
чимая обратная корреляция между уровнями мети-
лирования и экспрессией (rs = −0.5, p < 0.001), под-
тверждающая функциональную значимость мети-
лирования гена TINCR.

Нами обнаружено повышение уровня мети-
лирования гена TINCR при метастазировании 
(р = 0.04) и при снижении степени дифференци-
ровки (G1-G2-G3, p < 0.001) клеток РЯ, что согла-
суется с данными о роли этой днРНК в контроле 
клеточной дифференцировки [31, 32].

Интересно, что TINCR – это РНК, выполня-
ющая две функции: днРНК и мРНК, поскольку 

в  TINCR недавно обнаружена открытая рамка 
считывания, кодирующая убиквитинподобный ми-
кропротеин [35, 36], играющий супрессорную роль 
при плоскоклеточном раке легкого.

Необходимо подчеркнуть клиническое зна-
чение локусов, аберрантно метилируемых в опу-
холях и  выявляемых как на основе белоккоди-
рующих генов, так и на основе генов микроРНК 
и  днРНК  [37,  38]. Так, с  помощью интегриро-
ванного эпигеномно-транскриптомного анали-
за в  образцах рака легкого обнаружены восемь 
новых аберрантно метилированных драйверных 
генов и 13 аберрантно метилированных драйвер-
ных нкРНК, из которых пять микроРНК и восемь 
днРНК обладают диагностическим и терапевтиче-
ским потенциалом [38]. Возможности клиническо-
го применения генов днРНК широко исследуют-
ся. Показано, что гиперметилирование гена PLUT, 
обнаруживаемое в опухолях больных аденокарци-
номой легкого на ранних стадиях, может служить 
маркером риска ранних рецидивов  [23]. Оказа-
лось, что аберрантное метилирование гена HOTAIR 
можно использовать для прогнозирования устой-
чивости РЯ к химиотерапии карбоплатином [39]. 
Гиперметилирование промоторного района гена 
днРНК LINC00473, обнаруженное в ДНК плазмы 
больных колоректальным раком, предложено ис-
пользовать для ранней неинвазивной диагностики 
этого вида рака [40]. Сравнение метилирования 
CpG-островков промоторных участков генов днР-
НК H19 и MALAT1 в периферической крови 150 
больных раком желудка и 100 здоровых доноров 
показало, что уровень метилирования этих генов 
днРНК можно использовать для неинвазивной ди-
агностики рака желудка [41].

Таким образом, нами получены данные, позво-
ляющие предполагать вовлеченность гиперметили-
рования пяти генов днРНК PLUT, SNHG1, SNHG6, 
SNHG12 и TINCR в развитие РЯ, а генов SNHG6, 
SNHG12 и  TINCR  – в  прогрессию РЯ, включая 
клиническую стадию, степень злокачественности 
и метастазирование. Нами изучена ассоциация ги-
перметилирования трех генов днРНК, связанных 
с прогрессией РЯ, с подавлением их экспрессии, 
обнаружено снижение экспрессии этих генов в РЯ 
и обратная корреляция между уровнями метили-
рования и экспрессии SNHG6 и TINCR. Представ-
ленные здесь данные указывают на супрессорную 
роль днРНК SNHG6, SNHG12 и TINCR в патоге-
незе РЯ, однако для проверки этих предположений 
необходимо проведение дальнейших исследований. 
Данные по гиперметилированию генов днРНК мо-
гут быть полезны при отборе новых биомаркеров 
или терапевтических мишеней при РЯ.

Работа выполнена за счет средств Российского 
научного фонда (грант № 20‑15‑00368П).

Все процедуры, выполненные в  исследова-
нии с участием людей, соответствуют этическим 
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стандартам институционального и/или нацио-
нального комитета по исследовательской этике 
и Хельсинкской декларации 1964 г. и ее последую-
щим изменениям или сопоставимым нормам эти-
ки. Исследование одобрено Этическим комитетом 
Научно-исследовательского института общей па-
тологии и патофизиологии (протоколы заседаний 
№ 4Б от 24.11.2020 и № 2 от 04.04.2023). От каждо-
го из включенных в исследование участников по-
лучено информированное добровольное согласие. 
Все обследованные – совершеннолетние.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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METHYLATION OF LONG NON-CODING RNA GENES:  
SNHG6, SNHG12, TINCR IN OVARIAN CANCER
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Ovarian cancer (OC) develops asymptomatically and is not diagnosed until advanced stages, which 
increases the mortality rate from this disease. In the diagnosis and treatment of OC, new prospects have 
been opened in studies of the gene regulation mechanisms involving long non-coding RNAs (lncRNAs) 
and identification of lncRNA genes inhibited by methylation of promoter regions. Using a set of 
122 samples of primary OC tumors, by methylation specific real-time PCR, changes in the methylation 
level of a group of lncRNA genes were studied: PLUT, SNHG1, SNHG6, SNHG12, and TINCR. Using 
the nonparametric Mann–Whitney test, a statistically significant (p < 0.001) increase in the methylation 
level of these 5 lncRNA genes in tumors was shown. A statistically significant (p < 0.05) correlation was 
established between the level of methylation of the lncRNA genes SNHG6, SNHG12 and TINCR with 
the stage of the tumor process, the histological grade and the presence of metastases. Using real-time 
RT-qPCR, a decrease in the expression level of the SNHG6, SNHG12 and TINCR genes was observed and 
a significant correlation of methylation with the expression of SNHG6 and TINCR was shown (rs ≤ −0.5, 
p < 0.001). Thus, new lncRNA genes representing potential epigenetic markers of ovarian cancer have 
been identified.

Keywords: methylation of promoter regions, long non-coding RNA genes, SNHG6, SNHG12, TINCR, 
ovarian cancer
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ВВЕДЕНИЕ

Атеросклероз и  аневризма аорты длительное 
время протекают бессимптомно и являются отно-
сительно частыми патологическими состояниями, 
которые приводят к жизнеугрожающим и инвали-
дизирующим осложнениям. Коморбидность ате-
росклероза и аневризмы грудной аорты варьирует 
в широких пределах. Обе патологии имеют одни 
и те же факторы риска (артериальная гипертензия, 
курение, мужской пол, возраст), а также некоторые 
патогенетические механизмы. Атеросклероз счита-
ется одной из причин возникновения аневризмы 
и расслоения аорты, однако данные, поддержива-
ющие это предположение, противоречивы.

С  одной стороны, атеросклеротическое пора-
жение грудной аорты нередко возникает при муль-
тифокальном атеросклерозе, и  87.6% пациентов 

с атеросклерозом аорты имеют атеросклеротиче-
ское поражение других сосудов, а степень атеро-
склероза аорты коррелирует с количеством пора-
женных сосудов при ишемической болезни сердца 
(ИБС) [1]. С другой стороны, получены некоторые 
свидетельства в пользу гипотезы о существовании 
обратной коморбидности между аневризмой вос-
ходящего отдела аорты и атеросклерозом сосудов 
других бассейнов, поскольку пациенты с аневриз-
мой восходящего отдела аорты имеют более низ-
кие общие показатели толщины комплекса инти-
ма-медиа сонных артерий [2] и характеризуются 
более низкими значениями кальцификации коро-
нарных артерий по сравнению c лицами без сер-
дечно-сосудистых заболеваний независимо от дру-
гих факторов риска атеросклероза [3]. Более того, 
у пациентов с аневризмой грудной аорты реже ре-
гистрировались такие клинические осложнения 

DOI: 10.31857/S0026898424030069,  EDN: JCOUUW

Атеросклероз и аневризма аорты – относительно частые патологические состояния, которые дли-
тельное время протекают бессимптомно и приводят к жизнеугрожающим и инвалидизирующим ос-
ложнениям. Представлены результаты анализа метилирования ДНК в различных участках восходя-
щей аорты (дилатированном, в нерасширенной области и в атеросклеротической бляшке) у пациен-
тов с аневризмой аорты. Метилирование ДНК определяли методом бисульфитного секвенирования 
ограниченных наборов геномных локусов (RRBS). Выявлены различия в уровне метилирования двух 
CpG-сайтов гена NR2F1-AS1 (|Δβ| ≥ 0.2 и FDR < 0.05) в дилатированной и нормальной ткани аорты. 
В образцах атеросклеротических бляшек и тканях дилатированной/нормальной аорты обнаружено 
586/480 дифференциально метилированных CpG-сайтов: в атеросклеротических бляшках гиперме-
тилированы 323/234 и гипометилированы 263/246 CpG-сайтов. Дифференциально метилированные 
CpG-сайты локализованы в основном в интронах и межгенных регионах, 88.2% – в сайтах связы-
вания факторов транскрипции, среди которых ZNf263, ZFP148, PATZ1, NRF1, TCF12, EGR1 свя-
заны с патогенезом атеросклероза различных артерий, а ELK1, ETS1, KLF15 – с аневризмой аорты. 
Шестнадцать дифференциально метилированных CpG-сайтов локализованы в области генов CMIP, 
RPH3AL, XRCC1, GATA5, EXD3, KCNC2, HIVEP3, ADCY9, CDCP2, FOLR1, WT1, MGMT, GAS2, CA1, 
PRSS16, ANK3, белковые продукты которых вовлечены в развитие как расслоения аорты, так и атеро-
склероза сосудов различных бассейнов. Белковые продукты этих генов участвуют в различных биоло-
гических процессах, в том числе в развитии мезенхимы (GO:0060485, FOLR1, WT1, GATA5, HIVEP3, 
KCNC2) и регуляции метаболизма ДНК (GO:0051054, MGMT, WT1, XRCC1).
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атеросклероза коронарных артерий, как ИБС и ин-
фаркт миокарда [4].

Несиндромальные спорадические случаи анев-
ризмы и расслоения грудной аорты и атеросклеро-
тическое поражение артерий различных бассейнов 
сопровождаются разнообразными структурными 
изменениями генома лейкоцитов и клеток сосудов 
[5–8]. Около 10% пациентов с ранним спорадиче-
ским расслоением грудной аорты имеют патоген-
ные варианты генов наследственных форм анев-
ризмы, а у 28% пациентов зарегистрированы ге-
нетические варианты с неизвестной клинической 
значимостью [9]. Однако в большинстве случаев 
при аневризме грудной аорты, как и  при атеро-
склеротических поражениях артерий, не выявлено 
специфичных генетических вариантов, которые 
можно рассматривать как потенциальные маркеры 
заболевания. Одним из перспективных направле-
ний поиска молекулярных маркеров данных пато-
логий считается изучение эпигенетического про-
филя клеток аорты в  регионах, различающихся 
степенью дилатации/расслоения, и сосудов других 
бассейнов при их атеросклеротическом поражении.

К настоящему времени показано, что уровень 
и  рисунок метилирования ДНК в  пораженных 
атеросклерозом сосудах отличается от этих пара-
метров в нормальных тканях артерий [10, 11]. Эпи-
генетическим механизмам атерогенеза посвящены 
многочисленные исследования, тогда как особен-
ности метилирования ДНК в  тканях аорты при 
аневризме и  расслоении ее восходящего отдела 
описаны в единичных работах. Установлены раз-
личия в  профиле метилирования ДНК в  тканях 
аорты пациентов с аневризмой аорты с различным 
строением аортального клапана, а также в тканях 
аорты с расслоением и дилатацией [12, 13]. Наи-
более существенные различия выявлены в уровне 
метилирования гена PTPN22, белковый продукт 
которого вовлечен в сигнальный путь рецептора 
T-клеток.

Chen Y. и соавт. сравнили метилирование ДНК 
в  тканях грудной аорты (расслоение/интактная 
ткань) и выявили 589 дифференциально метили-
рованных CpG-сайтов (ДМС) в генах сигнальных 
путей MAPK (митоген-активируемые протеинки-
назы), TNF (фактор некроза опухолей), в  генах, 
связанных с апоптозом, ангиогенезом, развитием 
сердца, ключевыми из которых являются гены FAS, 
ANGPT2, DUSP6, FARP1 и CARD6 [14].

Анализ метилирования ДНК эндотелиальных 
клеток у пациентов с дилатацией аорты и двуствор-
чатым аортальным клапаном выявил 681 кластер 
ДМС; при этом максимально различались уров-
ни метилирования генов, продукты которых уча-
ствуют в эпителиально-мезенхимальном переходе 
и процессах развития [15].

Описаны попытки идентификации биомар-
керов аортопатий, основанные на определении 

специфичных для аорты паттернов метилирования 
внеклеточной ДНК, циркулирующей в сыворотке 
крови [16, 17]. Однако существенным ограничени-
ем этого подхода является низкая специфичность, 
обусловленная малым количеством метиломов 
аорты, полученных от пациентов и здоровых ин-
дивидов. К настоящему времени в доступной нам 
научной литературе нет работ, в которых анализи-
руется профиль метилирования ДНК у пациентов 
с  аневризмой аорты как в  изолированной фор-
ме, так и в сочетании с ее атеросклеротическим 
поражением.

Таким образом, в настоящем исследовании изу-
чен специфический профиль метилирования ДНК 
в различных участках восходящей аорты при ко-
морбидности аневризмы и атеросклероза аорты.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В исследование включены пациенты с несин-
дромальными спорадическими формами анев-
ризмы восходящей аорты. Всем пациентам про-
ведено открытое хирургическое лечение в НИИ 
кардиологии г. Томска в период 2020–2023 гг. Ин-
траоперационно проведено взятие биоптатов, со-
ответствующих трем зонам восходящей аорты 
(дилатированная часть аорты в  зоне максималь-
ного расширения; нерасширенный фрагмент из 
проксимальной части дуги аорты; атеросклероти-
ческая бляшка, локализованная в  дилатирован-
ной части аорты). Биоптаты помещали в RNAlater 
(“Termo Fisher Scientific”, США) и хранили при 
температуре –80°C

Критериями включения пациентов в исследова-
ние были расширение восходящей аорты > 5.5 см 
без сочетанного поражения аортального клапана, 
расширение восходящей аорты > 4.5 см при выра-
женном стенозе аортального клапана или его недо-
статочности (2+ степень). Из исследования исклю-
чены пациенты с расслоением аорты, с ложными 
аневризмами аорты, а также пациенты, требующие 
повторных вмешательств на проксимальных отде-
лах грудной аорты.

Уровень метилирования ДНК определен у ше-
сти пациентов с аневризмой аорты: у четырех из 
них в  трех участках восходящей аорты (дилати-
рованная часть, нерасширенная проксимальная 
часть дуги (нормальная ткань), атеросклеротиче-
ская бляшка, локализованная в дилатированной 
части); у двух пациентов в дилатированной части 
и нерасширенной проксимальной части дуги (нор-
мальная ткань). Группа обследованных включала 
мужчин (возраст 48–64 г.) с аортальным клапаном 
нормального строения. У всех пациентов наблю-
далась артериальная гипертензия, у трех – стено-
кардия, у четырех – ожирение, у одного пациента 
был сахарный диабет второго типа. Атеросклероз 
коронарных или сонных артерий (степень стеноза 
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больше 60%) выявлен у трех, в доклинической ста-
дии (30%) – у двух пациентов. Атеросклеротиче-
ские бляшки восходящей аорты находились на раз-
ных стадиях развития: стадия “липидных полос” 
(один пациент) и стадия фиброзных бляшек (три 
пациента).

Метилирование ДНК определяли с помощью 
бисульфитного секвенирования ограниченных на-
боров геномных локусов (RRBS). ДНК (100 мкг/ 
образец) расщепляли рестриктазой MspI (“Сибэн-
зим”, Россия). Репарацию концов и поли(A)-по-
следовательностей фрагментов осуществляли с ис-
пользованием набора для подготовки библиотеки 
ДНК NEBNext Ultra для Illumina с последующим 
лигированием метилированных адаптеров (IDT) 
и очисткой продукта. Далее проводили отбор фраг-
ментов по размеру (150–500 п. н.) при помощи маг-
нитных шариков (Agencourt AMPure XP, “Beckman 
Coulter”, США). Лигированную с адаптером и очи-
щенную ДНК обрабатывали бисульфитом натрия 
(D5001 EZ DNA Methylation Kit) и амплифициро-
вали с помощью ПЦР (NEBNext Q5U Master Mix, 

“NEB”, США) с использованием универсальных 
и индексных праймеров (NEBNext Multiplex Oligos 
для Illumina). Продукт ПЦР очищали на магнит-
ных шариках (Agencourt AMPure XP). После кон-
троля качества (Bioanalyzer 2100, “Agilent”) библи-
отеку RRBS секвенировали на приборе Illumina 
HiSeq1500 (2 × 150 п. н.).

Результаты RRBS-секвенирования обрабатыва-
ли с помощью DRAGEN Bio-IT v.3.9.5 (“Illumina”) 
и сопоставляли с нуклеотидными последователь-
ностями генома человека (сборка GRCh38). Для 
оценки качества использовали программу MultiQC 
v.1.11. На один образец приходилось 51.9 [47.45; 
63.6] млн прочтений. Дифференциальное мети-
лирование ДНК анализировали с использованием 
пакетов methylKit (версия 1.26.0) и limma (версия 
3.56.2). Минимальное покрытие – ×10. Для анали-
за сохраняли позиции, представленные минимум 
в двух образцах каждой группы. Дифференциально 
метилированными считали CpG-сайты с разницей 
среднего уровня метилирования между группами 
образцов |Δβ| ≥ 0.2 и FDR < 0.05. Аннотацию ре-
гуляторных элементов транскрипционных факто-
ров (ТФ) и CpG-островков проводили в браузере 
UCSC (https://genome.ucsc.edu/), а биологических 
процессов и функций белковых продуктов диффе-
ренциально метилированных генов (ДМГ) – в бра-
узере UniProt (https://www.uniprot.org/).

Анализ обогащения метаболических путей 
и биологических процессов, в которых задейство-
ваны белковые продукты ДМГ, выполнен в браузе-
ре Metascape (https://metascape.org/gp) с использо-
ванием следующих источников онтологий: KEGG 
Pathway, GO Biological Processes, Reactome Gene 
Sets, Canonical Pathways, CORUM, WikiPathways 
и PANTHER Pathway. Для проведения обогащения 

использовали все гены, значимыми считали ре-
зультаты при p < 0.01. Построение функциональ-
ных сетей белковых продуктов ДМГ выполнено 
в браузере STRING (https://string-db.org/).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В  каждом из включенных в  анализ образцов 
проанализировано 2322700 CpG-сайтов. Диффе-
ренциальное метилирование оценено путем по-
парного сравнения уровня метилирования каждого 
СрG-сайта в образцах (группах) тканей восходящей 
аорты (атеросклеротическая бляшка аорты/анев-
ризма аорты (АБ/АА); аневризма аорты/нормаль-
ная ткань аорты (АА/НA); атеросклеротическая 
бляшка аорты/нормальная ткань аорты (АБ/НА)).

Сравнение групп АА и  НА выявило 17 ДМС 
с разницей в уровне метилирования Δβ от 0.03 до 
0.42. После установки фильтра |Δβ| ≥ 0.2 остают-
ся два ДМС (chr5:93573113 и chr5:93573147, сборка 
GRCh38), локализованных в интронах гена длин-
ной некодирующей РНК (днРНК) NR2F1-AS1 
в пределах CpG-островка (chr5:93570534–93573169). 
Оба эти сайта гипометилированы в дилатирован-
ной относительно нерасширенной части аорты. 
Средний уровень метилирования chr5:93573113 
в дилатированной части аорты – 4.6 ± 3.4%, в не-
расширенной части – 34.9 ± 7.6%, Δβ= –0.30. 
Средний уровень метилирования chr5:93573147 
в дилатированной – 10.1 ± 4.1%, в нерасширен-
ной части – 53.0 ± 6.8%, Δβ= –0.43. В целом в ана-
лиз включены 60 CpG-сайтов, локализованных 
в  указанном CpG-островке (от  chr5:93570861 до 
chr5:93573168). В дилатированной части аорты все 
эти сайты гипометилированы по сравнению с не-
расширенной частью (Δβ от –0.19 до –0.43).

За последние годы показано, что днРНК регули-
руют экспрессию генов путем различных механиз-
мов, модулируя развитие и прогрессию большого 
числа заболеваний, в том числе сердечно-сосуди-
стых [18]. В тканях аорты, пораженных при рассло-
ении, выявлена аберрантная экспрессия днРНК, 
связанных с  функционированием гладкомышеч-
ных клеток (ГМК) и деградацией внеклеточного 
матрикса [19]. В частности, NR2F1-AS1 регулирует 
дифференцировку ГМК, модулируя уровень мРНК 
сократительных белков: сверхэкспрессия этой днР-
НК приводит к увеличению экспрессии маркеров 
сократительного фенотипа ГМК коронарных арте-
рий [20]. Однако в тканях межпозвоночных дисков 
повышенная экспрессия NR2F1-AS1 способствует 
апоптозу клеток студенистого ядра и деградации 
внеклеточного матрикса [21].

Нами показано, что при аневризме восходящей 
аорты уровень метилирования гена NR2F1-AS1 
в дилатированных тканях ниже, чем в нормальных, 
что косвенно может указывать на более высокую 
транскрипционную активность этого гена. Однако 
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для понимания механизмов связи между метили-
рованием ДНК и экспрессией этой днРНК необхо-
димо детальное экспериментальное исследование 
уровня метилирования в области гена NR2F1-AS1 
и активности этой молекулы в клетках.

Выявлено 7508 CpG-сайтов, уровень метили-
рования которых различается в тканях атероскле-
ротически пораженной и дилатированной аорты 
(АБ/АА) (Δβ от 0.02 до 0.69). Более чем на 20% раз-
личаются 586 CpG-сайтов, из которых 323 гипер-
метилированы и 263 гипометилированы в клетках 
атеросклеротической бляшки по сравнению с ди-
латированной аортой (табл. 1). Основное количе-
ство как гипер-, так и гипометилированных ДМС 
локализовано в интронах генов и межгенных ре-
гионах (табл. 1). В экзонах генов атеросклероти-
ческой бляшки выявлено больше гиперметилиро-
ванных CpG-сайтов (7.7% гиперметилированных 
и 3.8% гипометилированных; p = 0.049), а интро-
ны генов некодирующих РНК (нкРНК) содер-
жат больше гипометилированных CpG-сайтов 
(10.3% гипометилированных и 4.6% гиперметили-
рованных; p = 0.01). Эти данные косвенно свиде-
тельствуют в пользу активности нкРНК при фор-
мировании атеросклеротической бляшки аорты, 
что согласуется с результатами изучения роли этих 
регуляторных молекул в развитии атеросклероза 
сосудов различных бассейнов [22]. В  атероскле-
ротических бляшках гиперметилированные ДМС 
чаще локализованы в  CpG-островках (11.4% ги-
перметилированных, 5.7% гипометилированных; 
р = 0.02; табл. 1).

В клетках атеросклеротической бляшки аорты 
относительно нормальной ткани аорты (АБ/НА) 
выявлено 7189 CpG-сайтов с разницей в уровне ме-
тилирования Δβ от 0.01 до 0.6. К ДМС (|Δβ| ≥ 0.2) 
относятся 480 CpG-сайтов, из которых 234 гипер-
метилированы и 246 гипометилированы в атеро-
склеротических бляшках аорты. Локализация ги-
пер- и гипометилированных CpG-сайтов в геноме 
клеток атеросклеротической бляшки не отличает-
ся от их распределения в нормальной ткани аорты 
(табл. 1).

Из всех ДМС, выявленных в настоящем иссле-
довании, детально охарактеризованы CpG-сайты 
в генах, дифференциально метилированных в тка-
нях грудной аорты при расслоении (CMIP, RPH3AL, 
XRCC1, GATA5, EXD3, KCNC2, HIVEP3, ADCY9) [13, 
14] и в атеросклеротических бляшках коронарных 
(КА) и сонных (СА) артерий (CDCP2, FOLR1, WT1, 
MGMT, GAS2, CA1, PRSS16, ANK3) [10, 23] (рис. 1, 
табл. 2). (Далее эти гены определены как общие).

Показано, что основная масса ДМС (АБ/АА 
и АБ/НА) в общих генах локализована в интронах 
(8 из 17 (47%)) и межгенных регионах (7 (41.2%)) 
и только четыре (23.5%) – в пределах CpG-остров-
ков (табл. 2). Девять (52.9%) ДМС располагаются 
непосредственно внутри регуляторных элементов 
(промотор, энхансер, инсулятор) или на расстоянии 
менее 1000 п. н. от них. Пятнадцать (88.2%) лока-
лизованы в сайтах связывания ТФ. Среди этих ТФ 
чаще всего встречаются факторы типа ZNF (белки, 
участвующие в регуляции транскрипции многих 
генов, в  опосредуемой убиквитином деградации 

Таблица 1. Локализация дифференциально метилированных CpG-сайтов (ДМС; |Δβ| ≥  0.2) в  клетках 
атеросклеротической бляшки аорты относительно дилатированной и нормальной тканей аорты

Локализация 
CpG-сайтов

Гиперметилированные ДМС, кол-во (%) Гипометилированные ДМС, кол-во (%)
АБ/АА (323) АБ/НА (234) АБ/АА (263) АБ/НА (246)

Экзон гена 25 (7.7) 10 (4.3) 10 (3.8) 19 (7.7)
Интрон гена 145 (44.9) 110 (47.0) 102 (38.7) 112 (45.5)
Межгенный регион 115 (35.6) 84 (35.9) 106 (40.3) 82 (33.3)

5'-UTR 4 (1.2) 2 (0.8) 1 (0.4) – CNOT6 
(chr5:180541732) 6 (2.4)

3'-UTR 3 (0.9) 5 (2.1) 7 (2.7) 2 (0.8)
 “Выше” гена 12 (3.7) 3 (1.3) 5 (1.9) 7 (2.8)

 “Ниже” гена 1 (0.3) – MIR12118
chr5:173304804 4 (1.7) 4 (1.5) 4 (1.6)

Сайт сплайсинга 0 1 (0.4) – PCYT2, 
chr17:81906759

1 (0.4) – PCYT2, 
chr17:81906759 0

нкРНК, экзон 3 (0.9) 0 0 2 (0.8)
нкРНК, интрон 15 (4.6) 15 (6.4) 27 (10.3) 12 (4.9)
CpG-островок 36 (11.4) 5 (2.1) 15 (5.7) 5 (2.0)

Примечание. Дифференциальное метилирование оценено путем попарного сравнения уровня метилирования каждого 
СрG-сайта в образцах (группах) тканей (атеросклеротическая бляшка аорты/аневризма аорты (АБ/АА); атеросклероти-
ческая бляшка аорты/нормальная ткань аорты (АБ/НА).
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белков, передаче сигнала, репарации ДНК, мигра-
ции клеток) [24], из которых ZNf263 и ZFP148 яв-
ляются репрессорами транскрипции и играют роль 
в формировании атеросклеротических поражений 
сонных артерий [25]. Кроме того, в патогенез атеро-
склероза различных артерий вовлечены такие ТФ, 
как PATZ1, NRF1, TCF12, EGR1 [25–28]; аневриз-
мы аорты – ELK1, ETS1, KLF15 [29–31].

В атеросклеротической бляшке аорты 12 из 16 
общих генов содержат CpG-сайты, гиперметили-
рованные по сравнению с нормальной и дилати-
рованной тканью аорты (табл.  2). Гипометили-
рованные сайты локализованы в генах, белковые 
продукты которых вовлечены в репарацию ДНК 
(XRCC1), эмбриональное развитие (CMIP, FOLR3/
FOLR1) и регуляцию экспрессии (ANK3) (табл. 2, 
табл. S1, см. Дополнительные материалы на сай-
те http://www.molecbio.ru/downloads/2024/3/supp_
Goncharova_rus.pdf).

СpG-сайты общих генов в  сравниваемых ис-
следованиях не перекрываются, поскольку ме-
тилирование ДНК в них определяли с помощью 
метилочипов Illumina [10, 13, 14]. В  настоящем 
исследовании непосредственно в последователь-
ности гена (восемь сайтов в интронах, один в эк-
зоне) локализовано 50% ДМС. Значительная часть 
СpG-сайтов в атеросклеротических бляшках аор-
ты находится в межгенных регионах общих генов 
(табл. 2), тогда как в атеросклеротических бляшках 
коронарных и сонных артерий ДМС генов CDCP2, 

GAS2, FOLR1, CA1, PRSS16 локализованы в 5’-не-
транслируемой области (UTR), а ANK3 – в промо-
торе [23, 32]. Вместе с тем в атеросклеротических 
бляшках аорты ДМС генов CDCP2, FOLR1 и CA1 
локализованы на расстоянии менее 5000 п. н. от 
ДМС в атеросклеротических бляшках коронарных 
и сонных артерий, а ДМС гена WT1 при атероскле-
розе всех исследованных сосудов находятся в од-
ном и том же интроне.

Сравнение направленности метилирования 
CpG-сайтов общих генов, выявленной в настоящем 
исследовании, с данными по метилированию в тка-
нях грудной аорты при расслоении показало, что 
ДМС генов RPH3AL, EXD3, HIVEP3, KCNC2 харак-
теризуются однонаправленными изменениями и ги-
перметилированием как в клетках атеросклеротиче-
ских бляшек восходящей аорты (табл. 2), так и в тка-
нях аорты при остром расслоении [14]. ДМС генов 
GATA5, XRCC1, CMIP, ADCY9 имеют разнонаправ-
ленный уровень метилирования: CpG-сайты генов 
GATA5 и ADCY9 гиперметилированы в атеросклеро-
тической бляшке аорты (табл. 2) и гипометилирова-
ны при ее расслоении, а CpG-сайты генов XRCC1, 
CMIP гипометилированы в бляшке аорты (табл. 2), 
но гиперметилированы при ее расслоении [13, 14].

Анализ направленности метилирования 
CpG-сайтов общих генов при атеросклерозе аор-
ты, коронарных и  сонных артерий выявил од-
нонаправленные изменения уровня метилиро-
вания CpG-сайтов в  генах WT1, CDCP2 и  GAS2, 

CLIC3, PLEKHG5, PMAIP1,
NROB2, AQP1, ADCY2, GCNT2

Рис. 1. Диаграмма Венна, показывающая общие ДМГ, выявленные в данной работе, при расслоении аорты относи-
тельно нормальной ткани аорты [13, 14], при атеросклерозе коронарных и сонных артерий относительно интактных 
сосудов [10, 23].
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гиперметилированных в  атеросклеротических 
бляшках этих сосудов, а MGMT и PRSS16 – в ате-
росклеротических бляшках сонных артерий и аор-
ты (табл.  2)  [23]. Выявлено разнонаправленное 
метилирование CpG-сайтов генов ANK3, FOLR1 
и  CA1 в  бляшках аорты и  коронарных/сонных 
артерий, где ANK3, FOLR1 гиперметилированы 
в бляшках сонных артерий и гипометилированы 
в атеросклеротических бляшках аорты, а CA1 гипо-
метилирован в атеросклеротических бляшках сон-
ных артерий и гиперметилирован в бляшках аорты 
(табл. 2) [10, 23].

Анализ сетей белковых продуктов, кодируемых 
общими генами, в браузере STRING показал, что 
они не объединяются одной функциональной се-
тью. Аннотация биологических процессов и  мо-
лекулярных функций в браузере UniProt показа-
ла, что белки, кодируемые генами RPH3AL, EXD3, 
HIVEP3, KCNC2, CA1, вовлечены в  связывание 
или трансмембранный транспорт ионов металлов 
(GO:0046872; GO:0071805; GO:0008270; табл. S1, см. 
Дополнительные материалы).

Известно, что метаболизм ионов металлов, 
в том числе калия и кальция, обеспечивает функ-
ционирование кальций-активируемых калиевых 
каналов, являющихся компонентом проводящей 
системы миокарда, нарушение которой приводит 
к развитию аритмии, фибрилляции предсердий, 
сердечной недостаточности и инфаркта миокар-
да [33]. При атеросклерозе грудной и брюшной 
аорты содержание ионов различных металлов, 
в  том числе кальция и  цинка, коррелирует со 
стадией атеросклеротического поражения сосу-
да [34]. Однако можно отметить, что в число об-
щих ДМГ входят гены, белковые продукты ко-
торых вовлечены в регуляцию экспрессии генов 
(GATA5, HIVEP3, WT1, ANK3), в эмбриональное 
развитие (CMIP, ADCY9, FOLR1) и  репарацию 
ДНК (XRCC1, MGMT).

Проведенный в браузере Metascape анализ обо-
гащения метаболических путей и биологических 
процессов, в  которые вовлечены белковые про-
дукты ДМГ, показал, что основными процессами, 
в которых участвуют белковые продукты общих ге-
нов, являются развитие мезенхимы (GO:0060485, 
FOLR1, WT1, GATA5, HIVEP3, KCNC2) и  регуля-
ция метаболизма ДНК (GO:0051054, MGMT, WT1, 
XRCC1).

Как показано в ассоциативных и эксперимен-
тальных исследованиях, мутации, структурные 
полиморфизмы, изменение функциональной ак-
тивности большинства общих генов или уровня 
кодируемых ими белков ассоциированы с  раз-
витием аневризмы аорты или ИБС. В  частно-
сти, патогенные варианты в гене GATA5 приводят 
к  наследственным формам аневризмы грудной 
аорты [35]. Полиморфизм генов XRCC1 и CDCP2 
ассоциирован с  риском развития ИБС [36, 37]. 

Однонуклеотидные варианты (SNP) в генах KCNC2 
и HIVEP3 связаны с уровнем артериального давле-
ния [38, 39], в генах ADCY9 и CMIP – с уровнем 
и  функционированием липопротеинов высокой 
плотности [40,  41], в  гене RPH3AL – с  уровнем 
триглицеридов, циркулирующих в сыворотке кро-
ви [42].

Изменение уровня белков Wt1 и Gas2 обнару-
жено в  коронарных артериях или кардиомиоци-
тах экспериментальных животных при инфаркте 
миокарда [43–45]. Экспрессия гена CA1 в клетках 
цельной крови изменяется при остром коронар-
ном синдроме [46]. В доступной нам научной ли-
тературе отсутствуют данные о связи гена ANK3 
с  развитием сердечно-сосудистых заболеваний. 
Однако анкирины являются важнейшими компо-
нентами ионных каналов и сигнальных комплек-
сов-транспортеров в сердечно-сосудистой системе 
[47], а ANK3 и LAMA2 маркируют один из двух 
различных фенотипов ГМК сонных артерий при 
атеросклерозе [48].

Вместе с тем ни один из генов, определенных 
ранее как ключевые ДМГ при расслоении аорты 
[12–14], а также как наиболее частые при различ-
ных сердечно-сосудистых заболеваниях [11], не 
входит в число ДМГ в изученных в настоящем ис-
следовании участках аорты при аневризме. При-
чинами низкой воспроизводимости результатов 
различных исследований могут быть различия кле-
точного состава использованных участков сосудов, 
гетерогенность, обусловленная этнотерриториаль-
ными особенностями (стиль питания, распределе-
ние частот SNP-маркеров, воздействие внешнесре-
довых факторов), влияющими на метилирование 
ДНК, а также применение разных методов и тех-
нических платформ. Кроме того, в разных иссле-
дованиях, привлеченных нами к проведению срав-
нительного анализа, показано дифференциальное 
метилирование разных CpG-сайтов в одних и тех 
же генах, поэтому в настоящий момент не пред-
ставляется возможным провести корректный срав-
нительный анализ, оценить характер и  выявить 
особенности метилирования гена при различных 
патологических фенотипах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, при аневризме аорты выявлено 
сходство профиля метилирования ДНК в дилати-
рованной и нормальной тканях аорты, за исклю-
чением CpG-сайтов гена NR2F1-AS1. В  клетках 
атеросклеротической бляшки аорты по сравнению 
с  ее дилатированной и  нормальной областями 
большее число гиперметилированных CpG-сай-
тов обнаружено в экзонах генов и СрG-островках, 
а большее число гипометилированных – в интро-
нах генов нкРНК.
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В атеросклеротической бляшке, в дилатирован-
ной и нормальной тканях аорты 52.9% ДМС рас-
полагаются непосредственно внутри регулятор-
ных элементов (промотор, энхансер, инсулятор) 
или на расстоянии менее 1000 п. н. от них, а 88.2% 
локализованы в сайтах связывания ТФ, в том чис-
ле в ZNf263 и ZFP148 PATZ1, NRF1, TCF12, EGR1, 
вовлеченных в патогенез атеросклероза различных 
артерий, а ELK1, ETS1, KLF15 – аневризмы аорты.

Сравнительный анализ спектра ДМГ в  атеро-
склеротических бляшках аорты и  тканях аорты 
при ее аневризме/расслоении, а также в атероскле-
ротических бляшках коронарных и сонных арте-
рий выявил общие гены (CMIP, RPH3AL, XRCC1, 
GATA5, EXD3, KCNC2, HIVEP3, ADCY9, CDCP2, 
FOLR1, WT1, MGMT, GAS2, CA1, PRSS16, ANK3), 
вовлеченные в  развитие как расслоения аорты, 
так и атеросклероза сосудов различных бассейнов. 
Показано преимущественное гиперметилирование 
ДМС общих генов в атеросклеротической бляшке 
по сравнению с дилатированными и нормальными 
участками аорты. Эти ДМС локализуются в интро-
нах и межгенных регионах вблизи регуляторных 
элементов или в  сайтах связывания ТФ. Белки, 
кодируемые общими генами, участвуют в  широ-
ком спектре биологических процессов, в том числе 
в развитии мезенхимы (GO:0060485, FOLR1, WT1, 
GATA5, HIVEP3, KCNC2) и регуляции метаболизма 
ДНК (GO:0051054, MGMT, WT1, XRCC1).

Ограничением нашего исследования явля-
ется невозможность введения поправки на кле-
точный состав в связи с низким и неоднородным 
покрытием участков генома, специфичных для 
типа клеток, которое наблюдается при анализе 
метилирования с помощью RRBS, что затрудня-
ет использование классических алгоритмов де-
конволюции, построенных на основании данных 
метилочипов.

Вместе с тем следует отметить, что это первое 
исследование, в котором определен профиль ме-
тилирования ДНК у пациентов со спорадической 
формой аневризмы восходящего отдела грудной 
аорты – в трех ее участках с разной степенью по-
ражения – в непораженном сосуде, дилатирован-
ной области и в атеросклеротической бляшке.

Работа получила финансовую поддержку Рос-
сийского научного фонда (грант № 22‑25‑00701).

Все процедуры, выполненные в  исследова-
нии с участием людей, соответствуют этическим 
стандартам институционального и/или нацио-
нального комитета по исследовательской эти-
ке и  Хельсинкской декларации 1964  года и  ее 
последующим изменениям или сопоставимым 
нормам этики. От всех участников получено ин-
формированное письменное согласие на обсле-
дование. Исследование одобрено этическим ко-
митетом Научно-исследовательского института 
медицинской генетики Томского национального 

исследовательского медицинского центра Рос-
сийской академии наук (Регистрационный номер 
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DNA METHYLATION PROFILE IN COMORBIDITY OF ANEURYSM 
AND ATHEROSCLEROSIS OF THE ASCENDING AORTA

I. A. Goncharova1,*, A. A. Zarubin1, S. A. Shipulina1, Iu. A. Koroleva1, 
D. S. Panfilov2, B. N. Kozlov2, M. S. Nazarenko1

1Research Institute of Medical Genetics, Tomsk National Research Medical Center,  
Russian Academy of Sciences, Tomsk, 634050 Russia
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This study presents the results of DNA methylation analysis in different regions of the ascending aorta 
(dilated, non-dilated area, atherosclerotic plaque) in patients with aortic aneurysm. DNA methylation 
was analyzed by reduced representation bisulfite sequencing (RRBS). Differences in methylation 
levels between dilated and normal aortic tissues were detected for two CpG sites of the NR2F1-AS1 
gene (|Δβ| ≥ 0.2 and FDR < 0.05). Between atherosclerotic plaque samples and dilated/normal aortic 
tissues, 586/480 differentially methylated CpG sites (DMSs) were identified, among which 323/234 
were hypermethylated and 263/246 were hypomethylated in atherosclerotic plaques. DMSs were located 
mainly in introns and intergenic regions, 88.2% in the binding sites of TFs, among which ZNf263, 
ZFP148, PATZ1, NRF1, TCF12, EGR1 play a role in the pathogenesis of atherosclerosis of various 
arteries, and ELK1, ETS1, KLF15 play a role in aortic aneurysms. Sixteen DMSs are located in the 
region of genes (CMIP, RPH3AL, XRCC1, GATA5, EXD3, KCNC2, HIVEP3, ADCY9, CDCP2, FOLR1, 
WT1, MGMT, GAS2, CA1, PRSS16, ANK3) whose protein products are involved in the development of 
both aortic dissection and atherosclerosis in different arterial circulation regions. The protein products 
of these genes are involved in a wide range of biological processes, including mesenchyme development 
(GO:0060485, FOLR1, WT1, GATA5, HIVEP3, KCNC2) and positive regulation of DNA metabolic 
process (GO:0051054, MGMT, WT1, XRCC1).
Keywords: aortic aneurysm, atherosclerosis, DNA methylation, RRBS
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ВВЕДЕНИЕ

Молекулярная доместикация последователь‑
ностей мобильных элементов может играть зна‑
чительную роль в образовании новых генов. Слу‑
чаи молекулярной доместикации ретроэлемен‑
тов и их последовательностей у беспозвоночных 
изучены значительно слабее, чем у позвоночных. 
У  Drosophila melanogaster на текущий момент из‑
вестны лишь два доместицированных гена ретро‑
элементов – Gagr (гомолог гена gag ретроэлемента 
группы gypsy) и Iris (гомолог гена env ретроэлемен‑
та группы Sushi-ichi) [1, 2].

У  белка Gagr обнаружены следующие белко‑
вые партнеры: продукты генов 14‑3‑3epsilon, Pdi, 
eIF3j, CG6013, CG3687 [3], четыре из которых 
(14‑3‑3epsilon, Pdi, eIF3j, CG6013) имеют высо‑
коконсервативные функции у  эукариот. Белок 
14‑3‑3epsilon является многофункциональным ре‑
гуляторным белком семейства 14‑3‑3, представите‑
ли которого обнаружены у всех эукариот. Этот бе‑
лок, как правило, служит адаптером для белок-бел‑
ковых взаимодействий, обеспечивающим тесный 
контакт между взаимодействующими молекулами 
или ингибитором, подавляющим активность свя‑
занного белка [4]. Pdi (дисульфидизомераза)  – 
консервативный редокс-чувствительный шаперон, 

имеющийся, по-видимому, у большинства эукари‑
от, чаще всего локализуется в эндоплазматическом 
ретикулуме (ЭПР). Pdi может быть задействован 
в стресс-зависимых каскадах, воспринимая изме‑
нение редокс-потенциала [5]. eIF3j является одной 
из субъединиц эукариотического фактора иници‑
ации трансляции 3, главная функция которого – 
обеспечение посадки малой субъединицы рибосо‑
мы на мРНК и привлечение других компонентов 
eIF3 к малой субъединице рибосомы в нормаль‑
ных условиях [6] и при IRES-зависимой трансля‑
ции (трансляция через сайт внутренней посадки 
рибосомы, Internal Ribosome Entry Site), которая 
происходит в условиях острого клеточного стрес‑
са [7]. Ген CG6013 аннотирован в базах данных как 
ген с неизвестной функцией, имеющий гомологию 
с геном человека CCDC124. Таким образом, про‑
дукт гена Gagr в составе комплекса с его белковы‑
ми партнерами может быть вовлечен в стрессовый 
ответ [8].

Промотор Gagr у D. melanogaster содержит сайт 
связывания транскрипционного фактора kayak 
пути N-концевых киназ c-Jun, JNK, и два сайта 
связывания транскрипционного фактора STAT92Е 
сигнального пути Janus-киназы (JAK) и  транс‑
крипционного фактора STAT (Signal Transducer 
and Activator of Transcription) пути JAK/STAT [9]. 

DOI: 10.31857/S0026898424030076,  EDN: JCKOKP

В результате молекулярной доместикации гена gag эррантивирусов в геноме Drosophila melanogaster 
сформировался ген Gagr. Ранее самый высокий уровень транскрипции гена Gagr был выявлен в ки‑
шечнике, причем транскрипция наиболее эффективно индуцировалась у самок в ответ на добавле‑
ние в корм персульфата аммония. В представленной работе изучен транскриптом кишечника самок 
с нокдауном гена Gagr во всех тканях в стандартных условиях и в условиях стресса, вызванного пер‑
сульфатом аммония. Показано, что в кишечнике самок с нокдауном гена Gagr активированы гены 
антимикробных пептидов, контролируемых сигнальными путями Toll и Imd. Индукция стрессового 
ответа персульфатом аммония выявила нарушение работы сигнальных путей JAK/STAT и Jnk/MAPK 
и практически полное отсутствие активации работы путей ответа на стресс эндоплазматического ре‑
тикулума и несвернутых белков у особей с нокдауном гена Gagr. Полученные данные подтверждают 
важную роль гена Gagr в поддержании гомеостаза и в иммунном ответе.
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Экспрессия гена Gagr у D. melanogaster индуциру‑
ется у самок, но не у самцов, индуктором окисли‑
тельного стресса – персульфатом аммония (APS). 
При этом также индуцируется экспрессия ряда 
других стресс-активируемых генов, в  том числе 
upd3 [9]. Ген upd3 – один из трех генов цитокинов 
семейства Unpaired, запускающих путь JAK/STAT 
через рецептор Domeless [10]; экспрессия upd3 
у D. melanogaster индуцируется в ответ на стресс 
через каскад JNK [11, 12]. Таким образом, ген Gagr, 
по-видимому, интегрирован в регуляторную сеть 
стрессовых каскадов JAK/STAT и JNK.

С целью выявления сигнальных путей, в кото‑
рых может быть задействован ген Gagr, в настоя‑
щей работе сравнили транскриптомы кишечни‑
ка самок с  нокдауном гена Gagr во всех тканях 
и в контрольной линии в стандартных условиях 
и при воздействии APS.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Линии Drosophila melanogaster и  условия куль-
тивирования. В  работе использовали следу‑
ющие линии D. melanogaster, полученные из 
Венского ресурсного центра (VDRC): кон‑
трольную линию w1118, линию-драйвер Tub-
GAL4 (y[1]w[1118]; P{w[+mC]=tubP-GAL4}LL7 
P{ry[+t7.2]=neoFRT}82B/TM6B, Tb[1]), экспрес‑
сия GAL4 у которого контролируется промотором 
гена тубулина; линию v107457, несущую конструк‑
цию P{KK109908} для экспрессии под контролем 
UAS дцРНК, интерферирующей мРНК гена Gagr 
(далее UAS-Gagr). Мух культивировали при темпе‑
ратуре 25°C на стандартной питательной агаризо‑
ванной среде. Для индукции интерференции самок 
линии UAS-Gagr скрещивали с самцами драйвер‑
ной линии Tub-GAL4. Параллельно ставили кон‑
троль – самок линии w1118 скрещивали с самцами 
Tub-GAL4. Виргинных самок помещали в пробир‑
ки с самцами и оставляли при температуре 27°C 
на 3 дня. Отбор виргинных самок от скрещиваний 
Tub-GAL4×UAS-Gagr и Tub-GAL4хw1118 проводи‑
ли в возрасте 1 день. Стресс индуцировали путем 
24-часовой инкубации мух на среде с 0.1 М APS. 
В  качестве контроля использовали самок, выра‑
щенных в стандартных условиях без добавления 
APS. РНК выделяли из кишечников, собранных 
после вскрытия самок в фосфатном буфере.

Секвенирование РНК и обработка данных. Вы‑
деление тотальной РНК проводили с  помощью 
реактива ExtractRNA (“Евроген”, Россия). Все 
образцы получали в  одном эксперименте в  трех 
повторах; библиотеки готовили параллельно для 
каждого образца. Концентрацию и  целостность 
РНК оценивали с  помощью флуориметрическо‑
го анализа на приборе Qubit 4 (“ThermoScientific”, 
США) и капиллярного электрофореза на приборе 
TapeStation (“Agilent”, Германия) соответственно. 

Библиотеки, специфичные для цепей, были при‑
готовлены с помощью набора для подготовки би‑
блиотеки направленных РНК NEBNext Ultra II 
(“NEB”, США) и секвенированы (100 нуклеотидов, 
один конец) со средней глубиной 25 млн чтений 
на образец с помощью NovaSeq 6000 (“Illumina”, 
США). Считывания низкого качества и адаптер‑
ные последовательности удаляли (инструмент 
Timmomatic, v0.36), затем считывания приводи‑
ли в соответствие со сборкой первичного генома 
BDGP6. Подсчитывали уникально выровненные 
чтения известных экзонов каждого гена с исполь‑
зованием пакета R (среда R). Оценивали откло‑
нение экспрессии каждого из референсных генов 
(ppl, Tbp, Gapdh1, tub, RPL40, SdhA) в образце, нор‑
мированной на значение экспрессии соответству‑
ющего гена в контрольной линии без воздействия 
APS. Отклонения для разных генов в среднем со‑
ставили ±  0.3. Анализ дифференциальной экс‑
прессии выполнен с помощью пакета программ 
DESeq2 (https://bioconductor.org/packages/release/
bioc/html/DESeq2.html). Дифференциально экс‑
прессирующиеся гены, кодирующие белки, выяв‑
лены с порогом значимости |Log2 Fold Change| (да‑
лее LFC) не менее 0.6, Padj < 0.05. Тепловую карту 
и кластерный анализ транскриптомов проводили 
в сервисе SRPLOT (https://www.bioinformatics.com.
cn/srplot). Сервис Metascape использовали для вы‑
явления категорий функционального обогащения 
дифференциально экспрессирующихся генов и по‑
строения кластеров функциональных категорий 
генов (http://metascape.org) [13]. Для анализа пе‑
ресекающихся выборок генов строили диаграммы 
Венна (https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/
Venn/). Поиск обогащения по молекулярной функ‑
ции, по внутриклеточной локализации и по биоло‑
гическому процессу проводили с использованием 
GeneOntology Resource (https://geneontology.org/).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Сравнительный анализ транскриптомов 
кишечника самок с  нокдауном гена Gagr 

и  контрольных самок
По данным базы FlyBase (https://flybase.org/), 

ген Gagr транскрибируется на самом высоком уров‑
не в тканях кишечника относительно других тканей 
(https://flybase.org/reports/FBgn0036627#expression), 
а по нашим данным, его транскрипция наиболее 
эффективно индуцируется в ответ на APS, но толь‑
ко у самок [9]. В наших экспериментах мы добав‑
ляли APS в корм, следовательно, пищеварительная 
система первая контактировала с APS и следовало 
ожидать ее наиболее сильный стрессовый ответ, 
поэтому для анализа транскриптома была выбрана 
ткань кишечника самок.
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Рис. 1. Сравнительный анализ транскриптомов кишечника самок с нокдауном гена Gagr и контрольных самок. а – 
Тепловая карта и кластерный анализ транскриптомов кишечника самок с нокдауном гена Gagr и контрольных самок, 
культивированных в стандартных условиях и на среде с APS. б – Обогащение функциональными категориями генов 
с дифференциальной экспрессией (|LFC| > 2) в кишечнике самок с нокдауном гена Gagr относительно контрольной 
линии. На шкале абсцисс приведено отрицательное значение десятичного логарифма P-value для данной категории. 
в – Обогащение функциональными категориями генов с повышенной и пониженной транскрипцией при стрессовом 
ответе (|LFC| > 2) у контрольных самок и самок с нокдауном гена Gagr. г – Диаграммы Венна, показывающие ко‑
личество общих генов, транскрипция которых изменилась при стрессовом ответе у контрольных самок (К) и самок 
с нокдауном Gagr (Gagr-RNAi), и их обогащение функциональными категориями.
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На рис.  1а представлена тепловая карта и  ре‑
зультаты кластерного анализа транскриптомов ки‑
шечника самок с нокдауном гена Gagr и контроль‑
ных самок, культивируемых в стандартных услови‑
ях и на среде с APS, полученные с использованием 
сервиса SRPLOT. Кластерный анализ показал, что 
по характеру транскрипции генов самки с нокдау‑
ном Gagr и контрольные самки ближе к друг другу 
в стандартных условиях, чем в стрессовых.

Сравнительный анализ транскриптомов кишеч‑
ников самок с нокдауном гена Gagr и контрольных 
самок выявил более 6000 дифференциально экс‑
прессирующихся генов, экспрессия которых разли‑
чается более чем в 1.5 раза (|LFC| > 0.6, Padj < 0.05). 
Поэтому далее мы анализировали обогащение 
функциональными категориями только тех генов, 
чья экспрессия различается с порогом |LFC| > 2. 
В стандартных условиях таких генов оказалось 423; 
уровень экспрессии 309 из них в кишечнике самок 
с нокдауном Gagr был как минимум в 4 раза выше, 
чем в кишечнике контрольных самок, а уровень 
экспрессии 114 из них в кишечнике самок с нок‑
дауном Gagr был как минимум в 4 раза ниже, чем 
в кишечнике контрольных самок.

Обогащение функциональными категориями 
анализировали с помощью сервиса Metascape, ис‑
пользующего для обогащения ресурс Gene Ontology 
(GO) и  базу биологических путей Reactome 
(https://reactome.org) для дрозофилы (R-DME) 
(рис.  1б). Обогащение GO показало, что гены 
с  повышенным уровнем экспрессии в  кишечни‑
ке самок с нокдауном Gagr относятся, в основном, 
к  генам защитного ответа, но есть также катего‑
рии генов метаболических процессов и  сигналь‑
ных путей. Наиболее значимой, согласно значению 
P-value, является категория генов антибактериаль‑
ного гуморального ответа GO:0019731. К этой ка‑
тегории относятся 33 из 309 генов с повышенной 
экспрессией. Среди них обнаружены гены анти‑
микробных пептидов DptA, Dro, Drsl2, Drsl3, Drsl4, 
Listericin, CecC, Def, Mtk (табл. S1, см. Дополнитель‑
ные материалы на сайте  http://www.molecbio.ru/
downloads/2024/3/supp_Nikitina_rus.zip). Анализ 
обогащения функциональными категориями ге‑
нов в базе Reactome выявил две категории генов: 
R-DME‑3371571 и R-DME65653890 – это гены, на‑
ходящиеся под контролем транскрипционного фак‑
тора HSF1, отвечающего на тепловой шок (Hsp23, 
Hsp68, Hsp70Ab, Hsp70Aa, Hsp70Bb, para, AttA, DptA), 
и гены лизоцимов (LysB, LysD, LysE). Примечатель‑
но, что гены антимикробных пептидов находятся 
под контролем сигнальных путей Toll и Imd [14]. 
Это свидетельствует об активации путей Toll и Imd 
у мух с подавлением функции гена Gagr.

В число генов со сниженным уровнем экспрессии 
в кишечнике самок с нокдауном Gagr входят гены 
ответа на внешние стимулы (GNBP-like3, Tsf1, Npc2e, 
BomS6), гены профенолоксидаз (PPO1 и  PPO2), 

участвующих в процессе меланизации, а также гены 
семейства Turandot (TotA и  TotX), чья экспрессия 
контролируется сигнальным путем JAK/STAT [15] 
(табл. S2, см. Дополнительные материалы).

Таким образом, нокдаун гена Gagr приводит 
к  изменению характера экспрессии генов, свя‑
занных со стрессовым ответом и находящихся под 
контролем разных сигнальных путей, что свиде‑
тельствует о том, что функция гена Gagr влияет на 
функционирование сигнальных каскадов.

Далее мы проанализировали транскриптом‑
ный ответ тканей кишечника контрольных самок 
на стресс. С этой целью сравнили уровни транс‑
крипции генов в кишечнике самок при стрессовом 
ответе и тех же генов вне стресса. Всего выявле‑
но 946 генов, транскрипция которых изменилась 
в 4 раза и более. Экспрессия 696 из них повысилась. 
Эти гены обогащены функциональными категори‑
ями, связанными с импортом в клетку, с HSF1-за‑
висимой трансактивацией, метаболизмом липидов, 
развитием нервной системы и др. (рис. 1в, табл. S3, 
см. Дополнительные материалы). При этом экс‑
прессия 250 генов в кишечнике контрольных са‑
мок снизилась в условиях стресса. Среди основ‑
ных категорий – гены иммунного ответа и метабо‑
лических процессов (табл. S4, см. Дополнительные 
материалы).

В кишечнике самок с нокдауном Gagr выявлено 
605 генов, транскрипция которых в ответ на стресс 
изменилась в 4 раза и более. Из них повысилась 
экспрессия 347 генов, что примерно в 2 раза мень‑
ше, чем у контрольных самок. Примечательно, что 
эти гены обогащены некоторыми другими функци‑
ональными категориями, в том числе связанными 
с контролем клеточного цикла (рис. 1в, табл. S5, 
см. Дополнительные материалы). Выявлено сни‑
жение экспрессии 258 генов. Их функция связана, 
главным образом, с метаболическими процессами 
(табл. S6, см. Дополнительные материалы).

Среди генов с повышенной экспрессией в ки‑
шечнике контрольных самок и самок с нокдауном 
Gagr выявлено всего 84 общих гена; это по боль‑
шей части гены защитного ответа и метаболизма 
(рис. 1г). Общие гены (40) с пониженной экспрес‑
сией, выявленные в кишечнике контрольных са‑
мок и самок с нокдауном Gagr, обогащены функ‑
циональными категориями, имеющими отношение 
к репродуктивным процессам, развитию и метабо‑
лическим процессам (рис. 1г).

Таким образом, и категории генов, и сами гены, 
дифференциально экспрессирующиеся при стрес‑
совом ответе в кишечнике самок с нокдауном гена 
Gagr и в кишечнике самок контрольной линии, до‑
вольно сильно отличаются, свидетельствуя о том, 
что нарушение функции гена Gagr кардинально 
меняет транскриптомный ответ на стресс. В стан‑
дартных условиях выключение гена Gagr приводит 
к повышению экспрессии генов стрессового ответа. 
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Однако в  стрессовых условиях активация генов 
происходит в гораздо меньшей степени в линии 
с нокдауном, чем в контрольной линии.

Далее мы решили выяснить, какие гены активи‑
руются при стрессовом ответе в кишечнике самок 
контрольной линии и не активируются в кишечни‑
ке самок с нокдауном Gagr. Для этого мы сначала 
определили число генов, транскрипция которых 
повысилась более чем в 4 раза в кишечнике кон‑
трольных самок, и генов, не отреагировавших ин‑
дукцией транскрипции или снижением экспрессии 

в кишечнике самок с нокдауном Gagr (LFC < 0.5) 
(рис. 2а). Таких генов оказалось всего 208. Из них 
41 ген относится к категории генов, чьи функции 
связаны с  везикулярным транспортом, 43  гена  – 
с метаморфозом, 45 генов – с локализацией белков, 
21 ген – с регуляцией созревания нейронов, 27 ге‑
нов – с мембранным транспортом, 30 генов – с по‑
зитивной регуляцией ответа на стимулы (рис. 2a, 
табл. S7, см. Дополнительные материалы).

Сервис Metascape предлагает визуализацию функ‑
ционального обогащения генов, позволяющую 

Гены с повышенной экспрессией у контрольных самок,
но не у самок с нокдауном Gagr 

0 21 3 4 5
−lg(P)

6 7

Рис. 2. Обогащение функциональными категориями генов с повышенной транскрипцией (LFC > 2) в кишечнике 
контрольных самок и не изменившими или понизившими транскрипцию в кишечнике самок с нокдауном Gagr 
(LFC < 0.5). Под диаграммой показана кластерная сеть функциональных категорий генов, построенная в программе 
Metascape (пояснения в тексте).
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Таблица 1. Обогащение генов, транскрипция которых повысилась более чем в 2 раза (LFC > 2) в кишечнике 
контрольных самок и не изменилась или понизилась в кишечнике самок с нокдауном Gagr (LFC < 0.5), 
биологическими процессами, молекулярными функциями и  клеточной локализацией (согласно Gene 
Ontology)

Биологический процесс (категория GO) Обогащение (FE) P-значение FDR
Везикулярный транспорт вдоль актиновых филаментов 20.33 7.78E‑04 4.73E‑02
Негативная регуляция полимеризации микротрубочек 19.36 1.13E‑04 1.18E‑02
Позитивная регуляция ремоделирования нейронов 19.36 1.13E‑04 1.15E‑02
Позитивная регуляция ответа на ранение 13.55 6.57E‑05 8.45E‑03
Позитивная регуляция эндоцитоза 8.95 2.50E‑05 4.03E‑03
Позитивная регуляция GTPазной активности 8.09 1.28E‑05 2.62E‑03
Морфогенез конечностей 5.89 7.69E‑04 4.78E‑02
Миграция пограничных клеток фолликула 5.77 1.19E‑04 1.19E‑02
Регуляция сигнального пути Wnt 5.59 1.46E‑04 1.32E‑02
Стрессовый ответ эндоплазматического ретикулума 5.52 4.09E‑04 2.98E‑02
Регуляция сигнальной трансдукции малыми GTPазами 5.45 4.36E‑04 3.10E‑02
Эндоцитоз 5.15 7.10E‑06 1.68E‑03
Регуляция репродуктивных процессов 5.12 1.05E‑04 1.17E‑02
Регуляция размера клеток 5.07 2.73E‑04 2.11E‑02
Регуляция развития нервно-мышечных контактов 4.56 5.33E‑04 3.58E‑02
Транспорт везикул аппарата Гольджи 4.18 4.40E‑04 3.09E‑02
Митотический цикл 3.85 1.43E‑05 2.41E‑03
Регуляция катаболических процессов 3.03 5.14E‑04 3.48E‑02
Липидные метаболические процессы 2.79 2.88E‑04 2.19E‑02
Позитивная регуляция сигнальной трансдукции 2.67 4.54E‑04 3.13E‑02
Транспорт белков 2.61 5.71E‑04 3.80E‑02
Развитие нейронов 2.59 8.73E‑05 1.02E‑02
Регуляция процессов в многоклеточном организме 2.34 5.95E‑04 3.93E‑02
Сигнальная трансдукция 2.11 1.05E‑04 1.14E‑02
Ответ на внешние стимулы 2.11 2.02E‑04 1.70E‑02
Молекулярная функция (категория GO) Обогащение (FE) P-значение FDR
Двигательная активность цитоскелета 7.82 1.90E‑04 2.09E‑02
Связывание малых GTPаз 6.84 1.37E‑06 8.15E‑04
Активация GTPаз 5.65 3.58E‑04 3.55E‑02
Гидролиз АТP 4.21 4.62E‑05 7.24E‑03
Связывание липидов 3.37 5.92E‑04 5.04E‑02
Связывание АТP 2.98 3.80E‑07 1.13E‑03
Киназная активность 2.78 4.50E‑04 4.33E‑02
Клеточная локализация (категория GO) Обогащение (FE) P-значение FDR
Аппарат Гольджи 8.47 1.27E‑04 1.62E‑02
Апикальная часть клетки 4.42 2.97E‑05 5.43E‑03
Цитоплазматические везикулы 2.61 3.85E‑04 2.90E‑02
Клеточные контакты 2.57 3.09E‑04 2.63E‑02
Цитозоль 2.21 2.78E‑05 5.93E‑03
Плазматическая мембрана 1.83 6.36E‑04 4.28E‑02

Примечание. GO – категория генов, согласно базе Gene Ontology. FE, Fold Enrichment – соотношение частоты категории 
генов в исследуемой выборке и в референсном наборе. FDR, False Discovery Rate – средняя доля ложных отклонений ги‑
потез среди всех отклонений.
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показать, что эти гены соответствуют кластерной сети 
категорий (рис. 2), каждая из которых представлена 
кругами одного цвета, а отдельный круг соответствует 
подкатегории. Размер круга пропорционален количе‑
ству генов, подпадающих в эту подкатегорию. Круги 
соединяются связями, если гены, попадающие в круг, 
обнаруживаются не в одной, а в нескольких категори‑
ях или подкатегориях. На рис. 2 видно, что практиче‑
ски все категории (19 из 20) объединены между собой 
функционально.

Мы предположили, что гены, транскрипция 
которых в кишечнике контрольных самок повыси‑
лась более чем в 4 раза, гены, транскрипция кото‑
рых не индуцировалась или снизилась в кишечни‑
ке самок с нокдауном Gagr, могут не только уча‑
ствовать в определенных биологических процессах, 
но также иметь общие молекулярные функции 
и клеточную локализацию. Поэтому далее с помо‑
щью сервиса Gene Ontology мы провели обогаще‑
ние этой группы генов (табл. 1). Полученные дан‑
ные подтверждают, что функция гена Gagr связана 
с процессами, лежащими в основе регуляции осно‑
вополагающих внутриклеточных гомеостатических 
процессов.

Анализ транскрипционного ответа генов 
сигнальных путей на стресс, вызванный 

персульфатом аммония
Далее мы сравнили транскрипцию генов, вхо‑

дящих в  основные сигнальные каскады, актива‑
ция которых сопряжена со стрессовым ответом. 
Прежде всего нас интересовали пути JNK/MAPK 
и JAK/STAT, так как в промоторе гена Gagr содер‑
жатся сайты связывания транскрипционных фак‑
торов kayak и STAT92E, вовлеченных в эти пути, 
и Gagr, вероятно, является эффектором этих пу‑
тей [9]. Кроме того, нас интересовали гены, акти‑
вируемые при ЭПР-стрессе и  сопровождающем 
его стрессе несвернутых белков  – UPR-стрессе, 
поскольку среди партнеров белка Gagr есть белки, 
локализованные в  ЭПР и,  возможно, задейство‑
ванные в стрессовом ответе [8].

Путь JNK представляет собой каскад киназ, ак‑
тивирующийся под влиянием самых различных 
стимулов (радиация, повреждения ДНК, высокие 
температуры, присутствие окислителей, бактери‑
альных или вирусных макромолекул, некоторых 
цитокинов) [16, 17]. Элементы каскада представ‑
лены первичными, вторичными и  третичными 
киназами. Первичные киназы (JNKKK) воспри‑
нимают специфические сигналы, вызванные огра‑
ниченным спектром факторов стресса, и локализу‑
ются в определенном компартменте клетки (ядро, 
митохондрии, цитозоль и др.), где подвергаются 
фосфорилированию. Активированные JNKKK, 
в  свою очередь, фосфорилируют вторичные ки‑
назы (JNKK), являющиеся первым интегрирую‑
щим звеном пути JNK. Третичные киназы (JNK) 

принимают сигнал от JNKK и  фосфорилируют 
белки-мишени, в  частности транскрипционные 
факторы. Таким образом, JNK-путь объединяет от‑
дельные стресс-сигналы в единый поток, направ‑
ленный на изменение транскрипционного про‑
филя клетки, определяющий целостный ответ на 
стрессовую ситуацию. У D. melanogaster JNK‑каскад 
включает относительно небольшое число компо‑
нентов (по сравнению с позвоночными): несколько 
первичных киназ (Ask1, Tak1 и др.), пару вторич‑
ных (Hep и Mkk4) и единственную третичную (Bsk). 
Основными мишенями Bsk являются транскрип‑
ционные факторы семейства AP‑1 (Jre и Kay) [16].

Сигнальный путь митоген-активированной про‑
теинкиназы p38 – еще один важный механизм ге‑
нерализованного клеточного ответа на стресс. Как 
и JNK-каскад, путь MAPK составляют первичные, 
вторичные и третичные киназы, осуществляющие 
передачу стресс-сигналов разной природы из раз‑
ных компартментов клетки или извне. Мишенями 
пути MAPK являются транскрипционные факторы, 
циклинзависимые киназы, факторы роста, а также 
белки, способствующие или противодействующие 
апоптозу [18]. У D. melanogaster путь MAPK (p38) 
представлен тремя киназами (p38a, p38b и p38c), 
он активируется в ответ на экзогенные (патогены, 
окислители) и эндогенные (метаболиты) стимулы. 
Функционирование киназ MAPK и JNK частично 
сопряжено (за счет регуляции одними и теми же 
фосфатазами), но спектр их мишеней различается.

Сигнальный каскад JAK/STAT играет важную 
роль в  онтогенезе (регулирует рост, пролифера‑
цию и  морфогенез), а  также активируется в  от‑
вет на бактериальные или вирусные инфекции 
[19, 20]. Предполагается, что в стрессовых реакци‑
ях путь JAK/STAT преимущественно способствует 
регенеративной пролиферации (в  отличие от не‑
однозначных эффектов путей JNK и MAPK) [21]. 
У D. melanogaster путь JAK/STAT представлен рецеп‑
тором (Domeless), активирующими его лигандами 
(цитокинами Upd1–3), Janus-киназой (Hopscotch) 
и  транскрипционным фактором (STAT92E). Ре‑
цептор, связывая лиганд Upd, димеризуется и пе‑
рефосфорилирует киназу, которая затем переносит 
фосфат на STAT. Фосфорилированный STAT также 
димеризуется и транспортируется в ядро, где регу‑
лирует транскрипцию генов-мишеней [20].

UPR-ответ – это реакция клетки на накопле‑
ние чужеродных (например, вирусных) или не‑
правильно уложенных собственных белков в ЭПР 
(ЭПР-стресс). У D. melanogaster и других животных 
известны три сенсора ЭПР-стресса (Ire1, PERK 
и  Atf6) и  три каскада, через которые реализует‑
ся UPR [22, 23]. Ire1 представляет собой фермент, 
встроенный в мембрану ЭПР и обладающий двумя 
видами активности – киназной и эндонуклеазной. 
Благодаря последней Ire1 может выступать в роли 
нестандартного фактора сплайсинга ряда мРНК, 
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PERK
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(1.61)

(1.06)
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Рис. 3. Транскрипционный ответ генов сигнальных путей JNK/MAPK, JAK/STAT и ЭПР-стресса в ответ на воз‑
действие персульфата аммония в кишечнике контрольных самок (а) и самок с нокдауном Gagr (б). Для построения 
схем сигнальных путей использованы данные из работ [20] и [23]. Красным показаны гены, транскрипция которых 
повысилась более чем в 2 раза. Розовым выделены гены, чья экспрессия повысилась в 1.5–2 раза. В скобках около 
генов приведено значение LFC, жирным выделены киназы; xbp1s – сплайсированная форма xbp1. *TotA – экспрессия 
этого гена у особей с нокдауном ниже, чем в контроле, но индуцируется при стрессовом ответе; **hid – экспрессия 
этого гена у особей с нокдауном Gagr выше, чем в контроле, и не индуцируется при стрессовом ответе.
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в  число которых входит транскрипт гена xbp1, 
не транслирующийся в  функциональный белок. 
При  ЭПР-стрессе Ire1 осуществляет сплайсинг 
этого транскрипта; процессированная таким обра‑
зом мРНК транслируется в функциональный белок 
Xbp1, являющийся транскрипционным фактором, 
контролирующим транскрипцию стресс-специфи‑
ческих генов [24]. Сигнальный путь Ire1 не только 
важен при стрессовых состояниях, но и необходим 
для правильного развития и функционирования 
тканей, постоянно контактирующих с  потенци‑
альными факторами стресса (например, кишечник, 
жировое тело у  личинок и  фоторецепторы) [23]. 
Другая киназа, PERK, при ЭПР-стрессе фосфори‑
лирует фактор инициации трансляции eIF2alpha 
(доставляющий инициаторные тРНК к малой субъ‑
единице рибосомы), ингибируя его и тем самым 
подавляя трансляцию в целом. С другой стороны, 
это событие позволяет осуществить трансляцию 
ряда стресс-специфических регуляторов в отсут‑
ствие конкуренции [25]. Atf6 – это транскрипци‑
онный фактор, встроенный в мембрану ЭПР. При 
возникновении стрессовой ситуации Atf6 покида‑
ет ЭПР и транспортируется в аппарат Гольджи, где 
частично расщепляется. После этого “усеченный” 
Atf6 переносится в ядро, где активирует транскрип‑
цию стресс-специфических генов.

Анализируя транскриптомный ответ на стресс, 
вызванный APS в кишечнике контрольных самок, 
мы обнаружили, что гены сигнальных путей, регу‑
ляция активности продуктов которых осуществля‑
ется путем модификаций киназами, может также 
регулироваться при стрессовом ответе на уровне 
транскрипции (рис. 3a). Транскрипция очень мно‑
гих генов проанализированных нами сигнальных 
путей активировалась при стрессовом ответе на 
APS. Среди активированных генов JNK/MAPK-пу‑
ти были гены гуморальных факторов Pvf1 и Pvf2 
и их мембранных рецепторов Grindewald (Grnd) 
и Pvr, киназ Msn, Tak1, MKK4, Bsk и MAP-кина‑
зы p38c; гены конечных мишеней JNK-сигналинга, 
транскрипционных факторов семейства AP‑1 – jra 
и kay; генов мишеней JNK-каскада – цитокинов 
Upd2 и Upd3. Таким образом, JNK-каскад регули‑
руется на уровне экспрессии его компонентов в от‑
вет на APS.

Воздействие APS приводит также к активации 
экспрессии целого ряда генов компонентов сиг‑
нального каскада JAK/STAT в контрольной линии: 
гуморальных факторов Upd2 и Upd3 и их мембран‑
ного рецептора Dome; негативного регулятора ре‑
цептора Et (eye transformer); транскрипционно‑
го фактора пути JAK/STAT – STAT92E; мишеней 
JAK/STAT каскада – генов антимикробных пепти‑
дов TotA и TotC и негативного регулятора каскада 
Socs36E. Таким образом, JAK/STAT-каскад регули‑
руется также на уровне транскрипции его отдель‑
ных компонентов в ответ на APS.

Нами показано, что воздействие APS приводит 
к ЭПР- и UPR-стрессу у мух контрольной линии. 
При этом наблюдается активация транскрипции 
гена киназы PERK, гена xbp1, генов транскрипци‑
онных факторов Atf4 и Atf6, Hsf1. Мы не обнару‑
жили изменения экспрессии гена транскрипцион‑
ного фактора Xrp1, однако наблюдали активацию 
транскрипции мишеней путей ЭПР- и UPR-стрес‑
са: генов семейства Hsp70 и семейства GstD. Сле‑
дует отметить, что, как недавно показано, гены 
глутатион-S-трансфераз семейства GstD – одни из 
наиболее значительно индуцируемых генов-мише‑
ней UPR-стресса у дрозофилы. Среди генов этой 
группы наиболее значительно повышается актив‑
ность гена GstD1, и эта индукция зависит от PERK 
и Xrp1 [26].

Изучение стрессового ответа транскриптома 
у особей с нокдауном Gagr не выявило активации 
транскрипции генов, характерной для контроль‑
ной линии (рис.  3б). Отметим, что в  отсутствие 
стресса у особей с нокдауном активирован иммун‑
ный ответ, опосредованный активацией сигналь‑
ных путей Toll и Imd (рис. 1). Однако в условиях 
реального стресса дальнейшей активации транс‑
крипции большинства генов иммунного ответа не 
происходит.

Поскольку активация белков, участвующих 
в сигнальных путях, происходит в результате их 
фосфорилирования и чаще всего не связана с ак‑
тивацией транскрипции, об активности сигналь‑
ных путей лучше всего судить по уровню транс‑
крипции генов-мишеней. Анализируя транс‑
крипцию генов-мишеней, мы сделали вывод, 
что у особей с нокдауном Gagr активирован путь 
JAK/STAT и  не работают пути ответа на ЭПР-
стресс и UPR-стресс. Про путь JNK однозначного 
вывода сделать нельзя, так как у мух с нокдауном 
Gagr активирована транскрипция отдельных ге‑
нов-мишеней (upd2, upd3).

Проанализировав уровни транскрипции генов 
белков-партнеров Gagr при стрессовом ответе, мы 
обратили внимание на повышение транскрипции 
только одного из генов белков-партнеров с  не‑
известной функцией, CG6013, в кишечнике кон‑
трольных самок, но не особей с нокдауном Gagr. 
Это означает, что активация этого гена может за‑
висеть от уровня транскрипции гена Gagr.

Согласно данным базы Flybase, ген CG6013 (го‑
молог гена человека CCDC124) предположитель‑
но является коактиватором транскрипции, ак‑
тивным в  ядре. Белок CG6013 имеет все типич‑
ные особенности белка CCDC124 (N-концевой 
ДНК/РНК-связывающий домен, C-концевой 
HMG-бокс, потенциально функциональные NLS 
и NES). У дрожжей Schizosaccharomyces pombe про‑
дукт ортологичного CG6013 гена, известный как 
Oxs1, действует как кофактор транскрипционного 
фактора Pap1 семейства bZIP в сигнальном пути 
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Pap1/Oxs1 [27]. Этот путь активируется в  ответ 
на стресс дисульфидных связей. Функционально 
Oxs1 предположительно ведет себя как кофактор 
Pap1, усиливающий его активность и изменяющий 
его специфичность (позволяя активировать новые 
гены-мишени) [27, 28].

Белок CCDC124 обладает мРНК-связывающей 
активностью [29]. Более того, экспериментально 
показано связывание CCDC124 с комплексом бел‑
ков ADARB1, PRKRA, EFTUD2 и U1 (ADARB1 – 
фермент, редактирующий мРНК, PRKRA – киназа, 
активируемая дцРНК, а EFTUD2 и U1 являются 
компонентами сплайсосомы) [30], а  также взаи‑
модействие этого белка с большой субъединицей 
рибосомы, экспортином‑1 и рибосомоспецифиче‑
ской киназой (как у S. cerevisiae) [31]. Эти данные 
могут указывать на тесную связь CCDC124 с ап‑
паратом трансляции. Учитывая гомологию с Oxs1, 
можно предположить, что функции CCDC124 свя‑
заны со стрессзависимой (ре)активацией аппарата 
трансляции. Известно, что CCDC124 локализован 
на элементах цитоскелета (актиновые филаменты), 
на центриолях и в цитоплазме [32, 33]. Изучение 
механизма, посредством которого белок CCDC124 
участвует в  восстановлении трансляции после 
стресса, показало, что CCDC124 соединяет сайты 
декодирования малой субъединицы с центром ак‑
тивации GTPазы большой субъединицы [34]. Та‑
ким образом, CCDC124 способствует быстрой ре‑
активации трансляции стабилизируя компетентное 
к рециркуляции состояние неактивных рибосом.

Учитывая сходство белка CG6013 D. melanogaster 
как с  Oxs1 дрожжей, так и  с  CCDC124 челове‑
ка, можно предположить, что CG6013 участвует 
в сигнальном пути, аналогичном Pap1/Oxs1. У D. 
melanogaster этот путь, вероятно, включает рибо‑
сомы и  аппарат, ответственный за синтез белка 
в ЭПР. Можно предположить, что белок CG6013 
является важной сигнальной молекулой, цирку‑
лирующей между аппаратом трансляции и ядром. 
В ядре его функциями могут быть активация или 
подавление экспрессии некоторых генов путем мо‑
дуляции активности транскрипционных факторов 
(возможно, Jra или Kay), связывание транскриптов 
этих генов, их процессинг и экспорт. Возможные 
функции, связанные с трансляцией, включают на‑
правление транскриптов в ЭПР, инициацию (вме‑
сте с Gagr и eIF3j) неканонического IRES-зависи‑
мого пути трансляции и реактивацию покоящихся 
рибосом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе филогенеза рода Drosophila ген Gagr, воз‑
никший в результате доместикации гена gag, пре‑
терпел существенные изменения: регуляция про‑
моторной области гена усложнилась, а его белко‑
вый продукт приобрел трансмембранный домен. 

Итогом этих преобразований стало включение 
гена Gagr в  сигнальные пути. По-видимому, бе‑
лок Gagr D. melanogaster заякорен в мембране ЭПР 
и может служить белком-адаптером, координиру‑
ющим взаимодействие своих партнеров. Анализ 
транскриптома кишечника самок с  нокдауном 
гена Gagr выявил плейотропность функции Gagr. 
Выключение гена Gagr приводит к значительному 
изменению архитектуры транскриптома. В стрес‑
совых условиях в отсутствие этого гена не проис‑
ходит активация путей ЭПР- и UPR-стресса, а так‑
же снижается эффективность работы сигнальных 
путей JNK/MAPK и JAK/STAT. Белок Gagr может 
относиться к белкам домашнего хозяйства, моду‑
лирующим активность коактиваторов транскрип‑
ции, таких как CG6013 с неизвестной функцией, 
гомолог CCDC124 человека. По-видимому, Gagr 
играет важную роль в процессах индивидуального 
развития, в том числе нервной системы, регулируя 
процессы пролиферации. В условиях стресса он 
может опосредовать IRES-зависимую трансляцию 
и способствовать активации процессов регенера‑
ции. Эти гипотезы требуют дальнейшей экспери‑
ментальной проверки.

Работа поддержана грантом Российского науч‑
ного фонда (№ 22‑24‑00305).
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STUDY OF THE GUT TRANSCRIPTOMIC RESPONSE  
IN Drosophila melanogaster WITH KNOCKDOWN OF THE Gagr, 

DOMESTICATED gag GENE OF ERRANTIVIRUSES
M. L. Nikitina1, P. A. Milyaeva1, I. V. Kuzmin1, L. N. Nefedova1, *

1Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia
*e-mail: nefedova@mail.bio.msu.ru

As a result of molecular domestication of the gag gene of errantiviruses, the Gagr gene was formed in the 
genome of Drosophila melanogaster. It has previously been shown that the Gagr gene is transcribed at 
the highest level in gut tissues relative to other tissues, and its transcription is most effectively induced in 
females in response to ammonium persulfate added to the diet. In the present work, the gut transcriptome 
of females with knockdown of the Gagr gene was studied in all tissues under standard conditions and 
under stress conditions caused by ammonium persulfate. It was revealed that in females with knockdown 
of the Gagr gene, the genes of animicrobial peptides controlled by the Toll and Imd signaling pathways 
are activated in the gut. Induction of a stress response by ammonium persulfate revealed disruption of 
the JAK/STAT and JNK/MAPK signaling pathways and an almost complete absence of activation of the 
ER-stress and UPR-stress pathways in the Gagr gene mutant. The data obtained confirm the important 
role of the Gagr gene in maintaining the homeostasis and the immune response.

Keywords: domestication, retroelements, gag, Drosophila, stress response



437

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2024, том 58, № 3, с. 437–447

ВВЕДЕНИЕ

Полиаденилирование – это процесс нематрич-
ного синтеза поли(А) на 3'-конце РНК. Существует 
несколько типов поли- или олигоаденилирования 
РНК. Наиболее важным в жизнедеятельности клет-
ки и, как следствие, наиболее хорошо изученным 

является каноническое полиаденилирование, ко-
торому подвергаются пре-мРНК и большинство 
других транскриптов, генерируемых РНК-полиме-
разой II (см. обзоры [1–4]). Оно также называется 
AAUAAA-зависимым, поскольку для него крити-
чески важен главный сигнал полиаденилирования 
(PAS), гексануклеотид AAUAAA (или, реже, один 
из его минорных вариантов) в  3'-нетранслируе-
мой области пре-мРНК. Такое полиаденилирова-
ние осуществляется в ядре непосредственно после 
разрезания пре-мРНК в сайте, расположенном на 
20–30 нуклеотидов ниже PAS. Вместе эти два со-
бытия называются 3'-процессингом. Разрезание 
РНК приводит к замедлению транскрипции гена 
РНК-полимеразой II, а затем и к ее полной оста-
новке [2]. Важную роль в  описываемых событи-
ях играет и сама РНК-полимераза II, так как с ее 
большой субъединицей связаны белковые факто-
ры, осуществляющие 3'-процессинг. Основным 
белком, направляющим оба процесса, является 

DOI: 10.31857/S0026898424030083,  EDN: JCHEYP

SINE – мобильные генетические элементы многоклеточных эукариот, возникавшие в ходе эволюции 
из различных тРНК, а также из 5S рРНК и 7SL РНК. Подобно генам этих РНК, SINE транскриби-
руются РНК-полимеразой III. Транскрипты некоторых SINE млекопитающих обладают уникальной 
для транскриптов РНК-полимеразы III способностью подвергаться AAUAAA-зависимому полиаде-
нилированию. Несмотря на определенное сходство с каноническим полиаденилированием мРНК 
(транскриптов РНК-полимеразы II), эти процессы имеют, по-видимому, и существенные различия. 
В данной работе оценена важность белков комплекса CPSF, образованного субкомплексами mPSF 
и mCF и направляющего полиаденилирование мРНК, для полиаденилирования транскриптов SINE. 
В клетках HeLa при помощи siРНК проводили нокдаун компонентов CPSF, после чего клетки транс-
фицировали плазмидными конструкциями, содержащими SINE. Методом нозерн-гибридизации оце-
нивали снижение эффективности полиаденилирования транскриптов SINE в результате нокдауна 
того или иного белка. Оказалось, что такие компоненты CPSF, как Wdr33 и CPSF30, вносят вклад 
в полиаденилирование транскриптов SINE, тогда как нокдаун CPSF100, CPSF73 и симплекина не 
снижает полиаденилирования этих транскриптов. Wdr33 и CPSF30, наряду с исследованными нами 
ранее CPSF160 и Fip1, входят в состав субкомплекса mPSF, ответственного за полиаденилирование 
мРНК. Таким образом, имеющиеся данные свидетельствуют о важности всех белков mPSF для по-
лиаденилирования транскриптов SINE. В то же время CPSF100, CPSF73 и симплекин, образующие 
субкомплекс mCF, ответственны за разрезание пре-мРНК, поэтому их неучастие в полиаденилиро-
вании транскриптов SINE представляется вполне естественным.

Ключевые слова: SINE, ретротранспозоны, некодирующие РНК, РНК-полимераза III, полиаденили-
рование, факторы полиаденилирования, нокдаун, млекопитающие
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УЧАСТИЕ БЕЛКОВ КОМПЛЕКСА CPSF В ПОЛИАДЕНИЛИРОВАНИИ 
ТРАНСКРИПТОВ, СЧИТЫВАЕМЫХ РНК-ПОЛИМЕРАЗОЙ III С SINE

УДК 577.241
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Сокращения: CPSF (Cleavage and Polyadenylation Specificity 
Factor)  – фактор специфичности разрезания и  полиаде-
нилирования; mCF (mammalian Cleavage Factor)  – фак-
тор разрезания у  млекопитающих; mPSF (mammalian 
Polyadenylation Specificity Factor) – фактор специфичности 
полиаденилирования у млекопитающих; CFIm (Cleavage 
Factor I mammalian) – фактор разрезания I у млекопита-
ющих; CPE (Cytoplasmic Polyadenylation Element)  – эле-
мент цитоплазматического полиаденилирования; DSE 
(Downstream Sequence Element)  – нижерасположен-
ный элемент; USE – вышерасположенный элемент; PAS 
(Polyadenylation Signal) – сигнал полиаденилирования; SINE 
(Short Interspersed Elements) – короткие, рассеянные по ге-
ному элементы; siРНК – малая интерферирующая РНК.



	 МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 3      2024

438	 Устьянцев и др.

мультисубъединичный комплекс CPSF [5]. В по-
следнее время стало ясно, что этот комплекс под-
разделяется на два субкомплекса [6]. Первый, 
mCF, отвечает за разрезание пре-мРНК и состо-
ит из трех субъединиц: симплекина (symplekin), 
CPSF73 и CPSF100. Второй, mPSF, способствует 
полиаденилированию и объединяет субъединицы 
CPSF160, CPSF30, Wdr33 и Fip1 [7]. Помимо CPSF, 
полиаденилирование и разрезание помогают осу-
ществлять и другие факторы, все вместе объеди-
няемые в комплекс 3'-процессинга. Это CStF, вза-
имодействующий с последовательностями, лежа-
щими ниже сайта разрезания (DSE), наибольшая 
субъединица РНК-полимеразы II, а также CFIm 
и CFIIm [5]. CFIm связывается с определенными 
последовательностями (USE), лежащими выше 
сайта разрезания и PAS, и наряду с mPSF способ-
ствует полиаденилированию [8]. Нужно отметить, 
что USE играют роль вспомогательного элемента 
и имеются только у половины мРНК человека [9]. 
Вместе CFIm и mPSF обеспечивают работу клю-
чевого компонента комплекса 3'-процессинга, по-
ли(A)-полимеразы, позволяя ей осуществлять про-
цессивный синтез поли(A)-хвоста на 3'-конце све-
жеразрезанной пре-мРНК [2].

Значение канонического полиаденилирования 
заключается в увеличении времени жизни мРНК 
в клетке; кроме того, поли(A)-хвост способствует 
экспорту мРНК из ядра, а также циклизации мРНК 
при трансляции, обеспечивая ее реинициацию [5, 
10]. Длина поли(A)-хвоста служит регуляторным ме-
ханизмом, причем, как это ни странно, более длин-
ные (свыше 100 остатков) хвосты представлены у бо-
лее редких и короткоживущих мРНК [11]. Помимо 
канонического, существуют и другие виды полиаде-
нилирования. Ближе всего к каноническому стоит, 
вероятно, полиаденилирование с участием особой 
поли(A)-полимеразы STAR-PAP вместо обычных. 
Этот тип полиаденилирования примечателен иным 
нуклеотидным составом USE и DSE, а также отсут-
ствием участия в нем комплекса CFIm. Его проходят 
мРНК, транскрибируемые с генов, связанных с от-
ветом на окислительный стресс и апоптозом [12, 13]. 
Цитоплазматическое полиаденилирование – еще 
один тип неканонического полиаденилирования. 
мРНК, претерпевающие его, сначала деаденилиру-
ются, а затем запасаются в таком виде в цитоплазме. 
Для повторного полиаденилирования, т. е. для под-
готовки этих мРНК к трансляции, привлекается бе-
лок CPEB, связывающий последовательность CPE. 
Поли(A)-полимераза в данном случае также особая, 
неканоническая – PAPD4. Тем не менее для цито-
плазматического полиаденилирования требуется 
комплекс CPSF и, возможно, CFIm [14, 15].

В описанных процессах так или иначе участву-
ют транскрипты РНК-полимеразы II, прежде все-
го мРНК (однако многие длинные некодирующие 
РНК, синтезируемые этой полимеразой, также 

полиаденилируются). В большинстве своем пере-
численные типы полиаденилирования направлены 
на продление времени жизни транскрипта в клет-
ке. Для транскриптов других РНК-полимераз из-
вестны другие типы полиаденилирования (обыч-
но олигоаденилирования), приводящие, напро-
тив, к деградации транскриптов [1, 16]. В нашей 
лаборатории описан еще один неканонический 
тип полиаденилирования, которому подвергают-
ся РНК, синтезируемые не РНК-полимеразой II, 
а РНК-полимеразой III. Речь идет о транскриптах 
некоторых SINE млекопитающих [17].

SINE – это небольшие (сотни нуклеотидов) мо-
бильные генетические элементы, не кодирующие 
собственные белки [18]. SINE называют также ко-
роткими ретропозонами, так как их жизненный 
цикл включает стадию РНК. РНК SINE подвер-
гается обратной транскрипции, которая осущест-
вляется ферментом, закодированным в одном из 
мобильных генетических элементов класса LINE. 
Синтезированная таким образом ДНК оказы-
вается встроенной в  новый сайт генома. Транс-
крипты всех разновидностей SINE синтезируются 
РНК-полимеразой III, поскольку SINE происхо-
дят от коротких клеточных РНК, также транскри-
бируемых полимеразой III, – тРНК, 5S рРНК или 
7SL РНК. Сходство с этими РНК прослеживается 
в  5'-концевой части SINE, называемой головой. 
Эта часть несет внутренний промотор РНК-поли-
меразы III, соответствующий типу клеточной РНК, 
который дал начало данному семейству SINE. Про-
исходящий от тРНК или от 7SL РНК промотор со-
стоит из двух боксов (A и B), разделенных последо-
вательностью длиной 30–40 п. н. За головой SINE 
следует его тело – последовательность, специфич-
ная для каждого семейства SINE, а затем A-бога-
тый хвост. Большое количество остатков А в хвосте 
SINE необходимо для взаимодействия РНК с об-
ратной транскриптазой LINE-партнера, L1, и тем 
самым для успешной ретропозиции.

SINE присущи большинству высших эукариот 
и часто составляют заметную долю их геномов – 
они содержат сотни тысяч копий этих мобильных 
элементов. Большое разнообразие SINE наблюда-
ется у млекопитающих – распространение одного 
семейства SINE во многих случаях ограничивает-
ся одним отрядом млекопитающих [19, 20]. Наи-
более известен и хорошо изучен SINE Alu, проис-
ходящий от 7SL рРНК, характерный для приматов, 
включая человека [21]. Однако большинство SINE 
млекопитающих происходят от тРНК. Среди таких 
SINE есть особая группа, примечательная строени-
ем хвостовой части. В этой части SINE содержится 
один или несколько гексануклеотидов AATAAA (т. е. 
PAS), а также терминатор транскрипции РНК-по-
лимеразы III – последовательность, содержащая 
более трех остатков Т подряд. Эти особенности 
позволяют выделить подобные SINE в  особый 
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класс T+ (семейства таких SINE возникли неза-
висимо друг от друга, как и  большинство SINE 
в целом). Другие SINE причисляются к классу T─; 
терминация транскрипции последних происходит 
на случайных олиго(T) в 3'-фланкирующих после-
довательностях [22]. Уникальной особенностью T+ 
SINE, описанной в нашей лаборатории, является 
их способность полиаденилироваться AAUAAA-за-
висимым путем подобно пре-мРНК. В  ранних 
опытах нами показано, что инактивация PAS пу-
тем замены T на C (AACAAA) приводит к прекра-
щению полиаденилирования транскриптов SINE. 
На нозерн-блоте это проявлялось в исчезновении 
гетерогенной по длине фракции, расположенной 
выше полосы, соответствующей неполиаденили-
рованному транскрипту SINE [17]. Полиаденили-
рование транскриптов SINE существенно удли-
няет время жизни этих РНК в клетках [17, 23, 24]. 
Кроме того, наличие длинного поли(А)-хвоста 
у транскриптов SINE играет, видимо, решающую 
роль в их обратной транскрипции ферментом, ко-
дируемым LINE‑1 [21, 25–27].

Мы установили, что гексануклеотид AAUAAA 
необходим, но не достаточен для полиаденили-
рования транскриптов SINE. Кроме него требу-
ются две вспомогательные последовательности 
(аналоги USE): район β, лежащий ниже бокса B 
промотора, и  район τ, предшествующий A-бога-
тому хвосту. Инактивация одной из этих последо-
вательностей в различных T+ SINE посредством 
протяженных замен или делеций ослабляла по-
лиаденилирование транскриптов, а  обеих сра-
зу – почти полностью прекращала его; удаление 
других участков SINE практически не влияло на 
эффективность полиаденилирования [24, 28]. 
Для более тщательного исследования мы выбрали 
два T+ SINE – B2 из генома мыши и Ves из гено-
ма летучей мыши – с несхожими районами β и τ, 
и в результате идентифицировали β- и τ-сигналы, 
т. е. участки β- и τ-районов, непосредственно обе-
спечивающие полиаденилирование транскриптов 
этих SINE [29]. Кроме того, в отдельных опытах 
также использовали T+ SINE Ere из генома ло-
шади [28]. В B2 β-сигнал представлен последова-
тельностью ACCACATgg, в Ves – caaGGGCATGTa, 
а  τ-сигнал в  B2  – GCTACagTGTACTTACAT (за-
главными жирными буквами выделены наиболее 
важные для функции сигналов нуклеотиды, строч-
ными буквами – наименее важные). У Ves τ-сиг-
нал представлен полипиримидиновой последо-
вательностью длиной около 50 п.н; в нескольких 
других семействах T+ SINE район τ также образо-
ван длинным полипиримидиновым мотивом [28]. 
Предлагается, что с β- и τ-сигналами в транскрип-
тах SINE связываются гипотетические белки X и Y, 
способствуя рекрутированию полиаденилирующе-
го комплекса [28]. При помощи нокдауна мы выяс-
нили, что τ-сигнал в транскрипте B2 способствует 
полиаденилированию благодаря взаимодействию 

с белком CFIm25 [29]. Сайтом связывания CFIm25 
в пре-мРНК является последовательность UGUAN 
(N = A > U > G, C) [8], присутствующая и в со-
ставе τ-сигнала  B2. Другими словами, в  случае 
B2 функцию белка Y выполняет CFIm‑25, види-
мо, находящийся в комплексе с другой субъеди-
ницей, CFIm68. Используя нокдаун, мы также 
показали, что поли(A)-полимераза PAP (α или γ), 
как и компоненты комплекса CPSF – белки Fip1 
и CPSF160, критически важны для полиаденили-
рования транскриптов Ves и B2 [29]. В представ-
ленной работе мы исследовали влияние нокдауна 
остальных компонентов комплекса CPSF, в том 
числе субкомплекса mCF, отвечающего за разреза-
ние молекул пре-мРНК, на полиаденилирование 
транскриптов SINE. Кроме того, мы попытались 
выяснить, не участвуют ли в полиаденилировании, 
подобно CFIm25, несколько белков, потенциально 
способных взаимодействовать с β- или τ-сигнала-
ми определенного типа.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Плазмидные конструкции. Все использованные 

в  работе конструкции клонированы в  плазмиде 
pGEM-T и описаны нами ранее. В качестве обо-
значений конструкций с SINE класса T+ (Ves, B2 
и Ere) дикого типа [17, 28] использованы названия 
SINE с буквой T на конце, например Ves-T. Кро-
ме того, тестировали конструкции SINE Ves и B2 
с удаленными из них районами β и τ (Ves-Δβ, Ves-
Δτ, B2-Δβ и B2-Δτ). Они описаны в [29] (третья) 
и [28] (остальные) соответственно, как Ves-Δ7intb, 
Ves-Δ52, B2-Δ12 и  B2–30_45. В  качестве B2, ли-
шенного района β, использовали химерный SINE 
Sor/B2, также описанный в  [28] и  представляю-
щий собой SINE Sor (класс T─) из генома земле-
ройки с присоединенной к нему 3'-концевой ча-
стью B2, содержащей район τ, PAS и терминатор 
транскрипции. Нуклеотидные последовательности 
всех конструкций на основе B2, Ves и Sor представ-
лены на рис. S1 в Дополнительных материалах, см. 
на сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2024/3/
supp_Ustyantsev_rus.pdf. Плазмидные ДНК для 
трансфекции клеток выделяли с помощью набора 
Plasmid Midi Kit (“Qiagen”, Германия).

Культивирование клеток, нокдаун, трансфекция, 
выделение РНК и  белков. Клетки HeLa растили 
на чашках Петри (d = 60 мм) в 5 мл среды DMEM 
с  10% эмбриональной сыворотки крупного рога-
того скота (FBS) до плотности покрытия 50–60%. 
К  5.8  мкл раствора siРНК против исследуемого 
белка (приобретены у “Santa Cruz Biotechnology”, 
США; табл. S1 Дополнительных материалов) либо 
к контрольной siРНК (не подавляющей экспрессию 
клеточных белков, далее обозначены как Контроль, 
K) с  концентрацией 10 мкМ добавляли 300 мкл 
среды OptiMem. К 17.5 мкл реагента Lipofectamine 
RNAiMax (“Thermo Fisher Scientific”, США) также 



	 МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 3      2024

440	 Устьянцев и др.

добавляли 300 мкл среды OptiMem, после чего два 
полученных раствора объединяли и  инкубирова-
ли в течение 5 мин. Полученную смесь добавляли 
в чашки с клетками. Кроме того, к части чашек не 
добавляли никаких реактивов (далее – “без siРНК”; 
необходимо подчеркнуть, что липофектамин в эти 
чашки также не добавляли). По мере достижения 
клетками покрытия, близкого к 100%, рассевали 
каждую чашку на две. Через 3 суток клетки с двух 
чашек с  каждой siРНК лизировали для анализа 
белков с  помощью Вестерн-блотинга. (Эти про-
цедуры подробно описаны ранее [29]; антитела 
ко всем изучаемым белкам приобретены у “Santa 
Cruz Biotechnology”, см. табл. S2 в Дополнитель-
ных материалах). Оставшиеся чашки в тот же день 
трансфицировали плазмидами с той или иной кон-
струкцией SINE с  помощью реактива TurboFect 
согласно протоколу производителя (“Thermo Fisher 
Scientific”). Для трансфекции клеток на одной чаш-
ке использовали 5 мкг плазмиды, несущей SINE, 
и 10 мкл TurboFect. Спустя сутки, используя гуани-
динтиоцианатный метод [30], выделяли суммарную 
клеточную РНК, которую очищали от следов ДНК, 
обрабатывая ее ДНКазой I [28, 29].

Нозерн-блот-анализ. Клеточную РНК (10 мкг) 
подвергали электрофорезу в 6%-ном ПААГ с 7 М 
мочевиной и переносили на нейлоновую мембрану 
(“GVS”, Италия) с помощью полусухого электро-
блотинга. Мечение гибридизационных зондов для 
детекции транскриптов SINE осуществляли с по-
мощью ПЦР в присутствии [α32P]-dATP (“Фосфор”, 
Россия), как описано ранее [28]. Мембрану с иммо-
билизованной РНК инкубировали с зондом в гибри-
дизационном растворе при 42°C в течение ночи, по-
сле чего отмывали при 42°C в течение 1 ч согласно 
[17, 28]. Для получения изображения и количествен-
ной оценки радиоактивности гибридизационных 
сигналов мембрану сканировали в фосфоимиджере 
(Image Analyzer Typhoon FLA 9000, “GE Healthcare 
Biosciences”, Швеция). Распределение радиоактив-
ных сигналов рассчитывали при помощи программы 
OptiQuant 3.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В работе использовали ранее клонированные 

в плазмидах SINE Ves, B2 и Ere (из генома лоша-
ди) дикого типа, а также варианты Ves и B2 с инак-
тивированными сигналами β и  τ. В  качестве B2 
без района β использовали также гибридный SINE 
Sor/B2, представляющий собой T─ SINE Sor, к ко-
торому присоединена 3'-часть B2 с районом τ, PAS 
и терминатором. Клетки человека HeLa трансфи-
цировали siРНК против одного из исследуемых 
белков, либо siРНК, не подавляющей экспрес-
сию никаких белков (“Контроль”), либо оставля-
ли нетрансфицированными (без siРНК на рисун-
ках). Через 3 суток часть клеток лизировали для 
анализа белков, а  остальные трансфицировали 

упомянутыми плазмидами с различными вариан-
тами SINE и еще через сутки выделяли клеточную 
РНК, которую разделяли в  ПААГ и  проводили 
нозерн-гибридизацию с радиоактивно меченным 
зондом, комплементарным последовательности 
того или иного SINE. Результаты вестерн-блотин-
гов и количественная оценка эффективности нок-
дауна белков представлены на рис. 1. Радиоавто-
графы, полученные в результате нозерн-гибриди-
зации, приведены на рис. 2. На каждой из дорожек 
видна полоса, соответствующая первичному непо-
лиаденилированному транскрипту SINE, а выше – 
гетерогенные по длине РНК, представляющие 
собой полиаденилированные транскрипты SINE. 
Отношение интенсивности измеряемого при по-
мощи фосфоимиджера радиоактивного сигнала 
полиаденилированных транскриптов к суммарной 
интенсивности полиаденилированных и неполиа-
денилированных транскриптов отражает эффек-
тивность полиаденилирования. Если нокдаун ка-
кого-либо белка влияет на эту эффективность, то 
должно наблюдаться значимое снижение доли по-
лиаденилированых транскриптов.

Диаграммы на рис.  3 показывают количе-
ственные оценки влияния нокдауна белков на 
полиаденилирование транскриптов SINE. Нок-
даун CPSF30 и Wdr33 приводил приблизительно 
к двукратному по сравнению с контролем сниже-
нию эффективности полиаденилирования транс-
криптов конструкций на основе SINE B2 или Ves 
(рис. 3а). Таким образом, белки CPSF30 и Wdr33, 
как и  два других (CPSF160 и  Fip1) тестирован-
ных нами ранее компонента субкомплекса mPSF 
[29], необходимы для полиаденилирования транс-
криптов SINE, генерируемых РНК-полимеразой 
III. Отметим, что именно CPSF30 и Wdr33 непо-
средственно взаимодействуют с AAUAAA в молеку-
лах мРНК [31, 32].

Менее вероятным представляется участие в по-
лиаденилировании транскриптов SINE компо-
нентов субкомплекса mCF. Несмотря на то, что 
его активность связана с разрезанием мРНК, а не 
с ее полиаденилированием, независимая от mCF 
работа mPSF в клетках пока не была описана [6]. 
Нами обнаружено, что нокдаун ни одного из ком-
понентов mCF (CPSF100, CPSF73 и симплекина) 
не снижает значимо уровень полиаденилирова-
ния транскриптов исследованных вариантов SINE 
(рис. 2 и 3б). Таким образом, показано, что суб-
комплекс mCF не участвует в полиаденилировании 
транскриптов SINE, синтезируемых РНК-полиме-
разой III. Один из результатов описанного опыта 
был неожиданным и даже “аномальным”: при нок-
дауне CPSF73 наблюдалось существенное и стати-
стически значимое повышение уровня полиадени-
лирования транскриптов SINE B2, лишенных рай-
она τ (рис. 3б, конструкция B2-Δτ). Видимо, здесь 
имеет место какой-то непрямой эффект нокдауна 
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CPSF73. К  сожалению, внутренне непротиворе-
чивой гипотезы, объясняющей этот результат, нам 
найти не удалось.

Варианты 3'-процессинга, в которые mPSF вов-
лечен без участия mCF, ранее не были описаны; это 
указывает на уникальность изучаемого нами явле-
ния – полиаденилирования транскриптов РНК-по-
лимеразы III. При этом известен обратный пример: 
mCF без участия mPSF осуществляет 3'-процессинг 
гистоновых пре-мРНК, которые, как известно, не 
полиаденилируются [33]. В таблице 1 рассмотрены 
некоторые процессы, в которых принимают уча-
стие те или иные факторы 3'-процессинга. Вид-
но, что полиаденилирование транскриптов SINE, 

возможно, более других напоминает канонический 
процесс, а его своеобразие заключается в том, что 
в него не вовлечен субкомплекс mCF.

В последней части работы мы попытались об-
наружить гипотетические белки X и  Y, которые 
могли бы, взаимодействуя с β- или τ-сигналами 
транскриптов SINE, стимулировать их полиадени-
лирование. Планировалось использовать подход, 
который позволил нам выявить участие CFIm25 
в  полиаденилировании транскриптов SINE В2: 
сначала мы обнаружили сайт узнавания этого бел-
ка (UGUA) в  его τ-районе [28], а  затем с  помо-
щью нокдауна CFIm25 показали снижение уров-
ня полиаденилирования транскриптов B2  [29]. 
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Рис. 1. Снижение уровня экспрессии белков в результате их нокдауна. a – Детекция белков с помощью вестерн-бло-
тинга. Над дорожками указаны siРНК, которыми обрабатывали клетки HeLa. Снизу приведены названия детекти-
руемых белков: слева – контрольный белок гяРНП E2 с массой 40 кДа, справа – белок, подвергаемый нокдауну. б – 
Снижение уровня белка в клетках, обработанных специфическими siРНК относительно его уровня в клетках, обра-
ботанных контрольной siРНК (сделана поправка на экспрессию контрольного белка, гяРНП E2, в обоих образцах). 
Проведено не менее трех опытов с нокдауном каждого из белков, показано стандартное отклонение; * и ** – p < 0.05 
и < 0.01 соответственно (t-критерий).
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Мы воспользовались масштабным исследованием, 
в котором получены данные о сайтах узнавания 
большого числа РНК-связывающих белков [34]. 
Были отобраны несколько белков, чьи сайты уз-
навания (указаны в скобках) напоминали β- или 
τ-сигналы: гяРНП L и гяРНП K (AC-богатые по-
следовательности, схожие с частью β-сигнала B2), 

гяРНП E1 и гяРНП E2 (полипиримидиновые моти-
вы, достаточно сходные с τ-районом Ves) и RbFox1 
(GCAUG, часть β-сигнала Ves). Отметим, что, в от-
личие от CFIm25, не описано участие ни одного 
из этих пяти белков в каких-либо видах полиаде-
нилирования РНК. К  сожалению, большинство 
опытов по обработке клеток специфичными siРНК 
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Рис. 2. Влияние нокдауна белков на полиаденилирование транскриптов SINE. Нозерн-блот-анализ РНК, выде-
ленных из клеток HeLa, обработанных сначала siРНК (над дорожками указано, какими именно: контрольными 
(“Контроль”), против CPSF30, Wdr33, симплекина, CPSF100, CPSF73, гяРНП K, CFIm25, CPSF160 или оставших-
ся необработанными (“Без siРНК”) в течение 72 ч, а затем трансфицированных различными конструкциями на 
основе SINE Ves, B2 или Ere (их названия указаны под сериями дорожек). Нокдаун CPSF160 или CFIm25 про-
веден в качестве положительного контроля на снижение полиаденилирования транскриптов. Черными стрелкам 
помечены первичные транскрипты, а фигурными скобками – полиаденилированные транскрипты; белая стрелка 
указывает на характерный для Ves укороченный транскрипт, образующийся вследствие терминации транскрипции 
на неоптимальном терминаторе и не способный к полиаденилированию. Одна из дорожек на правом нижнем бло-
те – гяРНП K (48) – соответствует опыту, в котором трансфекция плазмидами проведена спустя 48 ч после начала 
обработки клеток siРНК к гяРНП K. Время обработки сокращено с целью уменьшения цитотоксического действия 
данных siРНК.
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оказались неудачными – либо не был достигнут 
достаточно эффективный нокдаун белков, либо, 
напротив, нокдаун вызывал столь сильное пода-
вление роста и деления клеток, что дальнейшая ра-
бота (трансфекция плазмидами) становилась прак-
тически невыполнимой. По схожим причинам мы 
не смогли протестировать бóльшую субъединицу 

субкомплекса CFIm, CFIm68, в нашем предыду-
щем исследовании [29].

Исключением оказался белок гяРНП K – его 
нокдаун ухудшал рост клеток, хотя и существенно, 
но в допустимых пределах. Проведено несколько 
опытов, позволивших получить статистически зна-
чимые результаты (рис. 2 и рис. 3в). Наибольший 
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Рис. 3. Диаграммы, иллюстрирующие количественное влияние нокдауна различных белков на полиаденилирование 
транскриптов конструкций SINE B2, Ves и Ere, содержащих только τ-сигнал (–Δβ), только β-сигнал (–Δτ) или оба 
сигнала (–T, дикий тип). Показан средний уровень полиаденилирования транскриптов каждой конструкции (на-
звания указаны слева от диаграммы) в клетках, трансфицированных специфическими siРНК, относительно уровня 
полиаденилирования в клетках, обработанных контрольной siРНК (этот уровень принят за 100% и отмечен верти-
кальной пунктирной линией). Стандартное отклонение получено по результатам трех опытов; *, ** и *** – p < 0.05, 
< 0.01 и < 0.001 соответственно (t-критерий). a – Компоненты субкомплекса mPSF: CPSF30 и Wdr33. б – Компонен-
ты субкомплекса mCF: симплекин, CPSF100 и CPSF73. в – Белок гяРНП K.
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спад полиаденилирования (до  ~50% от контро-
ля) наблюдался для конструкций SINE, в которых 
имеется сигнал β, но отсутствует район τ  – как 
в случае Ves, так и в случае B2. Меньшим был спад, 
до 65–75%, в случае конструкций SINE, лишен-
ных района β: Ves-Δβ и Sor/B2. Наконец, нокда-
ун гяРНП K слабо влиял на полиаденилирование 

транскриптов SINE дикого типа (Ves, B2, а также 
Ere), которое составило около 90% от контроля. 
Исходно мы ожидали, что нокдаун гяРНП K вы-
зовет наиболее существенное падение полиадени-
лирования транскриптов конструкций В2, несущих 
только β-сигнал, так как именно он обладает опре-
деленным сходством с сайтом узнавания гяРНП K. 

Симплекин

CPSF100

CPSF30

Wdr33

CPSF73

mCF

mPSF

τ-сигнал

β-сигнал

Белок Y

Белок X

Бокс ВБокс А

(CFlm)

PAP

3'

5'

AAUAAA UUUAAAAA

CPSF160
Fip1

?гяРНП К

Рис. 4. Схема полиаденилирования транскрипта SINE, синтезированного РНК-полимеразой III. Названия бел-
ков даны курсивом: черным показаны белки, нокдаун которых проведен в нашем предыдущем исследовании [29], 
красным – белки, экспрессия которых подавлялась в данном исследовании. Субкомплекс mPSF комплекса CPSF 
взаимодействует с сигналом полиаденилирования AAUAAA за счет субъединиц Wdr33 и CPSF30. Белок Y (CFIm25 
в случае SINE B2) связывается с τ-сигналом, стимулируя полиаденилирование, осуществляемое поли(А)-полиме-
разой (PAP). Предполагается, что гипотетический белок X, связавшись с β-сигналом, также стимулирует полиаде-
нилирование; в случае B2, а также Ves, этим белком может быть гяРНП K. Субкомплекс mCF, ответственный за 
разрезание пре-мРНК, в полиаденилировании транскрипта SINE не участвует.

Таблица 1. Сравнение некоторых типов полиаденилирования и/или 3'-процессинга мРНК (пре-мРНК), 
включая канонические, c полиаденилированием транскриптов T+ SINE, синтезируемых РНК-полимеразой III

3'-Процессинг и/или 
полиаденилирование

РНК-полимераза, 
осуществляющая 

транскрипцию
Сопряженность 

с транскрипцией

Участие белковых факторов
PAP

α и γ CFIm mPSF mCF

Канонические 
полиаденилирование 
и 3'-процессинг пре-мРНК

II Да Да Да Да Да

Полиаденилирование пре-
мРНК с участием STAR-PAP II Да Нет Нет Да Да

3'-Процессинг пре-мРНК 
гистонов II Да Нет Нет Нет Да

Цитоплазматическое 
полиаденилирование мРНК Нет Нет (после 

транскрипции) Нет1 Воз-
можно Да Да

Полиаденилирование 
транскриптов T+ SINE III

Видимо, 
нет (после 

транскрипции)
Да Да2 Да Нет

1Цитоплазматическое полиаденилирование осуществляется ферментом PAPD4.
2Верно для B2 и, возможно, для некоторых других T+ SINE.
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Однако снижение полиаденилирования под воз-
действием нокдауна оказалось более распростра-
ненным – оно проявлялось и на В2 без β-сигнала 
(конструкция Sor/B2-T), и особенно на конструк-
циях Ves, несущих лишь один из сигналов (Ves-Δβ 
и Ves-Δτ). Таким образом, гяРНП K может влиять 
на полиаденилирование транскриптов SINE, но, 
вероятно, несколько иным образом, чем мы пер-
воначально представляли, поэтому окончательные 
выводы из полученных результатов пока сделать 
трудно. гяРНП K вовлечен во многие процессы 
в  клеточном ядре, поскольку он ассоциирован 
с пре-мРНК и выполняет функцию стыковочной 
платформы (a docking platform), собирающей сиг-
налы метаболических путей белков и нуклеиновых 
кислот [35, 36]. При столь широком объеме функ-
ций гяРНП K легко представить, что его нокдаун 
каким-то образом косвенно влияет и на полиаде-
нилирование транскриптов SINE.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На рис. 4 итог наших исследований представ-
лен в  виде схемы, иллюстрирующей полиадени-
лирование транскриптов SINE класса T+. Суб-
комплекс mPSF в полном составе (Wdr33, CPSF30, 
CPSF160 и Fip1) участвует в полиаденилировании, 
связываясь с последовательностью AAUAAA в хво-
сте транскрипта SINE и  обеспечивая работу по-
ли(A)-полимеразы. Субкомплекс mCF (симплекин, 
CPSF100 и CPSF73) не участвует в полиаденилиро-
вании транскрипта SINE. Вспомогательные белки 
X и Y связываются с сигналами β и τ и взаимодей-
ствуют с mPSF, стимулируя его работу. В случае 
SINE B2 белком Y является CFIm, тогда как при-
рода белка X остается неясной, но вполне возмож-
но, что это гяРНП K – как для транскриптов B2, 
так и Ves. Выявление белков-кандидатов, способ-
ных взаимодействовать с β- и τ-сигналами транс-
криптов SINE, и последующая проверка их c помо-
щью нокдауна представляет собой сложную задачу, 
если только нет очевидных аналогий с  полиаде-
нилированием мРНК, как в случае CFIm25 и его 
сайта связывания UGUA. Скорее всего, для окон-
чательного решения таких задач потребуется ис-
пользование иных методов, дополняющих нокдаун 
белков. Однако в любом случае, результаты этого 
исследования заметно углубляют наши представ-
ления о полиаденилировании транскриптов SINE, 
синтезируемых РНК-полимеразой III, и еще раз 
демонстрируют уникальность данного процесса на 
фоне других вариантов полиаденилирования РНК.
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PARTICIPATION OF PROTEINS OF THE CPSF COMPLEX  
IN POLYADENYLATION OF TRANSCRIPTS READ  

BY RNA POLYMERASE III FROM SINES
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SINEs are mobile genetic elements of multicellular eukaryotes that arose during evolution from various 
tRNAs, as well as from 5S rRNA and 7SL RNA. Like the genes of these RNAs, SINEs are transcribed 
by RNA polymerase III. Transcripts of some mammalian SINEs have the ability to AAUAA-dependent 
polyadenylation that is unique for transcriptions generated by RNA polymerase III. Despite a certain 
similarity with canonical polyadenylation of mRNAs (transcripts of RNA polymerase II), these processes 
apparently differ significantly. The purpose of this work is to evaluate how important for polyadenylation 
of SINE transcripts are proteins of the CPSF complex formed by mPSF and mCF subcomplexes which 
directs mRNA polyadenylation. In HeLa cells, siRNA knockdowns of the CPSF components were 
carried out, after which the cells were transfected with plasmid constructs containing SINEs. A decrease 
of polyadenylation of the SINE transcripts as a result of the knockdown of the proteins was evaluated 
by Northern-hybridization. It turned out that the CPSF components, such as WDR33 and CPSF30, 
contributed to the polyadenylation of SINE transcriptions, while the knockdown of CPSF100, CPSF73 
and symplekin did not reduce the polyadenylation of these transcripts. Wdr33 and CPSF30, along with 
the CPSF160 and Fip1 previously studied, are components of the subcomplex mPSF responsible for 
mRNA polyadenylation. Thus, the available data suggest the importance of all mPSF proteins for SINE 
transcriptions. At the same time, the CPSF100, CPSF73, and symplekin, forming the subcomplex mCF, 
are responsible for the cleavage of pre-mRNA, therefore, their non-participation in the polyadenylation 
of SINE transcriptions seems quite natural.

Keywords: SINE, retrotransposons, non-coding RNA, RNA polymerase III, polyadenylation, 
polyadenylation factors, knockdown, Mammalia
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ВВЕДЕНИЕ

Экспрессия генов включает этапы инициа-
ции транскрипции, синтеза и процессинга мРНК, 
образования зрелой мРНК-содержащей рибо-
нуклеопротеиновой частицы (мРНП-частицы), 
экспорта мРНК из ядра в цитоплазму через ядер-
ные поры, трансляции в цитоплазме. Белок ENY2 
(transcription and export complex 2 subunit) – эволю-
ционно консервативный мультифункциональный 

белок, участвующий в экспрессии генов на разных 
этапах [1, 2]. Белок ENY2 Drosophila melanogaster, 
также называемый e(y)2, как и  его гомологи,  – 
субъединица эволюционно консервативного ядер-
ного комплекса TREX‑2 (transcription and export 
complex 2), необходимого для экспорта большей 
части мРНК из ядра в  цитоплазму через ядер-
ные поры у различных эукариот [3–8]. В составе 
TREX‑2-комплекса человека ENY2 в двух копиях 
связывается с белком Xmas‑2 – платформой для 
сборки комплекса [6]. TREX‑2 взаимодействует 
с мРНК, ассоциирует с ядерными порами, а нок-
даун его компонентов приводит к  накоплению 
мРНК в ядре [9]. Нами был выделен совместный 
комплекс TREX‑2 Drosophila melanogaster с  бел-
ками комплекса инициации репликации (origin 
replication complex, ORC) и показано, что субъеди-
ницы ORC TREX‑2-зависимым образом взаимо-
действуют c мРНП-частицами и участвуют в свя-
зывании рецептора экспорта NXF1 с мРНП [10]. 
В работах нашей группы и других исследователей 
было показано, что ENY2 также служит компонен-
том и других ядерных комплексов. ENY2 у многих 

DOI: 10.31857/S0026898424030095,  EDN: JCFDHO

Белок ENY2 – эволюционно консервативный мультифункциональный белок, входящий в состав не-
скольких комплексов, регулирующих различные этапы экспрессии генов. ENY2 входит в состав ком-
плекса TREX‑2, необходимого для экспорта большей части мРНК из ядра в цитоплазму через ядерные 
поры у многих эукариот. Широкий спектр функций ENY2 позволяет предположить, что он может 
ассоциироваться и с другими белковыми факторами или комплексами. С целью поиска белков, взаи-
модействующих с ENY2, проведен скрининг кДНК-библиотеки в дрожжевой двугибридной системе. 
В результате найдено взаимодействие ENY2 c РНК-связывающим белком Paip2. Paip2 непосредствен-
но связывается с ENY2 in vitro и взаимодействует с ENY2 in vivo на молекулярном и генетическом 
уровне. Paip2 способен ассоциировать с ENY2-содержащим комплексом TREX‑2. Paip2 присутствует 
в локусе кластера генов гистонов, Paip2 и ENY2 совместно обнаружены в тельцах гистонового локуса 
(histone locus body, HLB) – ядерных структурах, в которых происходит скоординированная транскрип-
ция и процессинг мРНК гистонов. Paip2 вместе с ENY2 и другими белками комплекса TREX‑2 ассо-
циирован с матричными рибонуклеопротеиновыми частицами (мРНП-частицами) гистонов. Нокдаун 
мРНК Paip2 приводит к уменьшению связывания субъединиц TREX‑2 с мРНК гистонов. Таким об-
разом, Paip2 можно считать новым белком-партнером ENY2 в составе комплекса TREX‑2, который 
участвует в связывании TREX‑2 с мРНП-частицами гистонов.
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БЕЛОК Paip2 Drosophila melanogaster СВЯЗЫВАЕТСЯ  
С БЕЛКОМ ENY2 И ВЗАИМОДЕЙСТВУЕТ С КОМПЛЕКСОМ  

TREX‑2 В СОСТАВЕ мРНП-ЧАСТИЦ ГИСТОНОВ

УДК 575.22:595.773.4

 МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ

Сокращения: AD (activator domain) – активаторный домен; 
BD (DNA-binding domain)  – ДНК-связывающий домен; 
СВР (cap-binding proteins) – кэпсвязывающие белки; CPRG 
(chlorophenol red-β-D-galactopyranoside) – хлорфеноло крас-
ный-β-D-галактопиранозид; DUB-модуль (deubiquitinilation 
module) – деубиквитинирующий модуль; HLB (histone locus 
body) – тельца гистонового локуса; ORC (origin replication 
complex)  – комплекс инициации репликации; PABP 
(poly(A)-binding protein) – поли(А)-связывающий белок; 
RIP (RNA immunoprecipitation)  – иммунопреципитация 
РНП-частиц; мРНП частица – мРНК-содержащая рибону-
клеопротеиновая частица; S2 TЛ – тотальный лизат S2-кле-
ток; ЯЭ – ядерный эмбриональный экстракт.
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эукариот входит в  состав деубиквитинирующе-
го модуля (DUB модуль) транскрипционного ко-
активаторного ацетилтрансферазного комплекса 
SAGA [4, 11, 12], ENY2 модулирует деубиквитини-
рующую активность комплекса [13]. DUB-модуль 
SAGA необходим для удаления моноубиквитина 
с остатка Lys120 гистона H2B на хроматине коди-
руюшей части генов [13]. В состав DUB-модуля 
входят также белки Sgf11, Nonstop, причем ENY2 
непосредственно связан с Sgf11 [11, 14]. С вовле-
ченностью в деубиквитинирование H2B, по-види-
мому, связано участие гомолога ENY2 у дрожжей, 
белка Sus1, в негативной регуляции длины теломер 
[15]. ENY2 также ассоциирован с комплексом THO 
(transcription and export complex), участвуя в его 
связывании с мРНП-частицами в ходе элонгации 
транскрипции [16]. ENY2 в составе TREX‑2 свя-
зывается с белком Sgf11, который взаимодействует 
с комплексом кэпсвязывающих белков (cap-binding 
proteins, CBP) на 5'-конце мРНК [17].

Таким образом, ENY2 входит в состав несколь-
ких комплексов, регулирующих различные ста-
дии экспрессии генов. Широкий спектр функций 
ENY2 позволяет предположить, что этот белок вза-
имодействует и с другими белковыми факторами 
или комплексами. С целью идентифицировать но-
вые белки-партнеры ENY2 мы провели скрининг 
кДНК-библиотеки из эмбрионов D. melanogaster 
в дрожжевой двугибридной системе и обнаружили 
взаимодействие ENY2 c РНК-связывающим бел-
ком Paip2.

PAIP2 (poly(A)-binding protein interacting pro-
tein 2) – специфичный для многоклеточных ор-
ганизмов белок, который впервые был описан 
как негативный регулятор трансляции [18]. PAIP2 
взаимодействует непосредственно с поли(А)-свя-
зывающим белком PABP [19]. Ассоциация PAIP2 
с  PABP ингибирует связывание PABP с  по-
ли(А)-последовательностями мРНК, а также нару-
шает взаимодействие PABP c фактором eIF4G, что 
приводит к снижению интенсивности трансляции 
[20, 21], а также предотвращает терминацию транс-
ляции мРНК [22]. PAIP2 может оказывать негатив-
ное влияние на трансляцию мРНК, лишенных по-
ли(А)-последовательности [23]. Помимо участия 
в регуляции трансляции PAIP2 также играет роль 
в поддержании стабильности мРНК. Так, связыва-
ясь с 3'-нетранслируемой областью (3' UTR) мРНК 
VEGF, PAIP2 стабилизирует молекулу мРНК [24], 
а связываясь с 3'-UTR мРНК GLUT5, изменяет 
скорость ее распада [25]. Взаимодействие PAIP2 
с мРНК Per1 и Per2 приводит к увеличению скоро-
сти их деградации в клетках нервной системы [26].

В геноме человека идентифицировано два па-
ралога PAIP2: PAIP2A и  PAIP2B [27], а  в  геноме 
D. melanogaster  – один ген, Paip2, кодирующий 
белок с расчетной молекулярной массой 14 кДа. 
Как и его аналоги у млекопитающих, белок Paip2 

D. melanogaster экспрессируется во многих тканях, 
взаимодействует с PABP в цитоплазме и ингиби-
рует связывание PABP с поли(А)-последователь-
ностями мРНК. Повышенная экспрессия Paip2 
в  пролиферирующих клетках крыловых дисков 
приводит к  уменьшению размеров дисков из-за 
снижения числа клеток [28]. Ранее показано, что 
у D. melanogaster Paip2 присутствует не только в ци-
топлазме, но и в ядрах клеток различных тканей 
[29]. Paip2 детектируют в ряде локусов на политен-
ных хромосомах из ядер клеток слюнных желез, 
в основном в междисках и пуфах. Paip2 РНК-зави-
симым образом привлекается на хроматин в про-
моторные области активно транскрибируемых ге-
нов. Paip2 связывается c мРНК вблизи 5'-конца 
синтезирующихся транскриптов и  ассоциирует 
с белком CBP80 – компонентом кэпсвязывающе-
го комплекса CBP [30].

Целью данной работы было исследование най-
денного нами взаимодействие Paip2 D. melanogaster 
c ENY2. Показано, что Paip2  – функционально 
важный белок-партнер ENY2, взаимодействую-
щий с  ENY2-содержащим комплексом TREX‑2. 
Обнаружено, что Paip2 присутствуют в локусе кла-
стера генов гистонов на политенных хромосомах; 
Paip2 и ENY2 колокализуются в ядерном тельце 
HLB (histone locus body), с которым ассоциирован 
хроматин кластера и где происходит скоординиро-
ванная с S-фазой активация транскрипции и про-
цессинга мРНК около 100 копий репликативно-
зависимых генов гистонов [31]. Продемонстриро-
вано, что Paip2 вместе с субъединицами TREX‑2 
взаимодействует с мРНП-частицами, содержащи-
ми мРНК гистонов. Снижение уровня экспрессии 
Paip2 приводит к уменьшению связывания ком-
плекса TREX‑2 с мРНК гистонов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Дрожжевая двугибридная система. Использова-

ли двугибридную систему MATCHMAKER GAL4 
Two-Hybrid System 2 (“Clontech”, США). Нуклео-
тидную последовательность, кодирующую полно-
размерный белок ENY2, клонировали в одной рам-
ке считывания с последовательностью ДНК-связы-
вающего домена (DNA-binding domain, BD) LexA 
в плазмиде pBTM117с. Эту конструкцию исполь-
зовали для скрининга кДНК-библиотеки, получен-
ной из эмбрионов D. melanogaster и содержащей 107 
клонов в одной рамке считывания с последователь-
ностью активаторного домена (activator domain, 
AD) GAL4 в плазмиде pACT2. Для скрининга ис-
пользовали штамм Lc40с Saccharomyces cerevisiae. 
Ложнопозитивные клоны отсеивали по протоко-
лу производителя. Экспрессию репортерного гена 
LacZ оценивали по активности кодируемой им 
β-галактозидазы в реакции расщепления субстра-
та (chlorophenol red-β-D-galactopyranoside, CPRG) 
в жидкой культуре по протоколу производителя. За 
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единицу активности (ед.) β-галактозидазы (GLb) 
принимали количество фермента, которое гидро-
лизует 1 мкМ CPRG до хлорофенолового крас-
ного (chlorophenol red) и  D-галактозы за 1 мин 
на 1 клетку. Для расчета использовали формулу 
(“Clontech”):

[GLb] (ед.) = 103 ∙ OD578/(t ∙ V ∙ OD600),

где t – время инкубации, мин; V = 0.1 ∙ С – объем, 
мл (здесь: С = 5 мл); OD578 и OD600 – оптическая 
плотность раствора при длине волны 578 и 600 нм 
соответственно.

Генетическое скрещивание дрозофилы. Мутантная 
линия #13029 Drosophila melanogaster с генотипом 
y[1]w[67c23];P{y[+mDint2]w[BR.E.BR.]=SUPor-P}
KG03704ry[506], содержащая инсерцию транс-
позона KG03704 в  промоторной области гена 
Paip2, была получена из коллекции Bloomington 
Drosophila Stock Center (http://flystocks.bio.indiana.
edu/). Мутантная линия y[1]w[1]e(y)2[u1]/FM4, не-
сущая гипоморфную мутацию e(y)2[u1] в гене, ко-
дирующем белок ENY2, была описана ранее [32]. 
Для изучения взаимодействия Paip2 и e(y)2 самок 
линии y[1]w[1]e(y)2[u1]/FM4 скрещивали с самца-
ми линии #13029. Рассчитывали процент самцов 
с аномальной морфологией абдоминальных сег-
ментов 9 и 10 в скрещиваниях и исходной линии 
y[1]w[1]e(y)2[u1]/FM4. Генетические скрещивания 
проводили при 25°C в трех повторах. Исследовали 
не менее 150 особей каждого генотипа.

Соосаждение рекомбинантных белков на глута-
тион-сефарозе. Нуклеотидная последовательность, 
кодирующая полноразмерный белок Paip2, была 
клонирована в  одной рамке считывания с  по-
следовательностью гена глутатионтрансферазы 
(GST) в  плазмиде pGEX5x‑1. После экспрессии 
в  Escherichia сoli штамм BL21(DE3), 50–100 мкг 
рекомбинантных белков GST-Paip2 или GST оса-
ждали на глутатион-сефарозе 4B (“Sigma”, США) 
и инкубировали со 100–200 мкг аффинно очищен-
ного рекомбинантного белка ENY2-His6.

Антитела. Использовали ранее полученные 
и  охарактеризованные нами аффинно очищен-
ные поликлональные кроличьи антитела к  бел-
кам ENY2 [32], Xmas‑2 [4], PCID2 [33] и мышиные 
моноклональные антитела M2 к  FLAG-эпитопу 
(“Sigma”). Поликлональные антитела к Paip2 по-
лучали от кроликов и мышей, иммунизированных 
аффинно очищенным белком, экспрессированным 
в векторе pET22b в безлактозной системе. Антитела 
очищали методом аффинной хроматографии с ис-
пользованием конъюгированного с BrCN-активи-
рованной сефарозой 4B (“Sigma”) Paip2. Монокло-
нальные антитела к ламину Dm0 были получены 
из Developmental Studies Hybridoma Bank, создан-
ного под эгидой NICHD и поддерживаемого The 
University of Iowa, Department of Biological Sciences 
(США).

Экстракты клеточных культур и эмбрионов дро-
зофилы. Ядерный экстракт (ЯЭ) из 0–12-часовых 
эмбрионов D. melanogaster получали с использо-
ванием 0.42 M раствора сульфата аммония, как 
описано ранее [34]. Клетки D. melanogaster линии 
Schneider 2 (S2) культивировали при 25°C в среде 
Schneider's Insect Medium (“Sigma”), содержащей 
10% фетальной сыворотки крупного рогатого скота 
(“HyClone”, США). Тотальный лизат S2 клеток (S2 
ТЛ) выделяли и проводили реакции коиммунопре-
ципитации, как описано ранее [32].

Для осаждения РНП-частиц антителами (RNA 
immunoprecipitation, RIP) белки S2-клеток раз-
деляли на ядерную и цитоплазматическую фрак-
ции в буфере, содержащем 40 мМ HEPES, pH 7.8, 
2.5 мМ MgCl2, 100 мМ NaCl, 1 мМ DTT и ингиби-
торы протеаз (“Roche”, Швейцария). Для лизиса 
ядер использовали раствор WLB (10 мМ HEPES, 
pH 7.0, 100 мМ KCl, 5 мМ MgCl2, 25 мМ EDTA, 
0.5% NP‑40, 1% Triton X‑100, 0.1% SDS, 10% гли-
церин). Перед иммунопреципитацией экстракт об-
рабатывали 0.6 U/мл ДНКзы I.

Трансфекция клеток S2. Кодирующую полно-
размерный белок Paip2 нуклеотидную последо-
вательность, в одной рамке считывания с тремя 
FLAG-эпитопами на N-конце, клонировали в век-
тор pAc5.1/V5-His (“Invitrogen”, США). Транс-
фекцию S2-клеток проводили с использованием 
MACSfectin Reagent (“Miltenyi Biotec”, Германия) 
по протоколу производителя.

Иммуноокрашивание политенных хромосом. Им-
муноокрашивание политенных хромосом из ядер 
клеток слюнных желез личинок D. melanogaster 
проводили по методике J. Platero с соавт. [35]. Ис-
пользовали афинно очищенные кроличьи анти-
тела к Paip2. В качестве вторичных использовали 
ослиные антитела против IgG кролика, конъю-
гированные с  флуоресцентным красителем Cy3 
(“Amersham”, США). Хроматин окрашивали DAPI 
(“Sigma”).

Иммуноокрашивание клеток S2. Клетки помеща-
ли на покровные стекла, дважды промывали PBS, 
10 мин фиксировали в 3.7%-ном растворе пара-
формальдегида, 5 мин пермеабилизовали в 0.2%-
ном Triton X‑100, 10 мин блокировали в 3%-ной 
суспензии сухого молока (все растворы готовили 
на PBS). Препараты инкубировали с афинно очи-
щенными мышиными антителами к Paip2 и кро-
личьими антителами к ENY2. В качестве вторич-
ных использовали ослиные антитела против IgG 
мыши, конъюгированные с флуоресцентным кра-
сителем Alexa Fluor 488 (“Thermo Fisher Scientific”, 
США), и ослиные антитела против IgG кролика, 
конъюгированные с флуоресцентным красителем 
Cy3 (“Amersham”). Антитела разводили в 3%-ной 
суспензии сухого молока в  PBS и  инкубирова-
ли с образцами в течение 60 мин при комнатной 
температуре. После инкубации как с первичными, 



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 3      2024

	 БЕЛОК Paip2 Drosophila melanogaster� 451

так и  вторичными антителами клетки триж-
ды промывали PBS (5 мин каждая промывка). 
Ядра клеток окрашивали DAPI. Препараты по-
мещали в  Vectashield Mounting Medium (“Vector 
Laboratories”, США) и анализировали на конфо-
кальном микроскопе TCS SP2 или флуоресцент-
ном микроскопе DMR/HC5 (“Leica Microsystems 
Inc.”, Германия) с  объективом HCX PZ Fluotar 
×100/1.3. Результаты регистрировали с помощью 
цифровой камеры Leica DC350 F.

Флуоресцентная гибридизация in situ (FISH-ги-
бридизация). FISH-гибридизацию РНК проводи-
ли, как ранее [4], с использованием Cy3-мечено-
го олиго-dT-зонда длиной 50 п. н. Для совмещен-
ной с иммуноокрашиванием FISH-гибридизации 
с ДНК-зондом сначала проводили фиксацию и пер-
меабилизацию S2-клеток, как при иммуноокраши-
вании. Клетки инкубировали в растворе 50%-ного 
формамида в буфере 2× SSC в течение 5 мин при 
95°C и затем в течение 5 мин при 4°C. После это-
го проводили дегидратацию клеток, последова-
тельно промывая их 70, 90 и 100%-ным этанолом 
при 4°C. К дегидратированным клеткам добавляли 
гибридизационную смесь с биотинилированным 
ДНК-зондом. В качестве матрицы для получения 
зонда использовали последовательность гена His3, 
которую амплифицировали методом ПЦР, и вно-
сили метку биотинилированного dUTP, используя 
для этого Biotin-Nick Translation Mix (“Roche”). 
Биотинилированную ДНК денатурировали в 25%-
ном формамиде при 95°C в течение 5 мин и прово-
дили гибридизацию в следующем буфере: 2× SSC,  
25% формамид, 10% декстрансульфат, 1  мг/мл 
дрожжевая тРНК, 0.5  мг/мл оцДНК  – при 37°C 
в течение 18 ч. Не связавшийся с клетками зонд 
удаляли промыванием в растворе 50%-ного форма-
мида в буфере 2× SSC при 45°C, а затем в 0.1× SSC 
при 55°C. Клетки инкубировали в блокирующем 
реагенте в течение 30 мин, а затем 60 мин с кроли-
чьими антителами к Paip2. Детекцию FISH-сигна-
ла His3 проводили при помощи авидина, конъю-
гированного с флуоресцентным красителем Texas 
Red (“Invitrogen”), и меченных биотином моно-
клональных мышиных антител к авидину (“Vector 
Laboratories”). После  трехкратного повторения 
обеих стадий на последнем этапе для детекции сиг-
нала Paip2 использовали вторичные антитела про-
тив IgG кролика, конъюгированные с Alexa Fluor 
488. Ядра клеток окрашивали DAPI. Препараты 
помещали в  среду Vectashield Mounting Medium 
(“Vector Laboratories”) и анализировали на конфо-
кальном микроскопе Leica TCS SP2.

РНК-интерференция. РНК-интерференцию 
в S2-клетках проводили по опубликованному про-
токолу [36] c использованием 10–20 мкг дцРНК на 
1 × 106 клеток. дцРНК синтезировали с помощью 
набора для транскрипции Transcript Aid T7 High 
Yield (“Thermo Fisher Scientific”) с ПЦР-продуктов, 
содержащих промотор для T7 РНК-полимеразы. 

Экспрессию генов оценивали с  помощью коли-
чественной ПЦР и иммуноблотинга. В качестве 
отрицательного контроля использовали дцРНК, 
соответствующую фрагменту мРНК зеленого флу-
оресцентного белка (GFP). Для синтеза ПЦР-про-
дуктов использовали следующие олигонуклеотид-
ные праймеры:
Paip2: 5'-GAATTAATACGACTCACTATAGGGAG
AGTCTCTTCAACAACA‑3' и
5'- GAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACTG
GCTTTATGAGGCAGGG‑3';
e(y)2: 5'-GAATTAATACGACTCACTATAGGGAGC
ACTTCCGGCGCAGTTGATC‑3' и 5'-GAATTAAT
ACGACTCACTATAGGGAGGATTCGTCCTCTG
GCTCA‑3';
xmas‑2: 5'-GAATTAATACGACTCACTATAGGGAG
AATGACCTGCACCGTAAG‑3' и
5'-GAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCG
GTTGTAGTTCATAG‑3';
gfp: 5'-CGACTCACTATAGGGAGACGTAAACGG
CCACAAGTTCAGC‑3' и
5'-CGACTCACTATAGGGAGAGATGCCGTTCTT
CTGCTTGTCG‑3'.

Иммунопреципитация мРНП-частиц. Иммунное 
соосаждение мРНП-частиц гистонов и контроль-
ных генов (RIP-анализ) проводили, как описано 
ранее [37], без использования каких-либо сшива-
ющих реагентов. Лизат ядер S2-клеток инкубиро-
вали в течение 1 ч при 4°C с антителами, связанны-
ми с protein(А)-сефарозой, в буфере NT2 (50 мМ 
Трис-HCl, рН 7.4, 150 мМ NaCl, 1 мМ MgCl2, 0.05% 
NP‑40), содержащем 40 U/мл RiboLock (“Thermo 
Fisher Scientific”), 1% BSA и 1 мг/мл оцДНК. Се-
фарозу промывали буфером NT2, обрабатывали 
протеиназой K (“Thermo Fisher Scientific”), затем 
реактивом TRI Reagent (“Thermo Fisher Scientific”) 
для выделения РНК. РНК осаждали, обрабатыва-
ли ДНКазой I, синтезировали кДНК с использова-
нием обратной транскриптазы RevertAid (“Thermo 
Fisher Scientific”). Обратную транскрипцию про-
водили с рассеянной затравкой. Уровни мРНК ги-
стонов и контрольных генов определяли методом 
количественной ПЦР с использованием олигону-
клеотидов к кодируюшим частям генов гистонов; 
для His2A: 5'-GCTGAGGTTCTCGAGTTGGCT‑3' 
и 5'-ATTGTGACGCCGGAGAGCAG‑3'. Каждый 
эксперимент проводили в трех повторах. Данные 
представляли как среднее ± стандартное отклоне-
ние (SD).
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Paip2 взаимодействует с  ENY2 в  дрожжевой 
двугибридной системе

C целью найти белки, взаимодействующие 
с ENY2, был проведен скрининг кДНК-библиоте-
ки D. melanogaster в дрожжевой двугибридной си-
стеме MATCHMAKER GAL4 Two-Hybrid System 2 
(“Clontech”). Последовательность, кодирующая 
ENY2, была клонирована в одной рамке считыва-
ния с последовательностью, кодирующей BD-до-
мен фактора LexA. Эту конструкцию использова-
ли для скрининга кДНК-библиотеки, содержащей 
107 клонов в одной рамке считывания с последо-
вательностью домена AD фактора GAL4. При свя-
зывании белков в двугибридной системе слитые 
с ними аминокислотные последовательности AD 
и BD также взаимодействуют и происходит актива-
ция транскрипции репортерных генов LacZ и His3. 
Ложнопозитивные клоны отсеивали по протоколу 
производителя (“Clontech”). Уровень активации 
репортерного гена LacZ оценивали по β-галакто-
зидазной активности на субстрате CPRG. Было 
отобрано 12 положительных клонов и определена 
первичная структура их ДНК. Один из клонов со-
держал последовательность, кодирующую участок 
домена цинковых пальцев белка Su(Hw). Ранее 
мы подтвердили взаимодействие ENY2 и Su(Hw) 
в клетках D. melanogaster и показали его функци-
ональное значение для барьерной и энхансербло-
кирующей функций gypsy-инсулятора [38]. Один 
из наиболее эффективно взаимодействовавших c 
ENY2 клонов кодировал последовательность бел-
ка Paip2 (рис. 1а). При переклонировании нукле-
отидных последовательностей ENY2 и Paip2 таким 
образом, чтобы ENY2 был слит с AD GAL4, а Paip2 
c BD LexA, взаимодействие сохранялось на таком 
же высоком уровне. В  качестве отрицательного 
контроля использовали показатель активации LacZ 
для не взаимодействующего с  ENY2 фрагмента 
белка Su(Hw) (363–597 а. о.). Таким образом, Paip2 
и ENY2 связывались в дрожжевой двугибридной 
системе независимо от того, с каким доменом, AD 
или BD, был слит каждый из белков.

Paip2 связывается с  ENY2 in vitro
Результаты, полученные в двугибиридном скри-

нинге, подтверждены в экспериментах по коимму-
нопреципитации рекомбинантных белков Paip2 
и ENY2. Нуклеотидную последовательность, ко-
дирующую полноразмерный белок Paip2, клони-
ровали в одной рамке считывания с GST-тегом. 
Рекомбинантный белок GST-Paip2 осаждали на 
глутатион-сефарозе, которую затем инкубирова-
ли с очищенным рекомбинантным белком ENY2-
His6. ENY2-His6 связывался с сефарозой, конъюги-
рованной с GST-Paip2, но не с GST-содержащей 
сефарозой (рис. 1б). На основании этих данных 

можно сделать вывод о том, что Paip2 непосред-
ственно связывается с ENY2.

Paip2 взаимодействует с  ENY2 in vivo 
на  молекулярном и  генетическом уровне

С  целью подтвердить взаимодействие Paip2 
и ENY2 в системе in vivo мы получили и охарак-
теризовали антитела к  Paip2 (рис.  1в). Антите-
ла узнавали белок Paip2 как в  тотальном лизате 
S2-клеток, так и в ядерном экстракте из эмбрионов 
D. melanogaster в виде двух близких по молекуляр-
ной массе форм – около 25 кДа. Вероятно, полоса 
Paip2 с меньшей электрофоретической подвижно-
стью представляет собой модифицированный ва-
риант белка. Ранее Z. Kachaev с соавт. [29], исполь-
зуя другие антитела к Paip2, детектировали такие 
же две формы белка в клетках D. melanogaster.

Взаимодействие Paip2 с  ENY2 исследовали 
в экспериментах по коиммунопреципитации. Из 
литературы известно, что Paip2 локализуется как 
в ядре, так и в цитоплазме клеток, а белок ENY2 – 
преимущественно в ядре, где он концентрируется 
на ядерных порах [4]. Учитывая эти данные, для 
коиммунопреципитации мы использовали ядер-
ный экстракт из эмбрионов дрозофилы (рис. 1г). 
Антитела к Paip2 и антитела к ENY2 осаждали соот-
ветствующие белки. ENY2 соосаждался в виде двух 
форм с молекулярной массой около 11 и 22 кДа, 
что отражает способность этого белка к димери-
зации. Антитела к Paip2 соосаждали ENY2, анти-
тела к ENY2 – часть присутствующего в экстракте 
Paip2. На блоте две формы белка Paip2 детектиро-
вали под легкой цепью антител.

С  целью более убедительно продемонстри-
ровать взаимодействие исследуемых белков 
в S2-клетках мы создали генетическую конструк-
ция для сверхэкспрессии полноразмерного белка 
Paip2 с FLAG-эпитопом – Paip2-FLAG. Антитела 
к ENY2 эффективно соосаждали Paip2-FLAG из 
лизатов трансформированных S2-клеток (рис. 1д). 
Таким образом, Paip2 и ENY2 не только способны 
связываться in vitro, но и взаимодействуют в клет-
ках D. melanogaster.

Взаимодействие Paip2 и ENY2 исследовано и ге-
нетическими методами на уровне целого организ-
ма D. melanogaster. Для этого использовали охарак-
теризованную нами ранее линию D. melanogaster, 
несущую гипоморфную мутацию e(y)2[u1] в гене 
e(y)2, расположенном на X-хромосоме и кодирую-
щем белок ENY2 [32]. При этой мутации наблю-
далось падение уровня экспрессии ENY2 в 4 раза. 
Гемизиготные самцы e(y)2[u1]/Y имели близкую 
к нормальной выживаемость (90%), но у 10% была 
нарушена морфология последних (9 и  10) абдо-
минальных сегментов. Гетерозиготных самок D. 
melanogaster с генотипом e(y)2[u1]/FM4 скрещивали 
с самцами линии #13029, гомозиготными по мута-
ции KG03704 в гене Paip2, и затем анализировали 
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Рис. 1. Белки Paip2 и ENY2 взаимодействуют друг с другом. а – Активация репортерного гена LacZ при добавлении 
субстрата β-галактозидазы CPRG. Результаты представлены в виде относительных единиц активности (о. е.) β-галак-
тозидазы [GLb] (рассчитаны как частное от деления полученных значений активности (е. а.) на общий множитель) 
для дрожжей, котрансформированных векторами, кодирующими ENY2-LexA и Paip2-GAL4, ENY2-LexA и control-
GAL4, а также ENY2-GAL4 и Paip2-LexA, ENY2-GAL4 и control-LexA. б – Связывание аффинно очищенных реком-
бинантных белков GST-Paip2 и ENY2-His6 на глутатион-сефарозе. В качестве отрицательного контроля использован 
белок GST. в – Анализ специфичности антител. Иммуноблотинг белков тотального лизата S2-клеток (S2 ТЛ) и ядер-
ного экстракта (ЯЭ) из эмбрионов D. melanogaster с использованием антител кролика к Paip2. г – Анализ взаимо-
действия Paip2 с ENY2. Иммуноблотинг белков, осажденных из тотальных лизатов S2-клеток антителами к Paip2 
и ENY2, с использованием одноименных антител. Полосы, соответствующие легким цепям антител к Paip2 и ENY2, 
отмечены звездочками (* и ** соответственно). д – Анализ взаимодействия Paip2-FLAG и ENY2. Иммуноблотинг 
белков, осажденных антителами к ENY2 из лизатов S2-клеток со сверхэкспрессией Paip2-FLAG с использованием 
антител к FLAG-эпитопу и ENY2. е – Анализ взаимодействия Paip2 и ENY2 на генетическом уровне. Представлены 
фотографии абдоминальных сегментов самцов D. melanogaster с генотипом e(y)2[u1];KG03704/+ (нарушенная мор-
фология) и контрольных самцов с генотипом FM4;KG03704/+ (нормальная морфология).
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фенотип всех самцов первой генерации (F1). У сам-
цов, гемизиготных по мутации e(y)2[u1] и гетерози-
готных по мутации KG03704, была в 4 раза (до 40%) 
повышена частота встречаемости мутантного фе-
нотипа – морфологически измененных абдоми-
нальных сегментов,  – характерного для линии 
e(y)2[u1]; при этом у самцов FM4;KG03704/+ этот 
фенотип не встречался (рис. 1е). Таким образом, 
взаимодействие Paip2 и ENY2 in vivo подтверждено 
генетическими методами, на основании чего мож-
но сделать вывод, что белки Paip2 и ENY2 вместе 
участвуют в общем биологическом процессе в ходе 
развития дрозофилы.

Paip2 взаимодействует с  белками 
ENY2-содержащего комплекса TREX‑2

Известно, что Paip2 – РНК-связывающий белок, 
который взаимодействует с белками СBP80 [30], 
PABP в составе мРНП-частиц как в ядре [28], так 
и  в  цитоплазме. В  связи с  этим интересно было 
проверить взаимодействие Paip2 c ENY2-содер-
жащим РНК-связывающим ядерным комплексом 
TREX‑2, в  состав которого также входят белки 
Xmas‑2 и PCID2 [33, 38]. Проведена коиммунопре-
ципитация белков из тотальных лизатов S2-клеток 
с использованием антител к Paip2 и к субъедини-
цам ENY2, Xmas‑2 и  PCID2 комплекса TREX‑2 
(рис. 2а). Все антитела осаждали одноименные бел-
ки, что подтверждает их специфичность. Антитела 
к Paip2 осаждали две формы белка с молекулярной 
массой ~25 кДа и соосаждали ENY2, также в виде 
двух форм, и небольшую часть Xmas‑2. По резуль-
татам электрофоретического разделения продуктов 
коиммунопреципитации и  последующего имму-
ноблотинга полоса, соответствующая форме Paip2 
с большей электрофоретической подвижностью, 
совпадала с легкой цепью антител, а форму Paip2 
с меньшей подвижностью детектировали немного 
выше. Антитела к Xmas‑2 частично соосаждали бел-
ки Paip2 и ENY2. Антитела к PCID2 и Paip2 мало-
эффективно соосаждали друг друга. Таким образом, 
Paip2 взаимодействует с TREX‑2 комплексом, пре-
имущественно связываясь с ENY2 и Xmas‑2. Paip2, 
по-видимому, ассоциирован только с небольшой 
долей TREX‑2-комплексов в S2-клетках.

Нокдаун Paip2 не влияет на общий экспорт 
мРНК из ядра в  цитоплазму

Комплекс TREX‑2 необходим для экспорта 
большей части мРНК из ядра в цитоплазму че-
рез ядерные поры: при снижении экспрессии 
его субъединиц Xmas‑2, ENY2 в клетках посред-
ством РНК-интерференции происходит нако-
пление мРНК в ядре [4]. Так как Paip2 взаимо-
действует с субъединицами TREX‑2, мы исследо-
вали возможное участие Paip2 в экспорте мРНК. 
С этой целью провели нокдаун Paip2 в S2-клет-
ках, используя технологию РНК-интерференции 

(рис. 2б), и оценили его эффект на экспорт об-
щей мРНК методом FISH-гибридизации РНК 
с Cy3-меченым олиго-dT-зондом (рис. 2в). В кон-
трольных клетках бóльшую часть мРНК детекти-
ровали в  цитоплазме. В  клетках, где в  качестве 
положительного контроля проводили нокдаун 
Xmas‑2 или ENY2, мРНК задерживалась в ядрах, 
то есть происходило нарушение общего экспор-
та мРНК. Нокдаун Paip2 не приводил к накопле-
нию мРНК в  ядрах, что свидетельствует о  том, 
что Paip2 не является необходимым для экспорта 
большей части мРНК из ядра.

Paip2 и  ENY2 локализуются в  локусе кластера 
репликативнозависимых генов гистонов 

на  политенных хромосомах и  в  HLB
С целью поиска генов, потенциально регули-

руемых Paip2, исследовано распределение этого 
белка на политенных хромосомах из ядер клеток 
слюнных желез личинок D. melanogaster. Ранее 
выявлено, что Paip2 присутствует на политенных 
хромосомах в ограниченном числе локусов [29], 
в то время как ENY2 обнаружен в большей части 
эухроматиновых участков на всем протяжении по-
литенных хромосом [38]. Мы зарегистрировали 
сигнал Paip2 в характерно расположенном локусе 
кластера репликативнозависимых генов гистонов: 
в 39D–39E участке хромосомы 2L, находящемся 
вблизи хромоцентра (рис. 3а). ENY2 также при-
сутствует в  этом локусе [38]. У  многоклеточных 
репликативнозависимые гены гистонов сгруппи-
рованы в  кластер, состоящий из тандемных по-
второв, в геноме D. melanogaster их около 100 [31]. 
Каждый повтор содержит по одной копии каждого 
из генов гистонов: His1, His2A, His2B, His3, His4, – 
а их транскрипция идет с двух разнонаправленных 
промоторов, расположенных между генами His2A 
и  His2B (Нis2А/His2B-промотор) и  между His3 
и His4 (His3/His4-промотор).

Затем мы исследовали распределение Paip2 
и ENY2 в S2-клетках, используя совместное имму-
ноокрашивание клеток соответствующими антите-
лами. Paip2, как и ожидалось, локализовался как 
в цитоплазме, так и в ядрах клеток (рис. 3б, верх-
няя панель). ENY2, как было показано ранее [4], 
сконцентрирован на ядерных порах, что соот-
ветствует ассоциированным с ядерными порами 
TREX‑2-комплексам. Окрашивание антителами 
к Paip2 не выявляло ярких сигналов на ядерной 
оболочке, хотя точечные сигналы Paip2 детектиро-
вали в области ядерных пор. В ядре регистрировали 
яркий сигнал Paip2, напоминающий внутриядер-
ное тельце. Антитела к ENY2 также окрашивали 
точечные области в ядре, с паттерном, характер-
ным для внутриядерного распределения транс-
крипционных факторов (рис. 3б, нижняя панель). 
При наложении микрофотографий анти-Paip2 
и  анти-ENY2 наблюдаемый яркий сигнал Paip2 
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совпадал с одним из ярких сигналов ENY2 в ядре, 
то есть в этой области ядра эти два белка находятся 
вместе.

В связи с тем, что Paip2 детектировали в локусе 
кластера репликативнозависимых генов гистонов 
на политенных хромосомах, мы предположили, что 
наблюдаемый в ядрах яркий точечный сигнал Paip2 
соответствует HLB. HLB представляет собой ядер-
ное тельце, которое ассоциировано с хроматином 
кластера репликативнозависимых генов гистонов 

и содержит специфические факторы, необходи-
мые для скоординированных с S-фазой процессов 
транскрипции и процессинга мРНК гистонов [31]. 
При совместном использовании двух техноло-
гий: иммуноокрашивании S2-клеток антитела-
ми к Paip2 и FISH-гибридизации с ДНК-зондом 
к последовательности гена His3 (рис. 3в) – яркий 
точечный внутриядерный сигнал Paip2 совпадал 
с His3 FISH-сигналом. Следовательно, окрашивае-
мое антителами к Paip2 ядерное тельце представля-
ет собой HLB. Таким образом, показано, что Paip2 
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Рис. 2. Paip2 взаимодействует с белковым комплексом TREX‑2. а – Иммуноблотинг белков, осажденных из лизатов 
S2-клеток антителами к Paip2 и к субъединицам ENY2, Xmas‑2 и PCID2 комплекса TREX‑2. Указаны детектируемые 
белки. Полосы, соответствующие сигналам от легких цепей антител, отмечены по краям блота звездочками: *слева 
и **справа. б – Иммуноблотинг лизатов S2-клеток с нокдауном Paip2, Xmas‑2, ENY2 в результате РНК-интерферен-
ции (Paip2-i, Xmas‑2-i, ENY2-i соответственно) и контрольной РНК-интерференции c дцРНК к мРНК GFP (K) с ис-
пользованием антител к одноименным белкам. В качестве выравнивающего контроля использовали окрашивание 
антителами к ламину Dm0. в – Распределение мРНК в S2-клетках при нокдауне Paip2, ENY2, Xmas‑2 в результате 
РНК-интерференции (Paip2-i, ENY2-i, Xmas2-i соответственно) и контрольных клетках с РНК-интерференцией 
с дцРНК к мРНК GFP (контроль). FISH-гибридизацию РНК S2-клеток проводили с Cy3-меченым oligo-dT-зондом. 
Ядра клеток окрашены DAPI.
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Рис. 3. Paip2 и ENY2 локализуются в локусе кластера репликативнозависимых генов гистонов. a – Иммуноокра-
шивание политенных хромосом из ядер слюнных желез личинок D. melanogaster с использованием антител к Paip2. 
Для окрашивания ДНК использовали DAPI. Локус кластера репликативнозависимых генов гистонов указан стрел-
кой. Приведено увеличенное изображение окрашенного локуса. б – Иммуноокрашивание S2-клеток с использова-
нием в качестве первичных мышиных антител к Paip2 и кроличьих антител к ENY2. Ядра клеток окрашены DAPI. 
в – FISH-гибридизация S2-клеток с His3-зондом, совмещенная с иммуноокрашиванием антителами к Paip2. Ядра 
клеток окрашены DAPI.
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локализуется в локусе кластера генов гистонов на 
политенных хромосомах и в HLB. Белок ENY2 так-
же детектировали в этом локусе и в HLB.

Paip2 и  TREX‑2 ассоциированы 
с  мРНП-частицами гистонов

На основании полученных результатов мож-
но предположить, что Paip2 способен связываться 
с ENY2-содержащим комплексом TREX‑2 и так-
же вовлечен в регуляцию кластера генов гистонов. 
Недавно нами показано [39], что TREX‑2 ассоци-
ирован с  мРНП-частицами гистонов и  участву-
ет в экспорте мРНК гистонов из ядра. Учитывая 
эти данные и РНК-связывающие свойства Paip2, 
мы исследовали взаимодействие Paip2 c мРНП-ча-
стицами гистонов. Для анализа использовали 
метод RIP с  антителами к  Paip2 и  к  субъедини-
цам Xmas‑2, PCID2, ENY2 комплекса TREX‑2. 
Антитела к Paip2, наряду с антителами к белкам 
TREX‑2, соосаждали мРНК гистонов. На рис. 4а 
представлены результаты для мРНК гистона H2A. 
Таким образом, белок Paip2 может ассоциировать 
с мРНП-частицами гистонов. Ранее показано, что 
Paip2 также взаимодействует с CBP-комплексом 
[30] и, по нашим данным, соосаждается с белком 
Sgf11, который совместно с ENY2 связывается с 
CBP [17]. Из литературы известно, что Sgf11–CBP 
входит в  состав мРНП-частиц на ранних этапах 
элонгации транскрипции, а комплекс TREX‑2 свя-
зывается с мРНП на более поздних, предшеству-
ющих экспорту мРНК из ядра, этапах созревания 
[16]. Следовательно, мРНП-частицы гистонов, 
осажденные антителами к Paip2, могут представ-
лять смесь различных типов мРНП-частиц: ранних 
и поздних.

С целью понять, совместно ли Paip2 и TREX‑2 
привлекаются на мРНК гистонов, был проведен 
RIP-анализ с антителами к Paip2 и субъединицам 
TREX‑2 при нокдауне Paip2 в S2-клетках (рис. 4б). 
Как видно из рис. 4в, при нокдауне Paip2 коли-
чество Paip2, Xmas‑2, PCID2, ENY2, ассоцииро-
ванных с мРНК гистонов, уменьшалось пример-
но в  2 раза. Аналогично при нокдауне Xmas‑2, 
структурообразующей субъединицы комплекса 
TREX‑2, количество Paip2, связанного с  мРНК 
гистонов, снижалось примерно в 2 раза (рис. 4г); 
при этом уменьшалось и количество ассоцииро-
ванных с мРНК гистонов компонентов TREX‑2: 
как самого Xmas‑2, так и ENY2. Таким образом, 
как нокдаун Paip2, так и нокдаун Xmas‑2 приводят 
к снижению содержания белка Paip2 и субъединиц 
TREX‑2 в мРНП-частицах гистонов. На основа-
нии этих данных можно предположить, что Paip2 
и TREX‑2-комплекс ассоциируют с мРНП-части-
цами гистонов кооперативным образом. Paip2 мо-
жет опосредовать взаимодействие TREX‑2 c мРНП 
гистонов, а TREX‑2 – стабилизировать взаимодей-
ствие Paip2 c мРНК гистонов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В результате проведенного нами поиска белков, 

связывающихся с ENY2 D. melanogaster, в дрожже-
вой двугибридной системе найден новый партнер 
ENY2 – белок Paip2. Paip2 непосредственно связы-
вается с ENY2 и вместе с ним вовлечен в общий про-
цесс в ходе развития дрозофилы. Кроме того, Paip2 
взаимодействует с некоторой частью ENY2-содержа-
щих TREX‑2-комплексов в клетках D. melanogaster. 
Показано, что при этом Paip2 не влияет на экспорт 
большей части мРНК и присутствует на политенных 
хромосомах в ограниченном числе локусов. Учиты-
вая, что комплекс TREX‑2 участвует в экспорте ос-
новной части мРНК из ядра в цитоплазму, мы пред-
полагаем, что Paip2 в ядре взаимодействует с TREX‑2 
в регуляции экспорта ограниченного набора мРНК, 
кодируемых определенными генами.

Белок Paip2 D. melanogaster котранскрипцион-
но входит в состав мРНП-частиц и ассоциирован 
с CBP80, РНК-зависимо привлекаясь на хроматин 
генов hsp70, DHR3, DHR4 и участвуя в регуляции 
инициации транскрипции и  ранней элонгации 
[29, 30]. Ранее нами показано, что ENY2 через вза-
имодействие с Sgf11 непосредственно связывается 
с белком CBP80, ассоциированным с 5'-кэпиро-
ванным концом мРНК, и участвует в привлечении 
TREX‑2 в мРНП-частицы [17]. Можно предполо-
жить, что в ходе созревания мРНП-частиц белок 
Paip2 взаимодействует как с ENY2-связывающим 
комплексом CBP–Sgf11, так и с ENY2-содержа-
щим TREX‑2. Через ENY2–Sgf11 Paip2 ассоции-
рует с мРНП-частицей гистонов на раннем этапе 
элонгации транскрипции, котранскрипционно 
связываясь с CBP-комплексом на 5'-конце РНК. 
На более позднем этапе созревания мРНП-части-
цы Paip2 может участвовать в привлечении ком-
плекса TREX‑2 на мРНК [17].

Ранее показано, что TREX‑2 необходим для 
экспорта большинства поли(А)-содержащих мРНК 
[9], но недавно мы показали, что общий комплекс 
TREX‑2–ORC также ассоциирован с единствен-
ными неполиаденилируемыми мРНК в клетке – 
мРНК, которые кодируются репликативнозави-
симыми генами гистонов [39]. Белки комплекса 
TREX‑2–ORC связываются с мРНК гистона H3 
в 3'-концевой части кодирующей области. Нокда-
ун Xmas‑2, Orc3, субъединиц TREX‑2–ORC, уча-
ствующих в  связывании с  мРНП-частицами ос-
новного рецептора экспорта NXF1 [10], вызывает 
нарушения экспорта мРНК гистонов только в не-
большой части клеток. Это можно объяснить тем, 
что в экспорте мРНК гистонов участвуют альтер-
нативные адаптеры NXF1: SR (serine rich)-белки 
9G8 и SRp20 [40] и основной экспортный адаптер 
ALYREF [41]. Мы обнаружили, что Paip2 наряду 
с ENY2 присутствует на хроматине в локусе кла-
стера генов гистонов и локализуется в HLB, ре-
гулирующем экспрессию кластера. Paip2 вместе 
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с субъединицами комплекса TREX‑2 ассоциирует 
с мРНП-частицами гистонов. Нокдаун Paip2 при-
водит к уменьшению связывания TREX‑2 с мРНК 
гистонов и, следовательно, может вызывать нару-
шение ее экспорта из ядра и тем самым влиять на 
уровень гистонов в цитоплазме. Экспрессия генов 
гистонов четко коррелирует с репликацией ДНК. 
Даже незначительные изменения в синтезе гисто-
нов приводят к повреждениям ДНК, нарушениям 
клеточного цикла и пролиферации клеток [31].

Недавно показано, что у человека экспрессия 
ENY2 значительно повышена при различных он-
кологических заболеваниях, таких как рак яични-
ка [42] и гепатоцеллюлярная карцинома [43]. По-
вышенная экспрессия ENY2 может способство-
вать пролиферации, миграции и инвазии клеток 
рака молочной железы [43, 44]. ENY2 проявляет 
двойственную роль при различных видах злокаче-
ственных опухолей, в одних случаях способствуя, 

а в других замедляя их развитие. ENY2 может слу-
жить потенциальным диагностическим и прогно-
стическим биомаркером течения заболевания [45]. 
Интересно, что у человека PAIP2 также вовлечен 
в пролиферацию и дифференцировку клеток [28]. 
Экспрессия PAIP2 повышена в тканях и в клетках 
рака молочной железы. PAIP2, как и ENY2, способ-
ствует пролиферации и инвазии клеток рака молоч-
ной железы, причем уровень экспрессии обоих бел-
ков увеличивается по мере развития опухоли [46]. 
Также было показано, что экспрессия главного 
кластера генов гистонов значительно повышена в 
модели прогрессии рака молочной железы на осно-
ве клеток MCF10A человека [47]. Выявленное нами 
взаимодействие между ENY2 и Paip2 D. melanogaster, 
эволюционная консервативность системы регуля-
ции экспрессии репликативнозависимых генов ги-
стонов [31], повышенная экспрессия кластера ги-
стоновых генов в клетках рака молочной железы, 
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Рис. 4. Белок Paip2 ассоциирован с мРНП-частицами гистонов. а – Результаты иммунопреципитации мРНК His2A 
из ядерной фракции S2-клеток антителами к Paip2 и субъединицам Xmas‑2, PCID2, ENY2 комплекса TREX‑2. В ка-
честве отрицательного контроля использованы IgG кролика. Результаты иммунопреципитации РНК (RIP) пред-
ставлены в процентах от исходного количества. б – Иммуноблотинг лизатов S2-клеток с нокдауном Paip2 (Paip2-i), 
а также GFP в качестве отрицательного контроля (K). Использованы антитела к Paip2, Xmas‑2, PCID2 и ENY2. 
В качестве внутреннего контроля использовано окрашивание антителами к ламину Dm0. в – Результаты иммуно-
преципитации мРНК His2A антителами к Paip2, Xmas‑2, PCID2, ENY2 при нокдауне Paip2. Представлены уровни 
мРНК His2A, осажденной антителами из экстрактов с нокдауном Paip2 (Paip2-i), нормализованные относительно 
уровня мРНК His2A, осажденной из экстрактов с нокдауном GFP, принятого за единицу (K). г – Иммуноблотинг 
лизатов S2-клеток с нокдауном Xmas‑2 (Xmas‑2-i) и нокдауном GFP в качестве отрицательного контроля (К) с ис-
пользованием антител к Xmas‑2 и Paip2. В качестве внутреннего контроля использовано окрашивание антителами 
к ламину Dm0. д – Результаты иммунопреципитации мРНП-частиц гена His2A антителами к Paip2 при нокдауне 
Xmas‑2. Представлены уровни мРНК His2A, осажденной антителами из экстрактов с нокдауном Xmas‑2 (Xmas‑2-i), 
нормализованные относительно уровня мРНК His2A, осажденной из экстрактов с нокдауном GFP, принятого за 
единицу (K). Все данные на графиках представлены как среднее значение ± SD; для сравнения данных контроля 
и эксперимента использован t-критерий Стьюдента; *p-value < 0.05, **p-value < 0.01.
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схожие паттерны экспрессии ENY2 и PAIP2 в клет-
ках рака молочной железы позволяют предполо-
жить, что в клетках человека ENY2 и PAIP2 также 
могут совместно участвовать в регуляции экспрес-
сии генов гистонов. Возможно, что в клетках рака 
молочной железы повышенная экспрессия ENY2 
и PAIP2 способствует увеличению экспорта мРНК 
гистонов из ядра. Это приводит к повышенному 
синтезу гистонов, что необходимо для активной 
пролиферации клеток.

Дрожжевой двугибридный скрининг, экспери-
менты по in vitro связыванию белков были выпол-
нены при поддержке гранта РНФ № 20‑14‑00269 
(Краснов А.Н.), все остальные эксперименты были 
выполнены при финансовой поддержке гранта 
РНФ № 22‑24‑00721 (Куршакова М.М.).

В соответствии с п. 3 главы 1 Директивы 2010/63/
ЕС от 22 сентября 2010 г. о защите животных, исполь-
зуемых в научных целях, требования биоэтики не 
распространяются на объект данного исследования 
(Drosophila melanogaster). Антитела от кроликов и мы-
шей получены нами в виварии Института биологии 
гена Российской академии наук, имеющем все необ-
ходимые сертификаты для проведения работ с жи-
вотными. При проведении иммунизации были со-
блюдены все этические нормы работы с животными.

Авторы сообщают об отсутствии конфликта 
интересов.
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Paip2 PROTEIN OF Drosophila melanogaster BINDS ENY2 PROTEIN  
AND INTERACTS WITH TREX‑2 COMPLEX IN HISTONE mRNP PARTICLES

M. M. Kurshakova1, *, A. N. Krasnov2, E. N. Nabirochkina2, S. G. Georgieva1

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia

*e-mail: kursha@mail.ru
ENY2 is an evolutionarily conserved multifunctional protein that is a member of several complexes 
regulating different stages of gene expression. ENY2 is a subunit of the TREX‑2 complex, which is 
necessary for the export of bulk mRNA from the nucleus to the cytoplasm through the nuclear pores in 
many eukaryotes. The wide range of ENY2 functions suggests that it may also associate with other protein 
factors or complexes. Aiming to search for proteins that interact with ENY2, a cDNA library was screened 
in a yeast two-hybrid system. As a result, ENY2 was found to interact with the RNA-binding protein 
Paip2. Paip2 directly binds to ENY2 in vitro and interacts with ENY2 in vivo at the molecular and genetic 
level. Paip2 is capable to associate with the ENY2-containing TREX‑2 complex. We found that Paip2 
protein is present at the histone gene cluster locus, both Paip2 and ENY2 are detected at the histone 
locus body (HLB), a nuclear structure where coordinated histone mRNA transcription and processing 
take place. Paip2 and the subunits of the TREX‑2 complex associate with histone mRNP particles. RNA-
interference knockdown of Paip2 results in decreased binding of TREX‑2 subunits to histone mRNPs. 
Thus, Paip2 is a new partner protein of ENY2 within the TREX‑2 complex and participates in TREX‑2 
binding to histone mRNPs.

Keywords: Paip2, ENY2, TREX‑2, Xmas‑2, HLB, nuclear body, histone genes, histone mRNA
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ВВЕДЕНИЕ

Широко распространенные гены белков ArdA 
встречаются как в плазмидах (в основном конъю-
гативных), так и в хромосоме бактерий [1]. Белки 
семейства ArdA подавляют активность систем ре-
стрикции-модификации I типа (RMI) [2], они от-
носятся к ДНК-миметикам, т. е. структурно и элек-
тростатически имитируют В-форму ДНК и за счет 
этого функционируют как конкурентные ингиби-
торы ферментов рестрикции [3, 4]. Влияние ами-
нокислотной последовательности ДНК-мимикри-
рующих белков на способность к антирестрикции 
довольно подробно изучена на примере генов ardA 
и ocr [4–7]. В основном выявлено влияние отри-
цательно заряженных аминокислот (мимикриру-
ющих под сахарофосфатный остов ДНК) и интре-
фейс [6] димеризации антирестриктазы.

Cпецифичность генов ardA трех разных бакте-
рий в отношении трех RMI-систем изучена нами 
в гетерологичной системе Escherichia coli.

В работе использовали три гомолога ArdA грам-
положительных бактерий, имеющие схожий фор-
мфактор и отличающиеся от “классических” ArdA 
(как из конъюгативной плазмиды pKM101 [8] или 
транспозона Tn916 [3]) дополнительной вставкой 
на С-конце. Гены исследованных белков ArdA, 
как и гены ряда других гомологичных белков ArdA 
грамположительных бактерий, локализованы 
в хромосоме бактерий (например, у Bifidobacterium 
bifidum [9] или Pseudomonas putida, причем ами-
нокислотная последовательность ArdA P. putida 
полностью совпадает с  ArdA_Pm, согласно базе 
данных NCBI).

Исследованные RM-системы различаются сай-
тами узнавания/метилирования, поэтому возмож-
ность ингибировать все три RMI-системы каждым 
из трех белков ArdA с равной эффективностью оз-
начала бы отсутствие специфичности по отноше-
нию к сайту узнавания на ДНК. И, напротив, на-
личие такой специфичности означало бы способ-
ность белков ArdA преимущественно ингибировать 
ферменты, узнающие конкретный сайт на ДНК.

DOI: 10.31857/S0026898424030107,  EDN: JCEPFL

ДНК-мимикрирующие антирестриктазы ArdA способны ингибировать системы рестрикции-модифи-
кации первого типа (RMI), связываясь c их комплексами вместо ДНК. Однако специфичность белков 
ArdA в отношении сайтов метилирования ДНК, узнаваемых комплексами RMI, не изучена, т. е. не 
установлено, может ли ArdA мимикрировать под конкретный сайт ДНК. В настоящей работе нами 
клонированы гены ardA трех грамположительных бактерий (Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas 
monteilii и Xanthomonas sp.) и охарактеризована их антирестрикционная активность против трех RMI 
систем Escherichia coli, имеющих разные сайты узнавания/метилирования ДНК. Показано, что иссле-
дуемые белки ArdA, несмотря на сходство их предсказанной пространственной структуры, обладают 
существенной специфичностью к различным RMI-системам. Полученные результаты могут свиде-
тельствовать о способности ДНК-миметиков имитировать определенные сайты ДНК.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы и условия культивирования. Штамм E. 
coli TG1 (K‑12 glnV44 thi‑1 Δ(lac-proAB) Δ(mcrB-
hsdSM)5(rK–mK–) F′ [traD36 proAB+ lacIq 
lacZΔM15]) использовали для клонирования генов 
ardA и размножения фага λ.

Штаммы Agrobacterium tumefaciens B‑8833, 
P. monteilii B‑4116 и Xanthomonas sp. B‑6725 исполь-
зовали в качестве доноров генов ardA. Все штаммы 
получены из Всероссийской коллекции промыш-
ленных микроорганизмов.

Клонирование генов. Гены, аннотированные 
как ardA, были клонированы из ДНК бактерий 
A. tumefaciens, P. monteilii и Xanthomonas sp. и полу-
чили названия ardA_At, ardA_Pm и ardA_Xs соот-
ветственно. Перечисленные гены клонировали по 
липким Т-концам в коммерческий вектор pKAN-T 
(“Евроген”, Россия) и экспрессировали под про-
мотором Plac. В  результате получили плазмиды 
pArdA_At, pArdA_Pm и pArdA_Xs.

Оценка антирестрикционной активности. С  це-
лью проверки антирестрикционной активности 
генов ardA_At, ardA_Pm и  ardA_Xs против трех 
RMI грамотрицательных бактерий – EcoKI, EcoAI 
и EcoR124II – проводили посев немодифициро-
ванного фага λо на три типа клеток штамма TG1: 
бесплазмидные; с  плазмидами, несущими гены 
RMI-систем; с плазмидами, несущими гены RMI 
и гены ardA_At, ardA_Pm и ardA_Xs (табл. 1). Посев 
фага и подсчет эффективности посева фага (EOP) 
проводили согласно [10].

Моделирование. Моделирование комплекса 
S-субъединицы каждой из EcoKI RMI-системы 
с  димером антирестрикционного белка ArdA_Xs 
выполнено с помощью локальной версии програм-
мы ColabFold v1.5.3 [11–13] с  параметрами num-
seeds 5 и num-recycle 3. Из полученных в резуль-
тате моделирования 25 структур для дальнейшего 
анализа отобрали структуры, имеющие наиболь-
шее количество очков (rank 1). Качество моделей, 
предсказанных AlphaFold с приведением pLDDT 
score, представлено на рис. S1 (см. Дополнительные 

материалы на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2024/3/supp_Kudryavtseva_rus.pdf).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Аминокислотные последовательности белков 
ArdA_At, ArdA_Pm, ArdA_Xs были выровнены 
с использованием сервиса MView на сайте EMBL-
EBI с последовательностью первого открытого бел-
ка ArdA, кодируемого конъюгативной плазмидой 
pKM101 (ArdA_pKM101)), кристаллическая струк-
тура которого известна [3]. Результаты выравнива-
ния представлены на рис. 1.

Структуры ArdA_At, ArdA_Pm, ArdA_Xs смоде-
лированы в программе AlphaFold. Далее с помо-
щью PyMOL v.1.9 выполнено выравнивание по-
лученных структур с известной структурой ArdA_
Tn916 (PDB2W82) [3] (рис. 2).

Как видно из рис. 1 и 2, формфакторы предска-
занных структур практически полностью совпа-
дают, несмотря на малое количество идентичных 
аминокислот (не более 21%).

Для оценки антирестрикционной активности 
генов ardA_At, ardA_Pm и  ardA_Xs клетки E. coli 
TG1 трансформировали плазмидами, перечислен-
ными в табл. 1, и проводили посев немодифициро-
ванного фага λо. На рис. 3 представлены результа-
ты посева фага, посчитанные как EOP = Y/X, где 
Y – число негативных фаговых колоний на чашке 
с исследуемым штаммом; X – число негативных 
фаговых колоний на чашке с E. coli TG1.

На рис. 3 представлена эффективность посева 
немодифицированного фага λо на клетки E. coli 
TG1, содержащие плазмиды, несущие гены ре-
стрикции, а также гены рестрикции и антирестрик-
ции. Из рис. 3 видно, что присутствие гена ardA_Xs 
подавляет работу RMI-систем EcoKI и EcoR124II, 
но не влияет на EcoAI. Стоит отметить, что из трех 
исследованных генов только ardA_Xs оказался ак-
тивным против EcoR124II. Напротив, ardA_Pm 
с  примерно равной эффективностью ингибиру-
ет RMI-системы EcoKI и EcoAI, но не EcoR124II. 
Ген ardA_At подавляет рестрикционную активность 

Таблица 1. Плазмиды, использованные в работе

Плазмида Описание Источник
pACYCEcoKI Вектор pACYC184, содержащий гены, определяющие синтез IA RMI-

системы EcoKI. Cmr.
[11]

pAM35 Вектор pACYC184, содержащий гены, определяющие синтез IB RMI-
системы EcoAI. Cmr.

[11]

pKF650 Вектор pACYC184, содержащий гены, определяющие синтез IC RMI-
системы EcoR124II. Cmr.

[12]

pArdA_At Вектор pKAN-T, содержащий ген ardA_At. Kmr. Эта работа
pArdA_Pm Вектор pKAN-T, содержащий ген ardA_Pm. Kmr. Эта работа
pArdA_Xs Вектор pKAN-T, содержащий ген ardA_Xs. Kmr. Эта работа
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Рис. 1. Выравнивание аминокислотных последовательностей, кодируемых генами ardA конъюгативной плазмиды 
pKM101, транспозона Tn916, A. tumefaciens, P. monteilii и Xanthomonas sp. (-) – отсутствие гомологичной аминокис-
лоты, значение Cov показывает процент покрытия каждой последовательности, pid – содержание (%) идентичных 
аминокислот.

Рис. 2. Выравнивание с помощью PMOL v.1.9 структур белков ArdA с известной структурой ArdA Tn916 (PDB2W82). 
a – Выравнивание ArdA_At c ArdA_Tn916. б – Выравнивание ArdA_Pm c ArdA_Tn916. в – Выравнивание ArdA_Xs 
с ArdA_Tn916.
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лишь системы EcoAI. Таким образом, можно за-
ключить, что продукты генов ardA проявляют из-
бирательность по отношению к  ингибируемым 
ферментам рестрикции-модификации.

Чтобы подтвердить наблюдаемый эффект спец-
ифичности, мы сравнили эффективность антире-
стрикционного эффекта против двух RMI-систем 
EcoR124I и EcoR124II, которые имеют идентичные 
субъединицы HsdM/R и практически идентичные 
субъединицы HsdS, но отличаются сайтами уз-
навания на ДНК: GAA(N)6RTCG для EcoR124I 
и  GAA(N)7RTCG для EcoR124II [17]. Результа-
ты посевов неметилированного фага λо на клет-
ки, содержащие RMI-систему EcoR124I (плаз-
мида pEcoR124I[18]) и EcoR124II, представлены 
на рис. 4.

Из рис. 4 видно, что все исследованные гены 
снижают рестрикционный эффект EcoR124I, одна-
ко в отличие от EcoR124II присутствие гена ardA_
Xs оказывает более сильное действие на систему 
EcoR124II. Ввиду того, что RMI-системы EcoR124I 
и EcoR124II существенно различаются лишь рас-
стоянием между двумя доменами, распознающими 
ДНК в субъединице HsdS, можно предположить 

существование специфичности различных вариан-
тов белка ArdA к архитектуре ДНК-распознающего 
домена субъединицы HsdS.

Поскольку наилучший результат антирестрик-
ции получен для пары EcoKI с ArdA-Xs, далее про-
вели моделирование комплекса этих белков с по-
мощью программы AlphaFold (pис. 5).

Выполнено выравнивание в PyMOL v.1.9 струк-
туры комплекса S-субъединицы рестриктазы EcoKI 
и димера антирестриктазы ArdA_Xs со структурой 
полного комплекса EcoKI-ДНК (PDB5YBB) [19]. 
Из структуры (PDB5YBB) для выравнивания ис-
пользована только S-субъединица с ДНК.

Выравнивание структур выявило возмож-
ные межбелковые контакты в местах наибольше-
го сближения S-субъединицы комплекса EcoKI 
с ДНК. Так, например, вероятными местами кон-
тактов и образования водородных связей являют-
ся аминокислотные остатки I42 и S43 S-субъеди-
ницы комплекса EcoKI и E169 ArdA_Xs (рис. 5в), 
рассматриваемые как потенциальная причина ин-
гибирования рестрикционной активности EcoKI 
и предотвращения ее связывания с ДНК (рис. 5б). 
Также в “симметричном” участке S-субъединицы 
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Рис.  3. Эффективность посева немодифициро-
ванного фага λо на клетки E. coli TG1, содержащие 
плазмиды, несущие гены рестрикции и  гены ре-
стрикции и  антирестрикции: EcoKI-pACYCEcoKI; 
EcoKI + ardA_At – pACYCEcoKI, pArdA_At; EcoKI + 
ardA_Pm  – pACYCEcoKI, pArdA_Pm; EcoKI + 
ardA_Xs – pACYCEcoKI, pArdA_Xs; EcoAI – pAM35; 
EcoAI + ardA_At  – pAM35, pArdA_At; EcoAI + 
ardA_Pm  – pAM35, pArdA_Pm; EcoAI + ardA_Xs  – 
pAM35, pArdA_Xs; EcoR124II – pKF650; EcoR124II + 
ardA_At – pKF650 + pArdA_At; EcoR124II + ardA_Pm – 
pKF650 + pArdA_Pm; EcoR124II + ardA_Xs – pKF650 + 
pArdA_Xs.

Рис.  4. Эффективность посева немодифициро-
ванного фага λо на клетки E. coli TG1, содержащие 
плазмиды, несущие гены рестрикции и  гены ре-
стрикции и антирестрикции: EcoR124I – pEcoR124I; 
EcoR124I  + ardA_At  – pEcoR124I + pArdA_At; 
EcoR124I + ardA_Pm  – pEcoR124I + pArdA_Pm; 
EcoR124I + ardA_Xs  – pEcoR124I + pArdA_Xs 
EcoR124II – pKF650; EcoR124II + ardA_At – pKF650 + 
pArdA_At; EcoR124II + ardA_Pm – pKF650 + pArdA_
Pm; EcoR124II + ardA_Xs – pKF650 + pArdA_Xs.
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местом контакта являются предположительно 
G298 S-субъединицы комплекса EcoKI и E169 вто-
рой ArdA_Xs (рис. 5г).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что ДНК-миметики способны спец-
ифично ингибировать различные ДНК-связываю-
щие белки. Например, Ugi (Bacillus subtilis) ингиби-
рует фермент урацил-ДНК-гликозилазу [20], DinI 
(E. coli) взаимодействует с белком RecA [21], HI1450 
(Haemophilus influenzae) формирует комплекс с бел-
ком Hu-α, конкурируя с ДНК [22]. В целом спо-
собность ДНК-мимикрирующих белков специфич-
но ингибировать различные ДНК-связывающие 
белки делает их перспективным инструментом для 
регуляции ряда внутриклеточных процессов, в том 
числе экспрессии генов. В обзоре [1] рассмотрены 
такие прикладные аспекты применения ДНК-ми-
микрирующих белков, как ингибирование гори-
зонтального переноса генов лекарственной устой-
чивости, исследование структуры комплексов 

с ДНК-связывающими белками (за счет стабилиза-
ции подвижных участков), модуляция активности 
специфических групп ДНК‑зависимых ферментов, 
увеличение эффективности трансформации бакте-
рий немодифицированной ДНК и, наконец, в ме-
дицинских приложениях как для диагностики, так 
и терапии (например, для ингибирования в клет-
ке специфических ферментов и соответствующих 
биохимических процессов).

Нами показана способность трех генов ardA инги-
бировать различные RMI-системы с разной эффек-
тивностью. Это может объясняться лишь структурны-
ми различиями исследуемых белков ArdA. Учитывая, 
что формфактор предсказанных структур ArdA белков 
практически полностью совпадает (pис. 2), можно 
предположить существование небольших специфи-
ческих структурных различий, способных мимикри-
ровать под конкретный сайт узнавания RMI-системы.

Результаты исследования специфичности белков 
ArdA к RMI-системам EcoR124I и EcoR124II, раз-
личающихся только сайтами узнавания, представ-
ленные на рис. 4, свидетельствуют о существенном 
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Рис. 5. Выравнивание структуры комплекса S-субъединицы EcoKI с димером ArdA_Xs со структурой PDB (5YBB): 
S-субъединицей комплекса EcoKI, связанной с фрагментом ДНК. а – Общий вид выравнивания (зеленым цветом 
показаны ArdA_Xs; кремовым – S-субъединица EcoKI, полученная в AlphaFold; серым – S-субъединица EcoKI из 
PDB (5YBB). б – Возможная схема межбелковых контактов ArdA_Xs и S-субъединицы комплекса EcoKI в сравнении 
с PDB-структурой комплекса белок-ДНК. в – Те же контакты ArdA_Xs и S-субъединицы EcoKI (смоделированной 
в AlphaFold) без наложения PDB-структуры комплекса белок-ДНК. г – Предположительная схема межбелковых 
контактов ArdA_Xs и S-субъединицы комплекса EcoKI на другом, симметричном, участке S-субъединицы.
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вкладе этого компонента (небольших структурных 
различий) в  эффект антирестрикции. Следует от-
метить, что разница в ингибировании RMI-систем 
EcoR124I и EcoR124II несколько меньше, чем при 
проверке менее схожих друг с другом комплексов 
EcoKI, EcoR124II и EcoAI. Этот факт означает, что 
субъединицы HsdS RMI-систем не только обладают 
разной специфичностью к ДНК, но имеют и струк-
турные отличия, которые могут быть причиной спец-
ифичности взаимодействия с ArdA. Большинство 
сайт-специфичных ферментов способны сайт-не-
специфично связывать ДНК, поэтому разумно пред-
положить, что с эволюционной точки зрения мими-
крия антирестрикционных белков под конкретный 
ДНК‑сайт может быть проигрышной стратегией, од-
нако это скорее философский спор о том, что лучше: 
узкий, но высококлассный специалист, или широ-
копрофильный универсал, являющийся, однако, ди-
летантом в каком-то конкретном случае. Возможно, 
эволюция некоторых автономно реплицирующихся 
генетических элементов, имеющих узкий спектр хо-
зяев, происходит по первому сценарию, что приводит 
к возникновению антирестрикционных белков, оп-
тимальным образом приспособленных к ДНК-рас-
познающим доменам определенных RM-систем.

Моделирование пространственной структуры 
комплекса EcoKI и димера белка ArdA_Xs позволи-
ло предсказать аминокислотные остатки, участвую-
щие в обеспечении этой специфичности. AlphaFold 
довольно неплохо показывает себя в предсказании 
белок-белковых взаимодействий и в связке с мо-
лекулярной динамикой может использоваться для 
предсказания белок-белковых взаимодействий. 
Исходя из результатов моделирования комплекса 
EcoKI и димера белка ArdA_Xs, остаток глутамата 
E169 у ArdA_Xs можно рассматривать как кандидат 
на связывание с  S-субъединицей EcoKI. В  даль-
нейшем стоит проверить влияние мутации E169 на 
связывание EcoKI с ArdA_Xs. Отметим, что E169 
представлен у обоих антирестрикционных белков – 
ArdA_pKM101 и  ArdA_Xs, эффективно работаю-
щих против EcoKI (рис. 3) [23].

В заключение следует отметить, что полученные 
данные дают представление о  перспективности 
использования генов типа ardA в качестве основы 
для дизайна белков, специфически ингибирующих 
ДНК-связывающие регуляторы.

Работа КАА и УАА по проверке антирестрикци-
онной активности генов ardA выполнена при фи-
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Работа ЯДД по работе с  EcoR124I RMI-си-
стемой выполнена при поддержке гранта Ми-
нистерства Науки и  Высшего Образования 
(№ 075-10-2021-114).
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ArdA are DNA-mimic proteins which inhibit type I restriction-modification (RMI) systems by binding to 
them instead of DNA. The question of specificity to DNA methylation sites recognized by RMI complexes 
remains to be answered: is ArdA able to mimic a specific DNA site? In this work, we cloned ardA genes 
from three Gram-positive bacteria Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas monteilii and Xanthomonas sp. 
Antirestriction abilities of these genes were tested against three RMI systems of Escherichia coli, differing 
in DNA recognition/methylation sites. It was shown that despite the similarity of predicted structures of 
the studied ArdA proteins, they have significant specificity for three RMI systems. The results obtained 
may indicate the ability of DNA-mimetics to imitate specific DNA sites.
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ВВЕДЕНИЕ

Анализ нуклеиновых кислот, занимающий 
важное место в клинико-диагностических иссле-
дованиях, включает как прямое определение по-
следовательности нуклеотидов в  молекуле ДНК 
методом секвенирования, так и методы, основан-
ные на взаимодействии исследуемой молекулы 
ДНК с  другими молекулами ДНК с  заданными 
характеристиками.

Анализ связывания нуклеиновых кислот с ма-
трицей иммобилизованных на твердой подложке 
ДНК-зондов был предложен одновременно не-
сколькими исследовательскими группами, в том 
числе и группой российских ученых под руковод-
ством А.Д. Мирзабекова, и получил название ме-
тода биочипов [1], или “microarray” в англоязыч-
ном варианте. Амплификация минимального ко-
личества анализируемого генетического материала 
методом ПЦР с одновременным флуоресцентным 
маркированием, последующий гибридизацион-
ный анализ продуктов ПЦР на микроматрицах 
олигонуклеотидных зондов и микроскопическая 
флуоресцентная цифровая регистрация результа-
тов гибридизационного анализа стали мощным 

инструментом молекулярной биологии и медици-
ны [2, 3]. Предварительная амплификация ДНК 
в  отдельной пробирке с  последующим гибриди-
зационным анализом на биочипе потенциально 
опасны перекрестной контаминацией, что ослож-
няет выполнение анализа и препятствует широко-
му практическому использованию метода. Ведут-
ся активные исследования и разработки в области 
аналитических систем на основе микрочипов, свя-
занные с переводом методологии ПЦР, особенно 
ПЦР в реальном времени, в формат микрочипов. 
Поиску решений для реализации мультиплексной 
ПЦР на биочипе посвящен ряд публикаций [4–7].

Ранее нами был продемонстрирован вариант 
твердофазной ПЦР с праймерами, иммобилизо-
ванными в  ячейках биочипа с  регистрацией ре-
зультатов удлинения праймеров (primer extention) 
по встраиванию флуоресцентно меченных нукле-
отидов [8–10].

Иммобилизация праймеров в перекрестно-сши-
тых гидрогелевых ячейках затрудняет диффузию 
ДНК-полимеразы и анализируемой ДНК-мишени 
к иммобилизованным праймерам. Низкая тепло-
проводность стеклянной подложки ограничивает 

DOI: 10.31857/S0026898424030114,  EDN: JCDIJI

Представлен способ изготовления биологических микрочипов на алюминиевой подложке с гидро-
фильными ячейками из щеточных сополимеров с формированием матрицы ячеек методом фотоли-
тографии. Поверхность алюминиевых подложек предварительно покрывали тонким, прочным, уме-
ренно гидрофобным слоем перекрестно-сшитого полимера для исключения контакта с поверхностью 
алюминия компонентов, используемых при анализе нуклеиновых кислот. Алюминиевые подложки 
биочипов обладают высокой теплопроводностью и малой теплоемкостью, что актуально для мульти-
плексного ПЦР-анализа на чипе. В ячейках биочипа ковалентно иммобилизовали олигонуклеотид-
ные зонды. Сохранение гибридизационной активности иммобилизованных ДНК-зондов показано 
в гибридизационном анализе с синтетической ДНК-мишенью, представляющей собой участок эк-
зона 7 гена ABO человека. Представленные методы могут использоваться при разработке технологии 
параллельного множественного экспресс-микроанализа нуклеиновых кислот “лаборатория на чипе” 
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использование мультиплексной ПЦР, проводимой 
в гидрогелевых ячейках на предметном стекле.

Для эффективной амплификации ДНК подлож-
ка чипа должна обладать высокой теплопроводно-
стью и малой теплоемкостью. Чувствительность 
и специфичность ПЦР на чипе зависят от концен-
трации праймеров, иммобилизованных в ячейках 
чипа, сохранности их свойств и пространственной 
доступности для взаимодействия с компонентами 
реакционной ПЦР-смеси. При этом иммобилизо-
ванные олигонуклеотиды должны быть устойчивы 
в кипящей воде и не утрачивать гибридизацион-
ную активность.

В настоящей работе описывается изготовление 
бичипов с ячейками из гидрофильных щеточных 
полимеров, закрепленных одним концом на по-
верхности подложки. Ячейки из щеточных полиме-
ров получали фотоиндуцированной радикальной 
полимеризацией “от поверхности” подложки при 
УФ-облучении через фотомаску методом фотоли-
тографии. Подложкой служит алюминиевая фоль-
га с поверхностью, герметизированной прочным 
полимерным покрытием. В ячейках биочипа кова-
лентно иммобилизовали олигонуклеотидные зон-
ды. Работоспособность биочипа показана в гибри-
дизационном анализе с синтетической ДНК-ми-
шенью, представляющей собой участок экзона 7 
гена ABO человека.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы. В работе использовали фольгу из 
алюминиевого сплава марки АД (ГОСТ 618–2014) 
толщиной 100 мкм с неполированной поверхно-
стью (Россия). Содержание алюминия в сплаве не 
менее 99.45%. Лист фольги нарезали на части раз-
мером 25 × 75 мм и использовали поштучно.

Поливинилацетат (ПВАц) марки M=100, ТУ 
2215‑001‑98514529‑2007, Россия. Моющее средство 
Ultrasonol, 11-Alkalisch (“Carl Roth” Art. 5354.1, 
Германия). 20 × SSPE-буфер (“Sigma” Art. S2015, 
США). ТЕ-буфер pH 8.0 (“Thermo Fisher Scientific”, 
Art. AM9849, США).

Все растворители и исходные реагенты анали-
тического качества получены из коммерческих 
источников и использовались без дополнительной 
очистки.

Оборудование. Ультразвукововая баня Elmasonic 
S30 (Германия), мульти-ротатор Multi Bio RS‑24 
(“Biosan”, Латвия), cушильный шкаф СНОЛ‑3 
(“ТермИКС”, Россия), шейкер с нагревом Heating 
thermoshaker MHR13 (“Hettich”, Германия), ро-
бот-манипулятор QArray (“Genetix”|, Великобри-
тания), микроскоп Levenhuk Discovery Artisan 32 
(Россия), аспиратор FTA‑1 (“Biosan”).

Двухканальный портативный анализатоp флуо-
ресцентного изображения [11]: канал флуоресценции 

красителя Cy5 с лазерным возбуждением при 650 нм, 
запирающим фильтром 690 ± 40 нм (“Semrock”, 
США); канал флуоресценции красителя Cy3 с лазер-
ным возбуждением при 535 нм, запирающим филь-
тром 580 ± 27 нм (“Semrock”) и цифровой ПЗС каме-
рой (ООО “БИОЧИП-ИМБ”, Pоccия).

Флуоресцентные изображения анализиpовали c 
помощью пpогpаммы ImaGeWare “БИОЧИП-ИМБ”.

Подготовка поверхности алюминиевых подло-
жек. Поверхность подложки для удаления возмож-
ных загрязнений последовательно промывали: 
ацетоном в ультразвуковой бане в течение 10 мин 
(1); струей деионизированной воды в  течение 
1 мин (2); 2%-ным раствором моющего средства 
в деионизированной воде в течение 1 ч (3); про-
мывали струей деионизированной воды в течение 
1 мин (4); ацетоном в ультразвуковой бане в тече-
ние 10 мин (5). Подготовленные подложки сушили 
на открытом воздухе в течение 30 мин и хранили 
в эксикаторе до использования.

Модификация поверхности алюминиевых подло-
жек 3-аминопропилтриэтоксисиланом (АПТЭС). По-
верхности алюминиевых подложек поштучно обра-
батывали в закрытой пробирке из полипропилена, 
содержащей 40 мл раствора АПТЭС. Предвари-
тельно вымытые подложки погружали в 16%-ный 
(об/об) раствор АПТЭС в толуоле и выдерживали 
в течение 16 ч при комнатной температуре. Затем 
подложки промывали толуолом в ультразвуковой 
бане в течение 10 мин, ацетоном в ультразвуковой 
бане в течение 10 мин, сушили на открытом воз-
духе в течение 30 мин, хранили в эксикаторе до 
использования.

Активный флуоресцентный краситель. Краси-
тель Cy5, его активное производное, пара-нитро-
фениловый эфир красителя Cy5-pNP, и  амино-
содержащий краситель Cy5-NH2 синтезировали 
согласно [12].

Флуоресцентное маркирование аминогрупп на 
алюминиевой подложке по связыванию с красите-
лем Cy5. Наличие активных групп на подложке 
проверяли, используя окрашивание красителем 
Су5. С этой целью на подложке формировали раз-
борную камеру объемом 35 мкл с площадью под-
ложки в камере 50 мм2. В камеру вносили 35 мкл 
раствора активированного красителя Cy5-pNP 
с концентрацией 1 нмоль/мкл и диизопропилэти-
ламина (DIPEA) с концентрацией 60 нмоль/мкл 
в диметилсульфоксиде (DMSO) и инкубировали 
при комнатной температуре в течение 16 ч. После 
окончания реакции раствор удаляли, камеру раз-
бирали, подложки промывали струей деионизиро-
ванной воды, 50%-ным раствором ацетонитрила 
в 50 мм триэтиламмонийгидрокарбонате (рН 7.5) 
в ультразвуковой бане (10 мин), струей деионизи-
рованной воды, сушили струей воздуха при ком-
натной температуре. Хранили в холодильнике при 
5°С до использования.
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Приготовление растворов поливинилацетата. 
В  пробирку с  раствором бензофенона в  метилэ-
тилкетоне добавляли ПВАц М‑100, пробирку за-
крывали и помещали в мультиротатор. Смесь пе-
ремешивали при 30–40 об/мин в течение 3 ч при 
комнатной температуре. Все работы с бензофено-
ном проводили с защитой от прямого солнечного 
света. Хранили при комнатной температуре.

Первое полимерное покрытие поверхности под-
ложек. Подложки с  аминированной поверхно-
стью (Al-NH2) покрывали раствором 2%-ного 
ПВАц и 1%-ного бензофенона в метилэтилкетоне 
при вращении (2400 об/мин, 2 мин) и сушили на 
воздухе в течение 1 ч. Для покрытия поверхности 
подложки раствором полимера при вращении ис-
пользовали установку на основе мини-центрифуги 
с дисковым ротором, снабженным зажимами для 
подложек, который вращался в закрытом кожухе. 
Полимерное покрытие закрепляли прогревом при 
100°С в сушильном шкафу в течение 1 ч, затем об-
лучали УФ-светом с λ = 254 нм в течение 1 ч. Облу-
чение проводили бактерицидными лампами Philips 
TUV TL-D15W SLV с  максимумом излучения 
254 нм. Расстояние от колбы лампы до подложки 
5 см. Получали алюминиевую подложку с поливи-
нилацетатным покрытием (Al-ПВАц).

Модификация поверхности алюминиевой под-
ложки, получение ячеек из щеточных полимеров. 
Подложку с  Al-ПВАц покрывали вторым слоем 
раствора 1%-ного ПВАц и 0.5%-ного бензофено-
на в метилэтилкетоне при вращении со скоростью 
2400 об/мин в течение 2 мин, сушили на открытом 
воздухе в течение 10 мин. Затем подложку поме-
щали горизонтально в держатель, сверху на рабо-
чую область помещали рамку, вырезанную из те-
трафторэтилена толщиной 10 мкм, внутрь рамки 
вносили раствор акриловой кислоты и акрилами-
да в деионизированной воде, сверху накладывали 
фотомаску и плотно зажимали в держателе. Рамка 
из тетрафторэтилена является кольцевым спейсе-
ром, определяющим расстояние от подложки до 
фотомаски, и формирует камеру высотой 10 мкм. 
Количество раствора, вносимого внутрь рамки, 
и накрывание сверху фотомаской обеспечивают 
отсутствие пузырей воздуха в камере. Фотомаска 
накладывается рабочей поверхностью вниз, чтобы 
препятствовать аберрации света при облучении. 
Фотомаска изготовлена на кварцевом стекле раз-
мером 25 × 75 мм и толщиной 1 мм со светонепро-
ницаемым хромовым покрытием с прозрачными 
квадратными ячейками размером 200 × 200 мкм 
с шагом 600 мкм.

Камеру с  раствором мономеров через фото-
маску облучали УФ-светом с помощью осветите-
ля ОИ‑18А с кварцевой ртутной лампой ДРК‑120 
в течение 10 мин. Расстояние от осветителя до фо-
томаски составляло 10  см. После окончания об-
лучения камеру разбирали, подложки поочередно 

промывали струей деионизированной воды в тече-
ние 1 мин, промывали на шейкере при комнатной 
температуре ацетоном в течение 10 мин и при 65°C 
деионизированной водой в течение 3 ч. Сушили 
струей воздуха при комнатной температуре.

Активация карбоксильных групп ячеек со ще-
точными полимерами. На подложке формировали 
разборную камеру объемом 35 мкл, площадь под-
ложки в камере 50 мм2. Готовили активирующий 
раствор N-гидроксисукцинимида (0.1 М) и EDC 
[1-этил‑3(3-диметиламинопропил)карбодиимид-
гидрохлорид] (0.2 М) в 0.1 М буферном растворе 
MES [(2-(N-морфолино)этансульфоновая кислота] 
рН 5.0 при охлаждении на льду. В камеру вносили 
35 мкл свежеприготовленного активирующего рас-
твора. Реакцию вели в термостате при 37°C в тече-
ние 5 ч. После окончания реакции камеру разби-
рали, подложки промывали струей буфера MES рН 
5.0, затем фосфатно-солевым буферным раствором 
(PBS) рН 7.2, содержащим 1% Твин 20, в течение 
10 мин. Подложки сушили струей воздуха при ком-
натной температуре. Хранили в холодильнике при 
температуре 5°С до использования.

Флуоресцентное маркирование карбоксильных 
групп в  ячейках из щеточных полимеров на алю-
миниевой подложке красителем Cy5. На подложке 
с ячейками из щеточных полимеров с активиро-
ванными карбоксильными группами формировали 
разборную камеру объемом 35 мкл, площадь под-
ложки в камере 50 мм2. Площадь разборной каме-
ры ограничивает только часть площади матрицы 
полученных ранее ячеек. Камеру позиционирова-
ли на подложке с неизменными заданными коор-
динатами относительно границ подложки с помо-
щью держателя. В камеру вносили 35 мкл раствора 
аминосодержащего красителя Cy5-NH2 с концен-
трацией 1 нмоль/мкл и DIPEA с концентрацией 
60 нмоль/мкл в DMSO и инкубировали при ком-
натной температуре в течение 16 ч. После оконча-
ния реакции раствор удаляли, камеру разбирали, 
подложки промывали струей деионизированной 
воды, 50%-ным раствором ацетонитрила в 50 мм 
триэтиламмонийгидрокарбонате (рН 7.5) на шей-
кере в течение 30 мин при комнатной температу-
ре, струей деионизированной воды, сушили струей 
воздуха при комнатной температуре.

Синтез ДНК-зондов и синтетической ДНК-мише-
ни. В качестве модели использовали синтетическую 
ДНК-мишень, соответствующую участку последо-
вательности экзона 7 гена ABO человека (GenBank: 
NM_020469.3), который детерминирует серологи-
ческий фенотип группы крови ABO. ДНК-зонды 
и синтетическую ДНК-мишень синтезировали по 
стандартной фосфорамидитной технологии с ре-
агентами “Glen Research” (США) и последующей 
очисткой ВЭЖХ. Зонды № 268 (5'-NH2-GCG ACC 
ACG TGG GC–Cy3–3') и  № 269 (5'-NH2-GCG 
ACC ATG TGG GC–Cy3–3') содержали на 5'-конце 
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С6-аминомодификатор, а  на 3'-конце краситель 
Cy3. Синтетическая модельная ДНК-мишень 
№ 273: (5'-GCC CAC GTG GTC GC–Cy5–3') со-
держала на 3'-конце краситель Cy5. ДНК-мишень 
№ 273 образует совершенный дуплекс с  зондом 
№ 268, а  с  зондом № 269 несовершенный, с  за-
меной одного нуклеотида (подчеркнуты). Струк-
тура красителя Cy3 и его активного производного 
Cy3-pNP представлена на рис. 2.

Иммобилизация олигонуклеотидных зондов, мар-
кированных красителем Cy3, в ячейках из щеточных 
полимеров на алюминиевой подложке (рис. 5г). Рас-
творы ДНК-зондов с С6-аминомодификатором на 
5'-конце с концентрацией 1 нмоль/мкл в 0.1 М кар-
бонатном буфере (рН 9.0), содержащем 10% фор-
мамида и  5% глицерина, наносили роботом-ма-
нипулятором с иглой диаметром 200 мкм в ячейки 
с  активированными карбоксильными группами 
по заданной раскладке чипа. Затем подложки ин-
кубировали в герметичной камере с повышенной 
влажностью в  течение 12 ч при 4°C и  дополни-
тельно 4 ч при 25°C. Влажность в камере поддер-
живали смесью вода/глицерин в соотношении 1/7. 
После окончания реакции подложки промывали 
струей деионизированной воды, дистиллирован-
ной водой, промывали в 50%-ным ацетонитрилом 
в 0.05 М триэтиламмонийгидрокарбонате (рН 8.0) 
в течение 30 мин при комнатной температуре на 
шейкере при 300 об/мин и деионизированной во-
дой. Затем подложки выдерживали в 0.1 М раство-
ре этаноламина в течение 1 ч при комнатной тем-
пературе для блокирования остаточных активных 
карбоксильных групп, многократно промывали де-
ионизированной водой, капли жидкости с поверх-
ности удаляли струей воздуха, сушили при комнат-
ной температуре в течение 4 ч.

Гибридизация ДНК-мишени в  ячейках из ще-
точных полимеров (рис. 5д). На подложке форми-
ровали разборную камеру объемом 35 мкл, пло-
щадь подложки в камере 50 мм2. Готовили раствор 
ДНК-мишени в буфере SSPE с формамидом. Со-
став гибридизационного раствора: синтетическая 
ДНК-мишень 2 пмоль/мкл  – 2 мкл; формамид 
10 мкл; 20 × SSPE – 12 мкл; MgCl2 50 мМ – 0.8 мкл; 
вода без нуклеаз  – 15.2 мкл. В  камеру вносили 
35 мкл раствора ДНК-мишени в гибридизацион-
ном растворе. Гибридизацию проводили в течение 
16 ч при 37°C. После окончания реакции раствор 
удаляли аспиратором, в камеру вносили, а затем 
удаляли аспиратором 6 × SSPE (3 раза по 35 мкл). 
Камеру разбирали, подложку промывали 6 × SSPE, 
сушили струей воздуха при комнатной температуре.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее мы сообщали о  разработке биочипа 
с  ячейками из щеточных полимеров на подлож-
ке из пленочного полиэтилентерефталата (ПЭТ). 

Ячейки получали фотоинициируемой радикальной 
полимеризацией с переносом атомов, идущей “от 
поверхности” подложки. Для анализа ДНК мето-
дом гибридизации с иммобилизованными в ячей-
ках ДНК-зондами вполне подходят подложки из 
ПЭТ [14]. Полимерные подложки, в  том числе 
и из ПЭТ, плохо подходят для проведения мульти-
плексной ПЦР на чипе. Полимерные материалы 
обладают низкой теплопроводностью и высокой 
теплоемкостью, что ограничивает скорость тер-
моциклирования и  может приводить к  неравно-
мерному распределению температур в камере чипа 
с матрицей ячеек на подложке и, соответственно, 
будет негативно влиять на результаты ПЦР.

Для ПЦР на чипе хорошо подходят подложки 
из кремния [15]. Кремний обладает высокой те-
плопроводностью и низкой теплоемкостью. Полу-
чение якорных групп для иммобилизации молеку-
лярных зондов на кремниевых подложках хорошо 
отработано. Но кремний дорог для одноразового 
использования, а многоразовое использование чи-
пов в ПЦР-приложениях осложняется возможной 
перекрестной контаминацией.

Металлические подложки, прежде всего из алюми-
ния, хорошо подходят по параметрам высокой тепло-
проводности и низкой теплоемкости. У алюминия 
теплопроводность даже выше, чем у кремния, а те-
плоемкость лишь незначительно уступает кремнию.

Но при контакте с алюминиевой поверхностью 
компоненты ПЦР сорбируются, ДНК начинает 
разлагаться, а  полимераза дезактивируется. По-
верхность алюминиевой подложки, на которой бу-
дет проводиться анализ ДНК, нужно герметизиро-
вать, чтобы исключить контакт компонентов ПЦР 
с алюминиевой поверхностью. Поверхность нужно 
покрыть тонкой герметичной полимерной пленкой. 
Полимерные материалы не сорбируют и не разла-
гают компоненты ПЦР, не ингибируют полимера-
зы. Полимерные покрытия толщиной в несколько 
сотен нанометров не влияют на теплоемкость и те-
плопроводность алюминиевой подложки.

Для прочного связывания с  полимерным по-
крытием на поверхность алюминия нужно при-
вить якорные химические группы. Поверхность 
алюминия в атмосферных условиях всегда покрыта 
оксидом алюминия. Оксид алюминия – это неор-
ганический полимер, в котором атомы алюминия 
соединены кислородными мостиками, и имеются 
гидроксильные группы, связанные с атомами алю-
миния. Химические свойства гидроксильных групп 
оксида алюминия на поверхности металлического 
алюминия близки свойствам на поверхности стек-
ла. Поэтому, используя химические методы мо-
дификации поверхности силикатных материалов, 
можно получить на поверхности алюминия якор-
ные группы для дальнейшей модификации под-
ложки. Модификация поверхности кремния, квар-
ца, стекла, полисилоксанов реакцией с  АПТЕС 
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является ключевой стартовой реакцией для после-
дующей функционализации этих материалов. Эту 
же реакцию используют и для модификации окси-
да алюминия на поверхности металлического алю-
миния. Так, для увеличения реактивности оксида 
алюминия поверхность алюминия обрабатывали 
кислородной плазмой [16], а также предварительно 
электрохимически анодировали, а затем прививали 
аминогруппы реакцией с АПТЕС [17].

В нашей работе стояла задача получения на по-
верхности якорных аминогрупп для связывания 
с массивом полимерного покрытия, высокая плот-
ность аминогрупп при этом не обязательна. На 
поверхности алюминиевой подложки свежий ок-
сид алюминия с гидроксильными группами полу-
чали методом травления водным слабощелочным 

(рН 11) раствором моющего средства. В результате 
получали алюминиевые подложки с легким мато-
вым налетом оксида алюминия (рис. 1 (Al-OH)). 
Затем подложки обрабатывали раствором АПТЕС 
в  толуоле методом погружения в  раствор. Полу-
чали подложки с  аминированной поверхностью, 
рис. 1 (Al-NH2).

Наличие привитых аминогрупп, их концен-
трацию и распределение по поверхности алюми-
ниевой подложки анализировали по связыванию 
с активным пара-нитрофениловым эфиром индо-
дикарбоцианинового красителя Cy5-pNP (рис. 1). 
Структура красителя представлена на рис. 2.

Для измерения флуоресцентных сигналов ис-
пользовали метод цифровой флуоресцентной 

500 мкм

Рис. 1. Схема аминирования и флуоресцентного маркирования поверхности алюминиевой подложки.

Рис. 2. Структуры флуоресцентных красителей Cy5-pNP, Cy5-NH2 и Cy3-pNP.

Рис. 3. Микрофотография алюминиевой подложки в свете флуоресценции красителя Cy5 при выдержке 100 мс пос
ле модификации поверхности 3-аминопропилтриэтоксисиланом (АПТЭС) и маркирования флуоресцентным кра-
сителем Cy5. Показан график распределения сигналов вдоль проведенной линии на флуоресцентном изображении.
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микроскопии с регистрацией интенсивности сиг-
налов в свете флуоресценции красителя Cy5. Флу-
оресцентная картина представлена на рис. 3.

Для количественной оценки концентрации мо-
лекул красителя, связавшихся с поверхностью под-
ложки, был изготовлен калибровочный чип с ячей-
ками, содержащими краситель Cy5 с пошаговой 
убывающей концентрацией молекул красителя на 
единицу поверхности. Измерения интенсивности 
флуоресценции подложек c ячейками, содержа-
щими известную концентрацию красителя на еди-
ницу поверхности, показали, что флуоресцентный 
сигнал в 10 000 относительных единиц (о. е.) при 
выдержке 100 мс соответствует концентрации Су5 
8.44 пмоль/см2.

Флуоресцентные сигналы при выдержке 100 мс 
вдоль проведенной линии на рис.  3 колеблются 
от 3000 до 4300 о. е. С учетом темнового тока, со-
рбции красителя на поверхности и нулевой линии 
детектора изображения вычисленная концентра-
ция красителя на поверхности алюминиевой под-
ложки колеблется от 2.3 пмоль/см2 в центре до 1.2 
пмоль/см2 по краям зоны регистрации при среднем 
значении 1.85 пмоль/см2. Снижение интенсивно-
сти флуоресценции по краям зоны регистрации 
связано с неравномерностью освещения поля зре-
ния регистрирующего прибора.

Молекулы красителя связываются с химически 
доступными аминогруппами в стехиометрическом 
соотношении 1 : 1. Концентрацию аминогрупп на 
поверхности алюминиевой подложки принимали 
равной концентрации красителя, связавшегося 
с аминогруппами. Погрешность, связанную с кон-
центрационным тушением флуоресценции краси-
теля, в данном случае не учитывали.

Влияние концентрации АПТЕС на концентрацию 
аминогрупп на поверхности алюминиевой подложки. 
При постоянном времени реакции АПТЕС с алю-
миниевой подложкой, равном 16 ч, концентрация 
аминогрупп на поверхности алюминия увеличи-
вается с пошаговым увеличением концентрации 

АПТЕС и  достигает максимального значения 
2.3  пмоль/см2 в  присутствии 16% АПТЕС. Даль-
нейшее пошаговое увеличение концентрации АП-
ТЕС вплоть до 32% не приводит к изменению со-
держания аминогрупп на поверхности алюминия.

Полимерное покрытие. Полимерное покры-
тие поверхности подложки должно быть плот-
ным и водонепроницаемым, прочно держаться на 
алюминиевой поверхности со слоем оксида алю-
миния. При этом химические свойства покрытия 
должны позволять ковалентную иммобилизацию 
ДНК-зондов. Описаны методы покрытия поверх-
ности квантовых точек, магнитных частиц и дру-
гих наночастиц гидрофильными полимерами для 
придания им биосовместимости и устойчивости 
в коллоидном состоянии [19]. Гидрофильные по-
крытия не обеспечивают герметизацию покрывае-
мой поверхности.

Мы использовали покрытие из умеренно ги-
дрофобного водонерастворимого полимера, ПВАц. 
Бензофенон использовали в качестве фотоиници-
атора радикальной полимеризации мономеров 
и реагента, сшивающего полимерные макромоле-
кулы ПВАц в трехмерную сетку при УФ-облуче-
нии [20, 21].

Покрытие делали двухслойным, первый слой 
предназначен для герметизации поверхности алю-
миния, второй – для прививки к поверхности ще-
точных полимеров.

Для первого слоя поверхность подложек по-
крывали тонким ровным слоем раствора, содер-
жащим 2% ПВАц и 1% бензофенона в метилэтил-
кетоне, методом “покрытия при вращении” (spin 
coating). После испарения растворителя на поверх-
ности подложки остается тонкий слой ПВАц. По-
лимерное покрытие закрепляли на подложке про-
греванием с последующим УФ-облучением. При 
УФ-облучении “массива” ПВАц происходит пере-
крестное сшивание молекул ПВАц в трехмерную 
сетку и связывание с аминогруппами на поверхно-
сти подложки. Получали подложки с покрытием, 

Размер ячеек: 200 мкм
Расстояние между ячейками: 600 мкм

Рис. 4. Схема расположения ячеек на подложке биочипа после УФ-полимеризации через фотомаску.
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которое не растворяется в органических раствори-
телях, не отслаивается в воде при 100°С и практи-
чески не флуоресцирует в оптическом диапазоне 
красителей Cy3 и Cy5.

Получение на алюминиевой подложке ячеек из 
щеточных полимеров. Для получения второго слоя 
поверхность подложек покрывали тонким слоем 
раствора, содержащего 1% ПВАц и 0.5% бензофе-
нона в метилэтилкетоне, методом покрытия при 
вращении. Второй слой сушили только на воздухе. 
Назначение второго покрытия – прививка щеточ-
ных полимеров [22]. Подложки с двухслойным на-
несением ПВАц использовали для получения ячеек 
из щеточных полимеров методом фотоиндуциро-
ванной радикальной полимеризации “от поверхно-
сти” подложки.

В нашей работе для получения ячеек из щеточ-
ных полимеров на подложке с помощью кольцево-
го спейсера и крышки формировали реакционную 
камеру. Крышкой в  данном случае была поверх-
ность фотомаски. В камеру вносили раствор акри-
ловой кислоты и акриламида в деионизированной 
воде. Облучали УФ-светом через фотомаску в те-
чение 10 мин. После отмывки от несвязавшихся 
компонентов получали матрицу ячеек из щеточных 
полимеров (рис. 4, 5a).

При микроскопическом контроле на поверхно-
сти подложки в отраженном видимом свете видны 
светлые ячейки на темном фоне (рис. 6). При сма-
чивании подложки водой с последующим удалени-
ем капель воды центрифугированием видно, что на 

гидрофобной подложке находятся гидрофильные 
ячейки одинакового размера с четко очерченными 
краями с координатами, соответствующими ячей-
кам фотомаски.

Полимерное покрытие и ячейки не растворяют-
ся и не отслаиваются от подложки при нагревании 
в деионизированной воде и в ТЕ (Трис-EDТА)-бу-
фере (рН 8.0, 95°C) в течение 2 ч.

Активация карбоксильных групп ячеек со щеточ-
ными полимерами. Карбоксильные группы щеточ-
ных полимеров переводили в активные N-гидрок-
сисукцинимидные эфиры. Реакцию проводили 
с N-гидроксисукцинимидом и водорастворимым 
карбодиимидом EDC в MES-буфере при рН 5.0 
(рис. 5б). Получали подложки с ячейками из ще-
точных полимеров с  активированными карбок-
сильными группами (рис. 5б).

Флуоресцентное маркирование карбоксильных 
групп в ячейках из щеточных полимеров на алюми-
ниевой подложке красителем Cy5 (рис. 5в). Условия 
получения ячеек со щеточными полимерами и ак-
тивацию карбоксильных групп оптимизировали по 
связыванию с  красителем Cy5-NH2. При микро-
скопическом контроле в отраженном видимом све-
те видно, что все ячейки сохраняются на своих ме-
стах, картина аналогична представленной на рис. 6. 
На рис. 7 показаны ячейки из щеточных полиме-
ров на поверхности алюминиевой подложки в све-
те флуоресценции красителя Cy5 после активации 
карбоксильных групп и присоединения красителя 
Cy5-NH2. Показан график распределения сигналов 
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Рис. 5. Схема получения ячеек из щеточных полимеров на поверхности алюминиевой подложки (а), активации 
карбоксильных групп (б), флуоресцентного маркирования карбоксильных групп (в), иммобилизации олигонуклео-
тидных зондов (г) и гибридизации с ДНК-мишенью (д).
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вдоль проведенной линии на флуоресцентном изо-
бражении. Видно, что ячейки на чипе достаточно 
однородные. Однородность ячеек сохраняется так-
же от чипа к чипу.

На выдержке 10 мс среднее значение флуорес-
центного сигнала после вычета фона составляет 
20600 о. е., фоновое значение 1400 о. е. Отноше-
ние сигнал/фон (контрастность) равно 15.7. Это-
му значению при данной выдержке соответствует 
концентрация карбоксильных групп 170 пмоль/см2. 
Ранее на поверхности полиэтилентерефталатных 
ПЭТ-подложек методом щелочного травления уда-
лось получить карбоксильные группы с концентра-
цией только 8 пмоль/см2 [23].

Подбор условий иммобилизации ДНК-зондов 
в ячейках из щеточных полимеров. Мы использова-
ли двухэтапное изготовление матрицы ДНК-зон-
дов. Первый этап включает получение гидрофиль-
ных ячеек одного размера с четкими границами, 
регулярно расположенными на гидрофобной по-
верхности подложки с  высокой емкостью кова-
лентного связывания ДНК-зондов. При этом меж-
ду ячейками имеется гидрофобная поверхность 
с  низкой неспецифической сорбцией нуклеино-
вых кислот. Второй этап включает микрокапельное 
нанесение индивидуальных ДНК-зондов в заранее 
сформированные ячейки, по координатам ячеек, 
с раскладкой ДНК-зондов по заданной программе.

Для точного позиционирования микрокапель-
ного нанесения робот-манипулятор дополни-
тельно оснастили видеокамерой и  управляющим 

программным обеспечением. Игла робота-манипу-
лятора забирает из емкости микрокаплю раствора 
ДНК-зонда и переносит ее в ячейку. Раствор вса-
сывается гидрофильной ячейкой и не растекается 
по гидрофобной поверхности. Для предотвращения 
высыхания в раствор добавляли глицерин. В рас-
творах ДНК-зонды могут образовывать внутримо-
лекулярные и межмолекулярные структуры, кото-
рые влияют на их химические свойства. Добавле-
ние в раствор хаотропных реагентов и поверхностно 
активных веществ снижает такое взаимодействие. 
На рис. 8 и 9 представлено изображение ячеек ми-
крочипа в  свете флуоресценции красителей Cy3, 

Рис.  6. Микроскопическое изображение ячеек из 
щеточных полимеров на поверхности алюминиевой 
подложки в отраженном видимом свете. Ячейки раз-
мером 200 × 200 мкм с шагом 600 мкм.

Рис. 7. Картина флуоресценции ячеек из щеточных полимеров на поверхности алюминиевой подложки в свете флу-
оресценции красителя Cy5 при выдержке 10 мс после активации карбоксильных групп и присоединения красителя 
Cy5-NH2. Показан график распределения сигналов вдоль проведенной линии на флуоресцентном изображении.
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связанных с ДНК-зондами, иммобилизованными 
при микрокапельном нанесении растворов, содер-
жащих различные хаотропные реагенты (рис.  8), 
или растворов, содержащих различные концентра-
ции глицерина (рис. 9). Видно, что иммобилизация 
ДНК-зондов в ячейках из щеточных полимеров су-
щественно зависит от состава раствора.

Флуоресцентный контроль результатов иммо-
билизации ДНК-зондов в ячейках чипа позволил 
оптимизировать рН, температуру, время реакции, 
а также влажность камеры, в которой идет инку-
бация. Оптимальный состав раствора для нанесе-
ния ДНК-зондов в ячейки и ковалентной иммо-
билизации в ней: карбонатный буфер (рН 9.0), со-
держащий 5% глицерина и 10% формамида. При 
инкубации в сухой атмосфере ячейки высыхают, 
в избыточно влажной – происходит конденсация 
влаги в ячейках, и раствор растекается. Оптималь-
ной является инкубация в атмосфере с влажностью, 
поддерживаемой смесью вода/глицерин в соотно-
шении 1/7.

Иммобилизация ДНК-зондов в  ячейках из ще-
точных полимеров (рис. 5г). Растворы ДНК-зондов 
№ 268 и № 269 с помощью робота-манипулятора 
капельно наносили на активированные ячейки из 
щеточных полимеров на алюминиевых подложках, 
инкубировали, отмывали от несвязавшихся компо-
нентов. При микроскопическом контроле биочи-
пов после нанесения ДНК-зондов в отраженном 
видимом свете видно, что все ячейки сохраняются 
на своих местах, картина аналогична представлен-
ной на рис. 6. На рис. 10 представлено изображение 

ячеек биочипа в  спектральных условиях, специ-
фичных для красителя Cy3 после иммобилизации 
олигонуклеотидных зондов, меченных Cy3. Пока-
зан график распределения сигналов вдоль прове-
денной линии на флуоресцентном изображении 
ряда 2 для зонда № 269. Снижение интенсивности 
флуоресценции по краям зоны регистрации связа-
но с неравномерностью освещения поля зрения ре-
гистрирующего прибора.

Как следует из данных, представленных на 
рис.  10, края ячеек четко очерчены, ДНК-зон-
ды не выявлены вне границ ячеек. Распределение 
сигналов в повторяющихся ячейках демонстрирует 
одинаковую дозировку растворов, нанесенных на 
заранее сформированную матрицу гидрофильных 
ячеек, расположенных на гидрофобной поверхно-
сти подложки. Гидрофобная поверхность вне гра-
ниц гидрофильных ячеек является одним из клю-
чевых факторов, приводящим к одинаковой дози-
ровке растворов при их микрокапельном внесении 
в ячейки биочипа.

Среднее значение сигналов для рядов 1 и 3 зон-
да № 268 на канале Cy3 после вычета фона состав-
ляет 22650 о. е. Для зонда № 269 среднее значение 
сигналов для рядов 2 и 4 на канале Cy3 после вы-
чета фона составляет 23150 о. е. Это означает, что 
количество зондов, иммобилизованных в ячейках, 
различается. Причины могут быть различными. 
В том числе, разной может быть степень доступно-
сти аминогрупп на С6-аминомодификаторе из-за 
разницы в образовании внутримолекулярных и ме-
жмолекулярные структур ДНК-зондами.

Как следует из полученных данных, ячейки 
каждого зонда на чипе достаточно однородные 
как внутри ряда, так и между рядами. Внутри яче-
ек из щеточных полимеров сигнал распределен 
равномерно, что свидетельствует о равномерном 
распределении ДНК-зондов. От чипа к чипу одно-
родность ячеек также сохраняется. Незначительное 
снижение интенсивности флуоресценции по краям 
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Рис.  8. Картина флуоресценции ячеек чипа на ка-
нале Cy3 с иммобилизованными ДНК-зондами при 
микрокапельном нанесении растворов, содержащих 
различные хаотропные реагенты. Выдержка 100 мс. 
Буфер карбонатный, рН 9.0, 5% глицерина. 1 – 10% 
формамида; 2  –  20% формамида; 3  –  10% DМSO; 
4 – 20% DMSO; 5 – 0.01% Твин 20; 6 – 0.1% Твин 20; 
7 – без добавок.

Рис. 9. Картина флуоресценции ячеек чипа на кана-
ле Cy3 с иммобилизованными ДНК-зондами при ми-
крокапельном нанесении растворов, содержащих раз-
личные концентрации глицерина. Выдержка 100 мс. 
Буфер карбонатный, рН 9.0, 10% формамида. 1 – пу-
стые ячейки; 2 – 5% глицерина; 3 – 10% глицерина; 
4 – 20% глицерина.
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Рис. 11. Картина флуоресценции на канале Cy5 ячеек из щеточных полимеров на поверхности алюминиевой под-
ложки после гибридизации с мишенью, маркированной красителем Cy5. Показаны графики распределения сигна-
лов вдоль проведенной линии на флуоресцентном изображении ряда 1 зонда № 268 и ряда 2 зонда № 269.

Рис. 10. Картина флуоресценции ячеек чипа на канале Cy3 после иммобилизации олигонуклеотидных зондов, ме-
ченных Cy3. Показан график распределения сигналов вдоль проведенной линии на флуоресцентном изображении 
ряда 2 для зонда № 269.



	 БИОЛОГИЧЕСКИЕ МИКРОЧИПЫ НА АЛЮМИНИЕВОЙ ПОДЛОЖКЕ  � 479

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 3      2024

зоны регистрации связано с неравномерностью ос-
вещения поля зрения регистрирующего прибора.

Гибридизация ДНК-мишени в щеточных ячейках. 
Раствор синтетической ДНК-мишени № 273 с кра-
сителем Cy5 на 3'-конце гибридизовали с иммоби-
лизованными в ячейках ДНК-зондами, маркиро-
ванными красителем Cy5 (рис. 5д). 

При микроскопическом контроле в отраженном 
видимом свете видно, что все ячейки сохраняются 
на своих местах, полученная картина аналогична 
картине, представленной на рис. 6.

Изображение ячеек биочипа в свете их флуорес-
ценции в спектральной области, специфичной для 
Cy3, после гибридизации ДНК-мишени идентично 
изображению, представленному на рис. 10, с пол-
ным сохранением интенсивности сигналов в инди-
видуальных ячейках биочипов. На рис. 11 в спек-
тральной области, специфичной для красителя Cy5, 
показаны ячейки из щеточных полимеров на по-
верхности алюминиевой подложки после гибриди-
зации с синтетической ДНК-мишенью № 273, мар-
кированной красителем Cy5.

Среднее значение сигналов в рядах 1 и 3 зон-
да № 268 на канале Сy5 после вычета фона состав-
ляет 14900 о. е. В случае зонда № 269 среднее зна-
чение сигналов в рядах 2 и 4 на канале Сy5 после 
вычета фона составляет 8900 о. е. Дискриминаци-
онное отношение сигналов совершенных дуплек-
сов к сигналам несовершенных дуплексов (зонд 
№ 268/2699) на канале Cy5 после вычета фона со-
ставляет (14900/8900) 1.67.

Гибридизационный сигнал зависит не только от 
нуклеотидной последовательности ДНК-зондов, 
но и от их количества в ячейке. Зонды в ячейках 
иммобилизованы сайт-специфично с аминогруп-
пой С6-аминомодификатора, не затрагивая экзо-
циклические аминогруппы нуклеотидов. Иммоби-
лизованные таким методом ДНК-зонды полностью 
сохраняют способность к комплементарному вза-
имодействию с ДНК-мишенями. Поэтому можно 
вычислить гибридизационный сигнал, приходя-
щийся на единицу иммобилизованного в ячейке 
зонда, т. е. нормировать гибридизационный сигнал 
на сигнал иммобилизованного зонда. Дискрими-
национное отношение нормированных сигналов 
более точно определяет разницу между сигналами 
совершенных и несовершенных дуплексов. Нор-
мированный сигнал для зонда № 268 составляет 
(14900/22650) 0.658. Нормированный сигнал для 
зонда № 269 составляет (8900/23150) 0.384. Дис-
криминационное отношение нормированных сиг-
налов совершенных дуплексов (зонд № 268) к нор-
мированному сигналу несовершенных дуплексов 
(зонд № 269) составляет (0.658/0.384) 1.71.

Полученные значения дискриминационных от-
ношений позволяют дискриминировать зонды, раз-
личающиеся заменой одного нуклеотида. Статисти-
чески значимыми принято считать различия зондов, 

у которых дискриминационное отношение гибри-
дизационных сигналов больше или равно 1.4 [24].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе выполнения работы получены следую-
щие результаты.

Разработан метод прививки якорных амино-
групп на поверхности подложек из алюминиевой	
 фольги реакцией с АПТЭС с контролем концен-
трации аминогрупп по связыванию с флуоресцент-
ным красителем с применением цифровой флуо-
ресцентной микроскопии.

Разработан метод покрытия поверхности алю-
миниевых подложек тонким прочным умеренно 
гидрофобным слоем ПВАц, полимерные макро-
молекулы которого перекрестно сшиты с образо-
ванием трехмерной сетки, прочно связанной с по-
верхностью подложки.

Разработан метод получения ячеек из щеточ-
ных полимеров на поверхности подложек фото-
индуцированной радикальной полимеризации “от 
поверхности” с формированием методом фотоли-
тографии матрицы ячеек размером 200 × 200 мкм 
с шагом 600 мкм. Гидрофильные ячейки с четко 
очерченными границами регулярно расположены 
на гидрофобной поверхности. Полимерное покры-
тие с ячейками не растворяется и не отслаивается 
от подложки при нагревании в деионизированной 
воде и в ТЕ (Трис-EDТА) рН 8.0 при 95°C в течение 
2 ч. На полимерных цепях расположены реактив-
ные карбоксильные группы.

Анализ связывания с флуоресцентным краси-
телем позволил оценить концентрацию химически 
доступных карбоксильных групп в ячейках биочипа 
(рис. 5б), которая составила 170 пмоль/см2. Ранее 
на поверхности ПЭТ-подложек методом щелоч-
ного травления удалось получить карбоксильные 
группы с концентрацией только 8 пмоль/см2 [23].

Подобран состав растворов ДНК-зондов и ус-
ловия их микрокапельного нанесения на заранее 
сформированную матрицу гидрофильных ячеек, 
обеспечивающие одинаковую дозировку ДНК-зон-
дов и ковалентную иммобилизацию в повторяю-
щихся ячейках.

С использованием гибридизационного анализа 
с синтетической ДНК-мишенью, представляющей 
собой участок экзона 7 гена ABO человека, показа-
но сохранение гибридизационной активности им-
мобилизованных ДНК-зондов.

Представленные методы могут быть использо-
ваны для разработки технологии параллельного 
множественного экспресс-микроанализа нуклеи-
новых кислот “лаборатория на чипе” для выявле-
ния соматических и инфекционных заболеваний 
человека.
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DEVELOPMENT OF BIOLOGICAL MICROCHIPS ON AN ALUMINUM 
SUPPORT WITH CELLS MADE OF BRUSH POLYMERS

I. Yu. Shishkin1, G. F. Shtylev1, V. E. Barsky1, S. A. Lapa1, O. A. Zasedateleva1,  
V. E. Kuznetsova1, V. E. Shershov1, V. A. Vasiliskov1, S. A. Polyakov1, A. S. Zasedatelev1,  

A. V. Chudinov1, *
1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: chud@eimb.ru
A method has been developed for manufacturing biological microchips on an aluminum substrate with 
hydrophilic cells from brush copolymers with the formation of a matrix of cells using photolithography. 
The surface of aluminum substrates was previously coated with a thin, durable, moderately hydrophobic 
layer of cross-linked polymer to prevent contact with the aluminum surface of the components used 
in the analysis of nucleic acids. Aluminum biochip substrates have high thermal conductivity and low 
heat capacity, which is important for the development of methods for multiplex PCR analysis on a chip. 
Oligonucleotide probes were covalently immobilized in the cells of the biochip. The preservation of the 
hybridization activity of the immobilized DNA probes was demonstrated in a hybridization analysis 
with a synthetic DNA target representing a section of the sequence of the 7th exon of the human ABO 
gene. The developed methods can be used in the development of a technology for parallel multiple rapid 
microanalysis of nucleic acids “lab on a chip” for the detection of human somatic and infectious diseases

Keywords: biochips, brush polymers, immobilization of oligonucleotides, DNA hybridization analysis
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ВВЕДЕНИЕ

Изучение низкомолекулярных лигандов ДНК 
остается крайне важным направлением молекуляр-
ной биологии, не теряющим свою актуальность на 
протяжении уже нескольких десятилетий.

Узкобороздочные лиганды, учитывая их спо-
собность обратимо и  нековалентно связываться 
с В-формой дцДНК по узкой бороздке, не вызы-
вая значительных пространственных изменений 
структуры ДНК, представляют значительный инте-
рес [1]. Первыми представителями данного класса 
лигандов стали природные антибиотики нетропсин 
и дистамицин А, которые являются АТ-специфич-
ными лигандами. Пирролкарбоксамидный фраг-
мент, содержащийся в структуре этих антибиоти-
ков, образует водородные связи с аденином или 
тимином в ДНК, обуславливая образование ком-
плекса [2]. Подобным образом формируют ком-
плекс и синтетические, широко применяемые в на-
стоящее время в цитологических исследованиях 
узкобороздочные лиганды серии Hoechst и DAPI, 
содержащие в своей структуре бензимидазол или 

индол, соответственно, выступающие в качестве 
пространственного аналога пирролкарбоксамид-
ного фрагмента [3]. Такие лиганды, обладающие 
сопряженной ароматической структурой, являют-
ся флуоресцентными красителями, используемы-
ми в качестве флуоресцентных маркеров ДНК.

На данный момент изучено большое количе-
ство узкобороздочных лигандов различной хими-
ческой природы, однако почти все они относятся 
к АТ-специфичным соединениям. Создание уни-
версальных GC-специфичных мотивов позволит 
сконструировать лиганды, направленные на опре-
деленные последовательности ДНК, что сдела-
ет такие молекулы крайне ценным инструментом 
в цитологических исследованиях, а также перспек-
тивным объектом для использования в качестве 
биологически активных соединений.

До сих пор основным достижением в области 
получения GC-специфичных лигандов остаются 
работы P. Dervan и соавт. [4–7], посвященные син-
тезу полиамидных димерных соединений на основе 
модификации АТ-специфичных узкобороздочных 
антибиотиков нетропсина и дистамицина А, пир-
ролкарбоксамидный фрагмент в которых заменен 
на метилимидазолкарбоксамидный. Эта структура 
способна образовывать водородную связь с атомом 
водорода аминогруппы гуанина.

DOI: 10.31857/S0026898424030123,  EDN: JCCURC

Методом компьютерного моделирования получена структура потенциального GC-специфично-
го ДНК-лиганда, образующего в узкой бороздке комплекс, подобный комплексу Hoechst 33258 на 
АТ-богатых участках ДНК. На основе этой модели синтезирован бисбензоксазольный лиганд MBoz2A. 
С использованием спектрофотометрических методов показано образование комплекса исследуемого 
соединения с ДНК различного нуклеотидного состава.
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СИНТЕЗ БИСБЕНЗОКСАЗОЛЬНОГО АНАЛОГА Hoechst 33258  
КАК ПОТЕНЦИАЛЬНОГО GC‑СЕЛЕКТИВНОГО ДНК-ЛИГАНДА

УДК 577.112

 СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ БИОПОЛИМЕРОВ  
И ИХ КОМПЛЕКСОВ

Сокращения: дцДНК  – двухцепочечная ДНК; НBTU  – 
2-(1Н-бензотриазол‑1-ил)-1,1,3,3-тетраметилурониумгек-
сафторфосфат; DIPEA – диизопропилэтиламин; DMAPA – 
N, N-диметиламинопропиламин; DMA – диметилацетамид; 
DMF – диметилформамид.
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Другой подход разработан W. Wilson и  соавт. 
[8–10], которые синтезировали полисопряженные 
структуры, содержащие N-метилбензимидазолтио-
фен (N-MeBT), где атом азота 1N бензимидазоль-
ного блока является акцептором водорода в обра-
зовании водородной связи с NH2-группой при вто-
ром атоме углерода гуанина в гуанин-цитозиновой 
паре, фланкированной АТ-парами. В случае дубли-
кации N-MeBT или его комбинации с азабеними-
дазолом или N-алкилбензимидазолом полученные 
структуры могли связываться с двумя не соседними 
GC-парами.

Для поиска новых GC-специфичных лигадов 
было решено использовать бисбензимидазольную 
структуру АТ-специфичного узкобороздочного 
флуоресцентного красителя Hoechst 33258, превра-
тив в его структуре атомы N1 бензимидазолов из 
доноров в акцепторы водородных связей.

В представленной работе описан синтез нового 
бисбензоксазольного лиганда MBoz2A (рис. 1), яв-
ляющегося, согласно компьютерной модели, по-
тенциальным GC-специфичным агентом, содержа-
щим в своей структуре два бензоксазольных блока 
в качестве GC-связывающих фрагментов (рис. 1), 
а  также приведены спектрофлуориметрические 
данные, описывающие способность исследуемого 
соединения образовывать комплекс с GC-богаты-
ми последовательностями ДНК.

ЭКСПРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и  методы. В  работе использова-
ли: HBTU (2-(1Н-бензотриазол‑1-ил)-1,1,3,3-те-
траметилурониумгексафторфосфат), DMAPA 
(N,N-диметиламинопропиламин), 3-амино‑4-ги-
дроксибензойную кислоту, 4-гидроксибензальде-
гид, диацетоксийодбензол (“Alfa Aesar”, США); 
DIPEA (диизопропилэтиламин) (“Fluka”, Гер-
мания); дцДНК тимуса теленка, poly(dG-dC), 

poly(dG-dC), poly(dA-dT)•(poly(dA-dT) (“Sigma”, 
США); DMA (диметилацетамид), MeOH, гексан, 
DMF (N,N-диметилформамид), EtOAc (“Реахим”, 
Россия). Растворы веществ в органических раство-
рителях сушили над Na2SO4. Растворители упари-
вали на роторном испарителе в вакууме водоструй-
ного насоса, как правило, при 40–50°C. Вещества 
сушили в вакууме над P2O5 и NaOH. Температуры 
плавления определяли на термоплавильном сто-
лике “Boethius” (Германия). Гидрирование про-
водили над 10% Рd/C (“Merck”, Германия) при 
атмосферном давлении и комнатной температуре 
до прекращения поглощения водорода. Чистоту 
полученных соединений контролировали с  по-
мощью тонкослойной хроматографии (TCX) на 
пластинках Kieselgel 60 F254 (“Merck”) в  систе-
мах А, гексан-EtOAc (2: 1); Б, гексан-EtOAc-MeOH 
(2  : 1  : 0.25); В, гексан-EtOAc-NH3*MeOH(10%)-
AcOH (1 : 1 : 0.5 : 0.5). Вещества на хроматограм-
мах обнаруживали в УФ-свете по поглощению при 
254 нм и/или по флуоресценции при 365 нм.

Спектры 1Н-ЯМР регистрировали на спек-
трометре Avance 3300 МГц (“Bruker”, Германия) 
в DMSO-d6 (δ, м. д.; J, Гц) при 30°C; в качестве вну-
треннего стандарта использовали сигнал остаточ-
ных протонов растворителя. Атомы водорода бен-
зоксазольных циклов и фенола обозначены как Ar.

Масс-спектры регистрировали методом MALDI-
TOF на приборе 4800 Plus (“AB Sciex”, США) в ре-
жиме регистрации положительных ионов; ма-
трица – 2,5-дигидроксибензойная кислота; лазер 
Nd: YAG, 355 нм.

Докинг. Координаты атомов двухцепочечных 
вторичных структур ДНК d(A-T)10 и d(G-C)10 по-
лучены с  использованием инструмента “DNA 
Sequence to Structure” http://www.scfbio-iitd.res.in/
software/drugdesign/bdna.jsp. Частичные заряды мо-
лекулы присваиваются в соответствии с зарядом 
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Рис. 1. Образование водородной связи между бензимидазолом и АТ-парой (а) и бензоксазолом и GC-парой ДНК (б).
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Гастайгера с  помощью программного обеспече-
ния Open Babel 3.1.1 [12]. Файл координат атомов 
лигандов создан строкой SMILE и каждому атому 
присвоены частичные заряды Amber99. Молеку-
лярный докинг осуществляли с помощью системы 
Protein-Ligand ANT (PLANTS1.2) [13]. В качестве 
центра связывания был выбран центр ДНК-ду-
плекса. Нахождение оптимальной позы осущест-
влялось с параметрами Speed:1, aco_ants:20 и aco_
sigma:3 в пределах радиуса сферы 20 Å. Определе-
ны 10 позиций и показаны лучшие.

УФ-флуоресценция. Спектры флуоресценции 
записывали на спектрофлуориметре Cary Eclipse 
(“Varian/Agilent”, США) в  диапазоне длин волн 
300–600 нм при длине волны возбуждения 280 нм. 
Время жизни возбужденного состояния флуорес-
ценции рассчитывали по кривым затухания флуо-
ресценции, которые регистрировали на флуориме-
тре EasyLifeV (OBB Corp., США) при возбуждении 
образцов импульсным светодиодом в длине волны 
280 нм. Флуоресценция детектировалась с исполь-
зованием оптического фильтра с  пропусканием 
света длины волны более 310 нм.

Спектры кругового дихроизма (КД). Спектры 
КД регистрировали на CD-спектрометре Jasco‑715 
(“Jasco Inc.”, Япония) с использованием кварцевой 
кюветы с длиной оптического пути 10 мм. Спек-
тры получали при ширине полосы 1 нм [ДНК], 
50 мкМ (п. н.).

Синтез метил‑4-гидрокси‑3-нитробензол‑1-кар-
боксимидата (I). Через раствор 4-гидрокси‑3-ни-
тробензонитрила (5.70 г, 35 ммоль) в абс. мета-
ноле (50 мл) при 0°C пропускали интенсивный 
ток сухого хлористого водорода. После полного 
насыщения реакционную смесь выдерживали 
в течение 4 суток при 4°C. Растворитель упари-
вали в  вакууме, полученный белый осадок су-
спендировали в абс. метаноле (20 мл), фильтро-
вали и высушивали над NaOH. Имидат (I), выход 
которого составил 6.50  г (91.3%), использова-
ли в  дальнейшем синтезе без дополнительной 
очистки.

Синтез 2-(4-гидрокси‑3-нитрофенил)-1,3-бензок-
сазол‑5-карбоновой кислоты (II). Раствор имидата 
(I) (5.07  г, 22  ммоль) и  3-амино‑4-гидроксибен-
зойной кислоты (3.52 г, 23 ммоль) в абс. метаноле 
(75 мл) кипятили при перемешивании в течение 1 ч. 
Полученную смесь охлаждали до комнатной темпе-
ратуры, выпавший осадок отфильтровывали, про-
мывали метанолом (3 × 20 мл) и сушили на воздухе. 
По данным ТСХ, в системе А продукт гомогенен. 
Выход соединения (II) составил 5.75 г (76.7%), Тпл: 
333°C. 1Н-ЯМР (DMSO-d6): δ 7.31 (1H, д, J = 8.50, 
H3), 7.82 (1H, д, J = 8.92, H6), 8.00 (1H, дд, J1 = 8.50, 
J2 =1.81, H2), 8.21(1H, д, J = 1.81, H1), 8.26 (1H, дд, 
J1 = 8.92, J2 = 2.23, H5), 8.56 (1H, д, J = 2.23, H4).

Синтез 2-(3-амино‑4-гидроксифенил)-1,3-бен-
зоксазол‑5-карбоновой кислоты (III). Суспензию 

0.39 г 10% Pd/C в 20 мл DMF перемешивали в те-
чение 30 мин в атмосфере водорода, затем вноси-
ли соединение (II) (3.90 г, 13 ммоль). По данным 
ТСХ спустя 1.5 ч исходное соединение в суспензии 
отсутствовало. Катализатор отфильтровывали, рас-
твор упаривали, остаток растирали со 100 мл воды. 
Выпавший осадок отфильтровывали, промывали 
водой (3 × 20 мл) и высушивали на воздухе. По 
данным ТСХ, в системе A продукт гомогенен. Вы-
ход соединения (III) составил 3.36 г (95.8%). т. пл.: 
260°C. 1Н-ЯМР (DMSO-d6): δ 6.85 (1H, д, J = 7.88, 
H6), 7.35 (1H, дд, J1 = 7.88, J2 = 2.25, H5), 7.50 
(1H, д, J = 25, H4), 7.79 (1H, д, H3), 7.97 (1H, дд, 
J1 = 8.73, J2 = 1.67, H2), 8.56 (1H, д, J = 1.67, H1).

Синтез 2-[2-(4-гидроксифенил)-1,3-бензокса-
зол‑5-ил]-1,3-бензоксазол‑5-карбоновой кислоты 
(V). Соединение (III) (2.00 г, 7.4 ммоль) и 4-гидрок-
сибензальдегид (0.93 г, 7.6 ммоль) растирали в ке-
рамической ступке до гомогенности. Для синтеза 
основания Шиффа (IV) полученную смесь спека-
ли на масляной бане в порошок, затем растворяли 
его в 20 мл DMF и при добавляли перемешивании 
диацетоксийодбензол (2.70 г, 8.4 ммоль), раство-
ренный в 20 мл DMF. Спустя 3 ч выпавший осадок 
отфильтровывали, промывали DMF (2 × 20 мл), 
метанолом (4 × 20 мл) и  высушивали над P2O5. 
По данным ТСХ, в  системе Б продукт гомоге-
нен. Выход соединения (V) составил 1.61г (58.5%), 
т. пл. >  350°C. Масс-спектр: 372.68 [M]+, 373.71 
[M+H]+, расcчитано: 372.07 (C21H12N2O5). 1Н-ЯМР 
(DMSO-d6): δ 6.97 (2H, д, J = 8.73, Н8), 7.85 (1Н, д, 
J = 8.52, Н4), 7.89 (1Н, д, J = 8.52, Н1), 7.98–8.01 
(3Н, м, Н4.7), 8.19 (1Н, дд, J1 = 1.62, J2 = 52, Н2), 
8.27 (1H, д, J = 1.38, Н6), 8.40 (1H, д, J = 1.47, Н3).

Синтез N-[3-(диметиламино)пропил]-2-[2-(4-ги-
дроксифенил)-1,3-бензоксазол‑5-ил]-1,3-бензокса-
зол‑5-карбоновой кислоты (MBoz2A). К  раствору 
соединения (V) (58 мг, 0.16 ммоль) в 20 мл DMA 
при перемешивании добавили DIPEA (0.026 мл, 
0.15 ммоль), HBTU. (56 мг, 0.15 ммоль) и N, N-ди-
метиламинопропиламин (0.0157 мл, 0.13 ммоль). 
Спустя 3 ч раствор упаривали в вакууме, остаток 
растирали в метаноле и суспендировали на ульт-
развуковой бане. Осадок отфильтровывали, про-
мывали метанолом (3 × 20 мл) и высушивали на 
воздухе. По данным ТСХ в системе B продукт го-
могенен. Выход MBoz2A составил 32  мг (54.9%), 
т. пл. > 350°C. Масс-спектр: 456.48 [M]+, расcчита-
но: 456.49 (C26H24N4O4).1Н-ЯМР (DMSO-d6): δ 1.93 
(2H, м, Hb), 2.81 (6H, с, Нd), 3.13 (4H, м, Ha, Нc), 
7.01 (2H, д, J = 8.7, H8), 7.9–8.0 (3H, м, Н5, H4, 
H1), 8.10 (2H, д, J = 8.7, H7), 8.26 (1H, дд, J1 = 8.46, 
J2 = 1.47, Н2), 8.33 (1H, с, H6), 8.52 (1H, д, J = 1.08, 
H3), 8.73 (1H, м, NH), 10.44 (1H, уш.с, OH).



	 СИНТЕЗ БИСБЕНЗОКСАЗОЛЬНОГО АНАЛОГА Hoechst 33258� 485

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ      том 58      № 3      2024

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Компьютерное моделирование комплексов 
Hoechst  33258 и  MBoz2A c последовательностью 

d(A-T)10 и  d(G-C)10 дцДНК
На рис. 2 представлена компьютерная модель 

комплексов MBoz2A и  Hoechst 33258 с  d(A-T)10 
и d(G-C)10.

Результаты докинга подтвердили правиль-
ность предположения, выдвинутого при дизайне 

соединения MBoz2A, о возможности образования 
двух водородных связей между sp-гибридными ато-
мами 1N оксазольного фрагмента и двумя амино-
группами гуанина при формировании комплекса 
в малой бороздке ДНК, содержащей альтернирую-
щие GC-пары. Дополнительная водородная связь 
может образовываться между эндоциклическим 
атомом кислорода в сахарофосфатном остове ДНК 
и протонированным атомом азота N, N-диметила-
минопропильного фрагмента. Согласно докингу 
MBoz2A на ДНК с альтернирующими AT-парами, 

MBoz2A Hoechst 33258

d(G-C)10

d(A-T)10

Рис. 2. Компьютерная модель комплексов MBoz2A и Hoechst 33258 с d(A-T)10 и d(G-C)10. Атомы С (лиганда) – серый, 
С (ДНК) – золотистый, N – синий, O – красный, H – белый. Предсказанные водородные связи отмечены жирной 
зеленой линией.
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наилучший комплекс располагался аналогично 
комплексу с d(G-C)10, по всей видимости, за счет 
вклада гидрофобных взаимодействий. При лока-
лизации соединения в узкой бороздке AT-дуплек-
са возможно образование двух водородных свя-
зей  – между карбоксамидным атомом водорода 
и  кетогруппой тимина. Аналогичное взаимодей-
ствие возможно также между эндоциклическим 
атомом кислорода в сахарофосфатном остове ДНК 
и протонированным азотом N, N-диметиламино-
пропильного фрагмента. Как и предполагалось, не 
обнаружено возможности образования водородных 
связей бензоксазольных фрагментов соединения 
с AT-нуклеотидами ДНК.

При докинге соединения Hoechst 33258 наилуч-
ший комплекс также находился в узкой бороздке 
ДНК. В  случае АТ-дуплекса возможно образо-
вание трех водородных связей, две из которых – 
между бензомидазольными фрагментами и кето-
группой O6  тимина и  имино-N3 аденина, а  тре-
тья – между протонированным азотом пиперазина 
и кислородом дезоксирибозы. GC-дуплекс может 
формировать только одну водородную связь с де-
зоксирибозой. Предсказанный комплекс Hoechst 
33258 хорошо соответствует структурным данным, 

полученным на AT-богатых участках двойной спи-
рали ДНК [14].

Согласно расчетным значениям (рис. 3), новый 
лиганд MBoz2A предпочтительно образует ком-
плексы с GC-последовательностями ДНК. Отно-
сительное расчетное значение энергии комплекса 
равно –129.3, что сопоставимо со значениями для 
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Рис.  3. Расчетные значения энергии комплексов 
MBoz2A и Hoechst 33258 с d(A-T)10 и d(G-C)10.

Рис. 4. Синтез MBoz2A бисбензоксазольного аналога Hoechst 33258.
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комплекса Hoechst 33258 на d(A-T)10 (–130.0). Та-
ким образом, данные компьютерного моделирова-
ния подтверждают наше предположение о способ-
ности MBoz2A образовывать комплекс с GC-бога-
тыми последовательностями по узкой бороздке.

Синтез MBoz2A
Мономерный бисбензоксазол MBoz2A был 

синтезирован из 4-гидрокси‑3-нитробензонитри-
ла, превращенного в  реакции Пиннера в  хлор-
гидрат иминоэфира (I), сконденсированного за-
тем с  3-амино‑4-гидроксибензойной кислотой. 

Полученное нитросоединение (II) было восста-
новлено каталитическим гидрированием в амин 
(III). Конденсация амина (III) с  4-гидроксибен-
зальдегидом привела к  образованию основания 
Шиффа (IV), которое окислили диацетоксийод-
бензолом с  образованием производного бисбен-
зоксазола (V). Синтез целевого соединения MBoz2A 
был завершен в результате взаимодействия (V) c 
N,N-диметилпропиламином в  присутствии кон-
денсирующего агента HBTU. Структура синте-
зированных соединений подтверждена методами 
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Рис. 5. Изменение флуоресценции MBoz2A в системе вода–ДМСО. а – Спектры флуоресценции при возбуждении на 
длине волны 280 нм; б – спектры возбуждения флуоресценции на длине волны 370 нм; в – спектры возбуждения флу-
оресценции на длине волны 530 нм; г – кривые затухания флуоресценции, регистрируемой через фильтр, пропуска-
ющий свет более 305 нм при возбуждении импульсным светодиодом с длиной волны 280 нм. Пустые кружки – вода, 
последующие спектры с шагом увеличения объемной доли ДМСО на 10%, полные кружки – 100% ДМСО. Стрелки 
указывают изменение интенсивности флуоресценции при увеличении доли ДМСО в растворе. [MBoz2A] 10 мкМ, ши-
рина щели возбуждения флуоресценции 5 нм, кювета 2 × 10 мм, комнатная температура (~25°C).
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1Н-ЯМР-спектроскопии и спектрометрии MALDI-
TOF. Схема синтеза MBoz2A представлена на рис. 4.

Физико-химические исследования
Физико-химические исследования MBoz2A. 

Определяли спектральные характеристики ново-
го соединения MBoz2A и изучали его склонность 
к агрегации в водных растворах. В концентрации 
до 10 мM соединение показало приемлемую рас-
творимость в ДМСО, но в воде в столь высоких 
концентрациях не растворялось. Поэтому с целью 
изучения состояния соединения в водных раство-
рах были определены его спектральные свойства 
в относительно низкой концентрации – 10 мкМ 
в ДМСО и в растворах ДМСО–вода с разным со-
отношением компонентов.

Спектры флуоресценции соединения в ДМСО 
имеют максимум около 370 нм. При этом макси-
мум возбуждения соответствует максимуму погло-
щения при 330 нм (рис. 5б,в, спектры, отмеченные 
темными кружками). Добавление воды к ДМСО 
приводило к  падению полосы коротковолновой 
флуоресценции и появлению длинноволновой по-
лосы с максимумом 530 нм (рис. 5а). Такое измене-
ние спектров флуоресценции может свидетельство-
вать об образовании агрегатных комплексов при 
димеризации соединений или образовании ассоци-
атов более высокого порядка в водных растворах. 
Однако ДМСО поглощает УФ-излучение, поэтому 
в диапазоне возбуждения получены лишь искажен-
ные спектры, показывающие смещение максиму-
ма возбуждения длинноволновой флуоресценции 
в более коротковолновую область по сравнению 

с  возбуждением коротковолновой флуоресцен-
ции (рис. 5в). В водном растворе с минимальной 
концентрацией ДМСО наблюдалось практически 
полное тушение коротковолновой флуоресценции 
и максимальная интенсивность длинноволновой. 
При этом максимум возбуждения длинноволно-
вой флуоресценции при 530 нм сместился в 240 нм 
(рис. 5в, пустые символы).

В  дополнение к  спектральным характеристи-
кам мы изучили затухание флуоресценции и время 
жизни возбужденного состояния. При возбужде-
нии импульсным светодиодом при 280 нм общая 
флуоресценция регистрировалась при длинах волн 
выше 305 нм (рис. 5г). Наибольшее время затуха-
ния флуоресценции соединение имело в воде. При 
увеличении содержания ДМСО время затухания 
сокращалось. Кривые затухания аппроксимиро-
вали биэкспоненциальным законом и  определи-
ли времена жизни возбужденного состояния двух 
компонент. В чистом ДМСО кривая затухания хо-
рошо описывалась одной экспонентой с характер-
ным временем около 0.5 нс. В присутствии воды 
в растворе появляется долгоживущая компонента, 
время жизни которой зависит от доли ДМСО в рас-
творе (от 2 нс в 90% ДМСО до 6 нс в воде), причем 
доля короткоживущей компоненты уменьшается 
при наличии воды в растворе. С использованием 
более длинноволнового фильтра (> 475 нм) нами 
показано, что долгоживущая компонента соответ-
ствует длинноволновой полосе. Зависимость вре-
мени жизни длинноволновой компоненты от коли-
чества ДМСО в растворе можно объяснить тем, что 
ДМСО является динамическим тушителем с пере-
носом электрона в возбужденном состоянии.
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Рис. 6. Флуоресценция сольватных форм MBoz2A в системе вода–ДМСО в зависимости от объемной доли ДМСО. 
а – Время жизни флуоресценции сольватных форм; б – доля вклада сольватных форм в общую флуоресценцию. Пу-
стые кружки – сольватная форма с большим временем жизни флуоресценции (агрегат), полные кружки – сольват-
ная форма с коротким временем жизни флуоресценции (мономер).
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Изучение изменений спектров флуоресценции 
и времен жизни возбужденного состояния позво-
ляют нам предположить, что длинноволновая ком-
понента флуоресценции соответствует ассоциатам 
соединения в водном окружении [15].

Изучение спектральных свойств MBoz2A в ком-
плексе с  ДНК различного нуклеотидного состава. 
В водном растворе мы наблюдали небольшую кон-
центрацию соединений в мономерном состоянии, 
способных взаимодействовать с ДНК по предло-
женному нами механизму. Для подтверждения 
нашей теории мы изучили изменение дихроизма 

соединений в присутствии ДНК разного нуклео-
тидного состава (рис. 6).

Показано, что добавление MBoz2A к  10 мкМ 
раствору синтетического альтернирующего ду-
плекса poly(dA-dT)•poly(dA-dT) (рис. 7б) и ДНК 
тимуса теленка (рис.  7a) приводит к  появлению 
положительной полосы индуцированного дихро-
изма, что свидетельствует о  взаимодействии ис-
следуемого вещества с  ДНК и  об образовании 
неинтеркаляционного комплекса в  одной из бо-
роздок. Однако гиперинтенсивный рост индуци-
рованного сигнала и изменение спектра дихроиз-
ма дцДНК говорит об образовании комплексов, 
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Рис. 7. Спектры кругового дихроизма MBoz2A при образовании комплекса с ДНК разного нуклеотидного состава: 
ДНК тимуса теленка (а), poly(dA-dT)•poly(dA-dT) (б), poly(dG-dC)•poly(dG-dC) (в). Пустые кружки – ДНК в от-
сутствие лиганда, полные кружки – максимальная концентрация лиганда в растворе ДНК. Зависимость амплитуды 
сигнала кругового дихроизма при длине волны 330 нм от концентрации MBoz2A (г). Пустые ромбы – ДНК тимуса те-
ленка; закрашенные квадраты – poly(dA-dT)•poly(dA-dT); закрашенные треугольники – poly(dG-dC)•poly(dG-dC); 
[ДНК] 50 мкМ (п. н.) в 10 мМ Na-фосфатном буфере pH 7.0, 25°C.
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характеризующихся одновременной локализацией 
на одном участке бороздки двух или трех молекул 
лиганда [16]; по-видимому, такое связывание обу-
словлено гидрофобными взаимодействиями. При 
добавлении poly(dG-dC)•poly(dG-dC) к 10 мкМ 
раствору MBoz2A (рис. 7в) в КД-спектрах также 
наблюдается образование положительной полосы, 
однако в  данном случае практически отсутству-
ет искажение спектра ДНК и гиперинтенсивный 
рост максимума, что косвенно говорит о формиро-
вании комплекса мономерной молекулы по узкой 
бороздке. Однако заметное комплексообразование 

отмечено только при большом избытке соеди-
нения, что свидетельствует о  низкой константе 
связывания.

Дополнительно были изучены спектры эмис-
сии MBoz2A в присутствии poly(dA-dT)•poly(dA-
dT), poly(dG-dC)•poly(dG-dC) и  дцДНК тиму-
са теленка (рис. 8). При добавлении ДНК любого 
нуклеотидного состава изначально наблюдается 
рост интенсивности длинноволновой полосы, что 
соответствует агрегации большого количества со-
единения на ДНК; при дальнейшем увеличении 
концентрации ДНК и  уменьшении соотноше-
ния лиганд/ДНК соединение перераспределяется 
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Рис. 8. Спектры флуоресценции MBoz2A при образовании комплекса с ДНК различного нуклеотидного состава. 
ДНК тимуса теленка (а); poly(dA-dT)•poly(dA-dT) (б); poly(dG-dC)•poly(dG-dC) (в). Пустые кружки – MBoz2A в от-
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заполненные символы – флуоресценция при 530 нм; кружки – ДНК тимуса теленка; квадраты – poly (dA-dT)•poly 
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в специфичный комплекс и происходит разруше-
ние агрегата, которое характеризуется уменьше-
нием флуоресценции с максимумом при 530 нм. 
В  случае poly(dA-dT)•poly(dA-dT) наблюдается 
разгорание флуоресценции, соответствующей ро-
сту количества молекул MBoz2А в  мономерном 
состоянии. По всей видимости, из-за большого 
избытка ДНК под действием гидрофобных сил об-
разуется комплекс мономерной молекулы и ДНК, 
подобный смоделированному комплексу (рис. 2). 
В случае poly(dG-dC)•poly(dG-dC) наблюдается 
также дальнейшее тушение агрегированной ком-
поненты, однако не происходит разгорание по-
лосы, соответствующей мономерному состоянию 
лиганда. Полученные данные не противоречат мо-
дели связывания мономеров с  ДНК различного 
нуклеотидного состава, предположенной в докин-
ге, однако комплекс с GC-дуплексом не проявля-
ет мономерной флуоресценции, так как известно, 
что гуаниновые основания являются тушителями 
флуоресцентных соединений различного типа [17]. 
При увеличении концентрации тимусной ДНК од-
новременно с падением длинноволнового сигнала 
наблюдается небольшое разгорание мономерной 
компоненты, что, как мы полагаем, свидетель-
ствует об образовании двух типов связывания мо-
номерной молекулы, аналогичных предсказанным 
путем компьютерного моделирования. Однако на-
блюдаемое разгорание полосы 370 нм значительно 
ниже, чем в случае poly(dA-dT)•poly(dA-dT), что 
говорит о повышенном сродстве полученного ли-
ганда к GC-богатым участкам ДНК.

Изучение спектральных и  кинетических ха-
рактеристик взаимодействия узкобороздочно-
го лиганда MBoz2A c молекулами тимусной ДНК, 
poly(dA-dT)•poly(dA-dT) и poly(dG-dC)•poly(dG-dC) 
позволило по изменению интенсивности флуо-
ресценции оценить константы комплексообразо-
вания. Для ДНК и  poly(dA-dT)•poly(dA-dT) эти 
значения составили 2 × 104 и 3 × 104 М‑1 соответ-
ственно. Оценить значение константы связывания 
с poly(dG-dC)•poly(dG-dC) не представляется воз-
можным, ввиду падения интенсивности флуоресцен-
ции лиганда в присутствии poly(dG-dC)•poly(dG-dC).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нами разработан способ и осуществлен много-
стадийный синтез перспективного по результатам 
эксперимента in silico GC-специфичного узкобо-
роздочного лиганда MBoz2A  – бисбензоксазоль-
ного аналога широко известного флуоресцентного 
ДНК-лиганда Hoechst 33258.

Анализ полученных спектрофотометриче-
ских данных позволяет сделать вывод, что лиганд 
MBoz2А, обладающий достаточно высокой гидро-
фобностью, в воде существует преимущественно 
в виде агрегированной формы. Согласно спектрам 

флуоресценции и кругового дихроизма комплексов 
MBoz2А с дцДНК различного нуклеотидного со-
става, MBoz2А является ДНК-лигандом, обладает 
GC-специфичностью, но имеет очень низкую кон-
станту связывания.

Таким образом, бензоксазольный мотив мож-
но рассматривать как потенциальный каркас для 
создания GC-специфичных лигандов. Однако для 
создания бензоксазольных лигандов, обладающих 
большей аффинностью, необходимо решить про-
блему, связанную с  высокой склонностью бен-
зоксазольных соединений к агрегации в водных 
растворах.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (№ 23‑24‑00082).
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SYNTHESIS OF A BISBENZOXAZOLE ANALOGUE OF Hoechst 33258  
AS A POTENTIAL GC-SELECTIVE DNA LIGAND

А. F. Arutuynyan1, M. S. Aksеnova1, A. A. Kostyukov2,  
A. A. Stomakhin1, D. N. Kaluzhny1, A. L. Zhuze1, *

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Science, Moscow, 119334 Russia

*e-mail: zhuze@eimb.ru
Using a computer modelling approach we proposed the structure of a potential GC-specific DNA ligand, 
which could form a complex with DNA in the minor groove similar to that formed by Hoechst 33258 
at DNA AT-enriched sites. According to this model MBoz2A, a bisbenzoxazole ligand, was synthesized. 
The results of spectrophotometric methods supported the complex formation of the compound under 
study with DNA differed in the nucleotide composition.

Keywords: DNA, minor-groove ligand, sequence-specificity, Hoechst 33258, bisbenzoxazole structure, 
synthesis, spectrophotometry, circular dichroism
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ВВЕДЕНИЕ

С открытием большого класса длинных неко-
дирующих РНК (lncРНК) началась эпоха актив-
ного исследования их функций. В результате были 
идентифицированы и  подробно изучены такие 
известные lncРНК, как XIST, MALAT1, HOTAIR, 
GAS5, HOTTIP, TERRA и FIRRE [1–3]. Из про-
веденных на сегодняшний день исследований из-
вестно, что lncРНК обладают способностью изме-
нять архитектуру хроматина, регулировать сборку 
и функционирование бимолекулярных конденса-
тов, влиять на стабильность и процессинг мРНК, 
а также регулировать различные сигнальные пути 

[4–6]. Описанные примеры демонстрируют ши-
рокий спектр молекулярных функций, связанных 
с участием lncРНК во многих ключевых клеточных 
процессах [7–10].

Согласно данным проекта GENCODE (вер-
сия 44) [11], в геноме человека аннотировано срав-
нимое число генов lncРНК (19 928) и белоккодиру-
ющих генов (19 393). Следовательно, кроме иссле-
дования функций конкретных lncРНК, необходимо 
проводить широкомасштабный функциональный 
анализ аннотированных транскриптов генов lncРНК.

Один из наиболее распространенных подходов – 
использование нокдауна библиотек генов с после-
дующим анализом клеточного фенотипа. В круп-
номасштабных скринингах нокдаун проводят 
с использованием различных технологий. Так, для 
анализа роли 2 231 lncРНК в процессе делении кле-
ток HeLa использовали малые интерферирующие 
РНК (siРНК) [12], для выявления функционально 
значимых генов среди 285 lncРНК в дермальных 
фибробластах человека – антисмысловые олигону-
клеотиды [13], а для изучения влияния 214 lncРНК 
на процессы деления и  поддержания плюри-
потентности эмбриональных стволовых клеток 

DOI: 10.31857/S0026898424030137,  EDN: JBZHXL

Длинные некодирующие РНК (long non-coding RNA, lncРНК) участвуют в регуляции многих кле-
точных процессов, а их экспрессия характеризуется высокой тканеспецифичностью. В отличие от 
них белоккодирующие гены, в частности гены “домашнего хозяйства”, активно экспрессируются во 
всех тканях. Нами исследована функциональная значимость широкоэкспрессирующихся lncРНК. 
Мы проанализировали экспериментальные данные по скринингу lncРНК в клетках человека и вы-
явили 18 некодирующих РНК, которые имели не только высокий уровень экспрессиии, но и были 
функционально активны в большинстве тканей. Детальный анализ этих lncРНК показал, что они 
имеют широкий спектр молекулярных функций: от контроля повреждения кардиомиоцитов до пе-
реключения классов макрофагов. На основании полученных экспериментальных данных можно сде-
лать вывод, что большинство исследованных нами lncРНК кодирует небольшие, но функционально 
значимые пептиды. Среди 18 lncРНК высоким кодирующим потенциалом обладали NEAT1, SNHG1, 
SNHG7, SNHG12, SNHG15, SNHG16, MIR17HG, LINC00680, LINC00263 и LINC00339. Кроме того, 
обнаружено, что EPB41L4A-AS1, CRNDE, SNHG6, LINC00493 и LINC01420 могут функционировать 
как за счет первичной структуры РНК, так и за счет кодируемого ими функционального пептида.

Ключевые слова: CRISPR-интерференция, длинные некодирующие РНК, короткая открытая рамка 
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Сокращения: CRISPRi  – CRISPR-интерференция; HK 
(housekeeping) – (ген) “домашнего хозяйства”; lncРНК – 
длинные некодирующие РНК; FPKM (fragments per kilobase 
per million mapped reads) – число фрагментов на 1 тыс. ос-
нований транскрипта на 1 млн картированных прочтений; 
TPM (transcripts per million) – число транскриптов на мил-
лион прочтений; TSS (transcription start site) – сайт начала 
транскрипции; кОРС – короткая открытая рамка считы-
вания; shРНК – короткие шпилечные РНК; sgРНК – на-
правляющие РНК; snoРНК – малые ядрышковые РНК; 
miРНК – микроРНК; БКГ – белоккодирующий ген.
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мышей – короткие шпилечные РНК (shРНК) [14]. 
В  результате этих исследований было получе-
но множество функционально значимых транс-
криптов, управляющих процессами жизнедеятель-
ности клеток. Тем не менее более подробное изу-
чение молекулярных функций выявленных генов 
остается задачей для будущего рассмотрения.

В  представленной работе проведен ретро-
спективный анализ данных крупномасштабно-
го скрининга на основе CRISPR-интерференции 
(CRISPRi) [15]. Мы выявили и охарактеризовали 
активно экспрессирующиеся функциональные 
lncРНК, а затем проанализировали их молекуляр-
ные функции, основываясь на результатах работ, 
опубликованных за последние несколько лет. Мы 
также оценили кодирующий потенциал отобран-
ных lncРНК-хитов. В результате выявлен широкий 
спектр молекулярных функций lncРНК, в том чис-
ле связанных с кодированием пептидов.

МЕТОДЫ

Методы анализа данных крупномасштабно-
го скрининга. Для анализа результатов крупно-
масштабного скрининга аннотированных транс-
криптов использовали данные исследования функ-
циональных локусов lncРНК в клетках человека 
с помощью метода CRISPRi [15]. Скрининг с ис-
пользованием технологии CRISPRi проведен для 
16 401 lncРНК человека. Аннотации транскриптов 
lncРНК были взяты из Ensembl build 75 [16], 
MiTranscriptome [17], каталога lncРНК человека 
[18] и набора специфичных для мозга lncРНК [19].

Для отбора функционально значимых ге-
нов lncРНК использовали значения уровня экс-
прессии и  количественного показателя нокда-
уна, которые были измерены S. Liu с соавт. [15] 
для 16 401 lncРНК в клеточных линиях HEK293T, 
K562, MCF7, MDA-MB‑231, HeLa и  U87. Уро-
вень экспрессии для каждой lncРНК определяли 
как среднее значение числа фрагментов на 1 тыс. 
оснований транскрипта на 1  млн картирован-
ных прочтений (fragments per kilobase per million 
mapped reads, FPKM) повторных образцов по дан-
ным РНК-секвенирования открытых источников 
данных: HEK293T (GSE56010), HeLa (GSE30567, 
GSE33480, GSE23316), K562 (GSE30567, GSE33480, 
GSE23316),  MCF7(GSE30567, GSE33480), 
MDAMB231 (GSE73526, GSE45732). Данные по 
РНК-секвенированию клеточной линии U87 были 
взяты из работы [15].

Количественный показатель нокдауна опре-
делял нормализацию обогащения направляющих 
РНК (single guide RNA, sgРНК) для таргетной 
lncРНК по общему числу удвоений клеток. Такой 
параметр был выбран для нормализации обога-
щения sgРНК в клеточных линиях с разной ско-
ростью роста. Таким образом, количественный 

показатель нокдауна отражает положительное или 
отрицательное влияние нокдауна гена на пролифе-
рацию клеток.

Наиболее функционально значимыми счита-
ли lncРНК с высоким уровнем экспрессии, а так-
же со значимым эффектом нокдауна во всех ис-
следованных клеточных линиях. Для отбора наи-
более функционально значимых lncРНК были 
построены распределения двух выбранных пара-
метров lncРНК в клеточных линиях. Далее на ос-
нове наблюдаемого правостороннего распределе-
ния значений уровня экспрессии предполагали, 
что lncРНК высоко экспрессируется в выбранной 
клеточной линии, если ее измеренный уровень 
экспрессии превышает средний уровень экспрес-
сии генов в  соответствующей клеточной линии: 
выше – (1), ниже – (0). В то же время на основе 
симметричного распределения значений количе-
ственного показателя нокдауна мы предполагали, 
что нокдаун lncРНК оказывает значимый эффект 
на пролиферацию клеток в выбранной клеточной 
линии, если ее измеренный показатель нокдауна 
превышает стандартное отклонение этого параме-
тра в соответствующей клеточной линии: выше – 
(1), ниже – (0). Таким образом, для каждой lncРНК 
оценили в общей сложности 12 параметров. Затем 
был определен “показатель значимости” lncРНК, 
который включал сумму значений 12 оценивае-
мых параметров. Полученное значение показателя 
значимости lncРНК отражает интегральную оцен-
ку как для количественного показателя нокдауна, 
так и для уровня экспрессии. Для lncРНК, оценка 
показателя значимости которых составила более 6, 
в соответствии с экспериментальными данными 
гарантирован наблюдаемый функционально зна-
чимый эффект нокдауна на пролиферацию кле-
ток и высокий уровень экспрессии не менее чем 
в  одной клеточной линии. Однако для исследо-
вания и  последующего углубленного биоинфор-
матического анализа мы выбрали более высокое 
пороговое значение, которое установили на уров-
не ≥8, – для отбора lncРНК-хитов. Дополнитель-
но учитывали, чтобы расстояние от сайта начала 
транскрипции (transcription start site, TSS) lncРНК 
до ближайшего TSS белоккодирующего гена было 
не менее 1000 п. н. (ввиду особенностей метода 
CRISPRi) и чтобы не было пересечений нуклео-
тидной последовательности lncРНК с  экзонами 
белоккодирующих генов.

Биоинформатический анализ lncРНК-хитов. Для 
отобранных lncРНК-хитов провели биоинформа-
тический анализ, включающий оценку уровеня 
экспрессии в  тканях человека, степень консер-
вативности, степень изученности и кодирующий 
потенциал.

Уровень экспрессии lncРНК в  тканях чело-
века оценивали с  использованием базы данных 
Genotype-Tissue Expression (GTEx v8) [20]. GTEx v8 
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содержит данные высокопроизводительного секве-
нирования для 54 образцов ткани от 948 доноров, 
cРНК-, ДНК- и иммунопреципитацией хроматина 
по крайней мере для 70 образцов на ткань. Для ка-
ждой lncРНК оценивали общую медиану по значе-
ниям экспрессии в единицах числа транскриптов 
на миллион прочтений (transcripts per million, TPM) 
в разных тканях человека.

В рамках анализа уровня экспрессии оценивали 
принадлежность гена lncРНК к генам “домашнего 
хозяйства” (housekeeping, HK), идентифицирован-
ных в рамках проекта FANTOM5 [21]: (0) – ген не 
относится к HK, (1) – ген относится к HK. Группа 
HK-генов идентифицирует группу генов, имеющих 
равномерный характер экспрессии среди 945 об-
разцов клеток и тканей человека.

Степень консервативности lncРНК оценивали 
с использованием геномного браузера UCSC [22]. 
На треке phastCons100way показано множествен-
ное выравнивание 100 видов позвоночных и оцен-
ка степени консервативности с использованием 
метода phastCons из пакета PHAST для всех 100 ви-
дов. Множественные выравнивания были получе-
ны с использованием Multiz и других инструментов 
выравнивания геномной последовательности, до-
ступных в UCSC браузере.

Анализ зависимости эффекта нокдауна lncРНК 
от типа клеток. Для определения функциональ-
но значимых lncРНК, нокдаун которых приводил 
к значимо различному влиянию на рост разного 
типа клеток, выбирали lncРНК с явно выражен-
ным разнонаправленным эффектом нокдауна на 
рост клеток не менее чем в двух клеточных линиях.

Степень изученности lncРНК оценивали по 
числу статей, относясихся к lncРНК (этот параметр 

определяли по ключевым словам в базе PubMed по 
состоянию на июль 2023 года) и опубликованных, 
начиная с 2017 года.

Оценка кодирующего потенциала lncРНК вклю-
чала исследование общедоступных эксперимен-
тальных данных рибосомного профилирования 
с использованием веб-браузеров GWIPS-viz [23] 
и Trips-Viz [24] (обозначали как (0) – отсутствие 
взаимодействия с рибосомами, (1) – наличие вза-
имодействия с рибосомами). Также мы провели 
анализ данных базы Lncpep (http://www.shenglilabs.
com/LncPep/) [25] и CPC2.0 (http://cpc2.gao-lab.
org/) [26] для оценки кодирующего потенциала ме-
тодами CPC2 и CPAT, основанными на анализе ну-
клеотидной последовательности генов, а также на-
личия экспериментального подтверждения транс-
ляции по данным рибосомного профилирования 
(число наборов данных). Дополнительно в рамках 
анализа кодирующего потенциала lncРНК учиты-
вали наличие опубликованных результатов, кото-
рые подтверждают трансляцию пептида с выбран-
ной lncРНК: (0) – соответствующих публикаций 
нет, (1) – такие публикации есть.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Необходимые для роста клеток 
высокоэкспрессирующиеся lncРНК:  

анализ данных CRISPRi
Для поиска новых потенциально значимых 

lncРНК мы провели анализ опубликованных 
данных крупномасштабного скрининга их генов. 
В анализ были включены данные CRISPRi-скри-
нинга для 16 401 lncРНК, полученные в 6 клеточных 
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линиях: HEK293T, K562, MCF7, MDA-MB‑231, 
HeLa, U87 [15]. В отличие от S. Liu с соавт. [15], 
наша цель заключалась в выявлении универсаль-
ных lncРНК, обладающих значимым клеточным 
фенотипом независимо от типа клеток.

На начальном этапе обобщили эксперименталь-
ные данные и отметили, что во всех 6 клеточных 
линиях экспрессируется только 5 605 lncРНК. Да-
лее оценили уровень экспрессии и значимость эф-
фекта нокдауна для отдельной lncРНК в каждой 
исследуемой клеточной линии. Таким образом, для 
каждой lncРНК в 6 клеточных линиях оценивали 
12 параметров. Если значение признака для отдель-
ной lncРНК превышало предопределенный по-
рог, то при оценке ему присваивалось значение 1, 
в противном случае – 0 (см. рис. 1а,б).

Далее суммировали оценки всех 12 признаков 
для каждой lncРНК в  отдельности. Такую сум-
марную оценку обозначили как “показатель зна-
чимости”. Из исходного набора lncРНК найдено 
примерно 1.5% (84), для которых показатель зна-
чимости ≥8 (см. рис.  1в). При отборе генов так-
же учитывали расстояние от TSS lncРНК до TSS 
ближайшего белоккодирующего гена (>1 000 п. н.) 
и  отсутствие перекрывания lncРНК с  экзонами 
белоккодирующего гена. В  результате выбрано 
18 lncРНК-хитов (рис. 2, табл. 1): NEAT1, SNHG12, 
EPB41L4A-AS1, SNHG16, SNHG1, SNHG7, 
MIR17HG, SCARNA10, CRNDE, LINC00680, 
SHNG25, SNHG6, LINC00339, LINC00263, 
SNHG30, LINC00493, SNHG15 и LINC01420.

Характеристика lncРНК-хитов  
и  их молекулярные фенотипы

С  целью охарактеризовать хиты lncРНК мы 
провели их комплексный анализ по различным 
параметрам, включая уровень экспрессии в тканях 
человека, эволюционную консервативность по-
следовательности, степень изученности и кодиру-
ющий потенциал. Обобщенные данные по характе-
ристикам хитов lncРНК приведены в табл. 1.

Для выявленных генов проведен анализ уровня 
экспрессии в тканях человека с использованием 
данных проекта GTEx v8. Для каждой lncРНК оце-
нивали общую медиану по значениям экспрессии 
в единицах TPM в разных тканях человека. Допол-
нительно учитывали принадлежность lncРНК-хи-
та к  группе генов HK, идентифицированным 
в рамках проекта FANTOM5 [21]. Также провели 

поиск корреляции между показателями экспрессии 
и данными о зависимом от типа клеток влиянии 
нокдауна lncРНК на пролиферацию [15].

В  целом, для выбранных lncРНК-хитов реги-
стрировали высокий уровень экспрессии (общая 
медиана TPM) в  тканях человека. Для lncРНК, 
таких как NEAT1, SNHG12, EPB41L4A-AS1, 
SNHG1, SNHG16, SNHG7, SNHG6, LINC00339, 
LINC00493, SNHG15 и  LINC01420, максималь-
ный уровень экспрессии (медиана TPM для одной 
ткани) соответствовал значениям, которые харак-
терны для белоккодирующих генов. Для некоторых 
lncРНК, включая NEAT1, SNHG1 и SNHG6, вы-
явлен высокий уровень экспрессии (более 50 TPM) 
во всех тканях GTEx v8.

Однако встречались lncРНК-хиты и  с  ткане-
специфичным типом экспрессии – для них полу-
чены средние (10–50 TPM) или низкие (<10 TPM) 
значения уровня экспрессии. К  ним относятся 
CRNDE, EPB41L4A-AS1, SNHG7, LINC00339, 
SNHG30 и  MIR17HG. Заметим, что тканеспе
цифичные lncРНК экспрессируются на значимом 
уровне только в одной ткани. Особенно четко эта 
особенность проявилась в случае lncРНК CRNDE, 
для которой рассчитаный в GTEx v8 уровень экс-
прессии во всех проанализированных образцах 
тканей составлял 1.37 TPM, в то время как в семен-
никах был максимальным – 52.2 TPM.

Профиль равномерной экспрессии, характер-
ный для HK-генов, как правило, не связан напря-
мую с  высоким уровнем экспрессии. Например, 
NEAT1 характерзуется высоким уровнем экспрес-
сии, но при этом не относится к HK-генам. Для 
lncРНК EPB41L4A-AS1, наоборот, выявлен сред-
ний уровень экспрессии, хотя ее ген принадлежит 
к HK. Сходный с генами HK профиль экспрессии 
во всех тканях наблюдали для LINC00680, SNHG12, 
SNHG16, SHNG25, LINC01420, LINC00 493 
и SCARNA10. Результаты проведенного нами ана-
лиза профилей экспресии lncРНК-хитов подтвер-
дили данные CRISPRi о наличии специфичных для 
типа клеток эффектов нокдауна в случае CRNDE, 
SNHG7, LINC00339 и SNHG30. Для LINC00493 
раньше также экспериментально продемонстри-
ровано наличие зависимости эффекта нокдауна от 
выбранного типа клеток [27]. Кроме того, при ана-
лизе данных CRISPRi для LINC00263, SCARNA10, 
SNHG6, SNHG25 и SNHG15 мы выявили специ
фичный для конкретного типа клеток эффект 
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Рис. 2. Этапы отбора lncРНК с указанием критериев отбора и количества выбранных генов на каждом этапе. Обо-
значения: БКГ – белоккодирующие гены, TSS (transcription start site) – сайт начала транскрипции.
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нокдауна, который предстоит дополнительно под-
твердить экспериментально.

По результатам оценки степени консерватив-
ности lncРНК-хитов выявлена невысокая сте-
пень консервативности нуклеотидных последо-
вательностей отобранных генов lncРНК, что со-
ответствует данным по эволюции lncРНК [28]. 
Примечательно, что высокая степень консерва-
тивности последовательностей наблюдалась для 
SCARNA10 и  SHNG25. Полученные результаты 
можно объяснить тем, что SCARNA10 происхо-
дит из интронной области белоккодирующего гена 
NCAPD2, а значительная часть нуклеотидной по-
следовательности SHNG25 перекрывается с гена-
ми малых ядрышковых РНК (small nucleolar RNA, 
snoРНК): SNORD104 и SNORA50C. В общем слу-
чае для отобранных генов lncРНК замечено, что 
их экзонные последовательности более консер-
вативны, чем интронные области. Такой паттерн 
характерен для генов семейства SNHG (SNHG12, 
SNHG1, SNHG16, SNHG6, SNHG30) и  lncРНК 
MIR17HG, где высококонсервативные экзонные 
области способствуют последующей транскрип-
ции snoРНК или микроРНК (miРНК). В случае 
SNHG15 область транскрипции SNORA9 включена 
в его третий интрон, что объясняет сравнительно 
меньшую степень консервативности гена. С другой 
стороны, lncРНК, такие как CRNDE, LINC00680, 
LINC00263 и LINC01420, нами были идентифици-
рованы как консервативные гены (со средним по-
казателем PhastCons > 0.10). Важно отметить, что 
эти гены не пересекаются с интронными последо-
вательностями белоккодирующих генов или транс-
крипционными областями snoРНК или miРНК.

Мы также установили степень изученности 
lncРНК-хитов, используя для оценки характе-
ристики число статей (поиск проведен по клю-
чевым словам в  PubMed), вышедших с  момента 
публикации данных исследования CRISPRi [15]. 
По результатам проведенного анализа публикаци-
онной активности установлено, что, несмотря на 
появление новых технологий, позволяющих уче-
ным исследовать потенциально значимые новые 
гены, в научном сообществе сохраняется тенден-
ция к более глубокому изучению уже известных. 
В связи с этим большинство публикаций посвяще-
но таким хорошо известным lncРНК, как NEAT1, 
SNHG1 и CRNDE, что привело к высокой степени 
их изученности (>200 публикаций). Первые публи-
кации, посвященные среднеизученным генам (20–
200 публикаций), появились в период 2013–2019 гг. 
К  группе среднеизученных генов относятся 
EPB41L4A-AS1, LINC00339 и  SNHG12. Гены 
SCARNA10, LINC00680, SHNG25, LINC00263, 
SNHG30, LINC01420 и LINC00493 образуют груп-
пу генов с относительно низкой степенью изучен-
ности (<20 публикаций). Тем не менее выявленный 
уровень публикационной активности подчеркивает 

значимую роль этих lncРНК-хитов в регуляторном 
ландшафте генома.

Молекулярные партнеры и  функции для 
lncРНК-хитов проанализированы нами по дан-
ным, опубликованным в научной литературе (табл. 
S1 Дополнительных материалов см. на сайте http://
www.molecbio.ru/downloads/2024/3/supp_Konina_
rus.pdf). В результате проведенного анализа уста-
новлено, что большинство отобранных lncРНК 
выполняют свои функции, действуя как  “губ-
ки” для miРНК. В качестве примера можно при-
вести NEAT1 [29], SNHG12 [30], SNHG16 [31], 
SNHG1 [32], SNHG7 [33], MIR17HG [34], CRNDE 
[35], SNHG6 [36], LINC00339 [37], LINC00263 
[38] и LINC01420 [39]. Некоторые из выявленных 
lncРНК-хитов выступают в  роли эпигенетиче-
ских регуляторов, взаимодействуя с белками PRC2 
или DNMT1/2 и  образуя с  генами-мишенями 
триплексы lncРНК-ДНК-РНК. Примером тако-
го взаимодействия являются NEAT1 [40], SNHG1 
[41], SNHG7 [42], CRNDE [43], SNHG6  [44] 
и SNHG15 [45].

Кроме того, можно выделить подгруппу 
lncРНК-хитов, которая взаимодействует с  раз-
личными ферментами и  факторами транскрип-
ции, тем самым принимая активное участие в ре-
гуляции процессов транскрипции, процессинга 
и трансляции РНК и в то же время играя ключе-
вую роль в активации сигнальных путей. К этой 
функциональной категории относятся NEAT1 [46], 
SNHG1[47], SNHG7 [48], SCARNA10 [49], CRNDE 
[50], LINC00680 [51], SNHG6 [52] и LINC01420 [53]. 
Следует отметить NEAT1 и  LINC01420, кото-
рые участвуют в образовании биомолекулярных 
конденсатов. NEAT1 связывается с  белками па-
распеклов [54], а  LINC01420 взаимодействует 
с белками Р-гранул [55]. К числу редких межмо-
лекулярных взаимодействий, обнаруженных для 
lncРНК-хитов, относится образование дуплек-
сов lncРНК-мРНК. Такие взаимодействия были 
обнаружены для LINC00680 [56], SNHG7 [57], 
NEAT1 [58] и MIR17HG [59].

Благодаря разнообразным взаимодействи-
ям lncРНК-хиты участвуют в  регуляции фунда-
ментальных клеточных процессов и вносят вклад 
в  развитие патогенеза заболеваний. Например, 
они вовлечены в онкологические, воспалительные 
и нейродегенеративные процессы, противовирус-
ный ответ, развитие сердечно-сосудистых заболе-
ваний и диабета.

Высокий белоккодирующий потенциал 
lncРНК-хитов: результаты рибосомного 

профайлинга
Поскольку lncРНК могут транслироваться в не-

большие функциональные пептиды, мы решили 
провести оценку кодирующего потенциала иссле-
дуемых lncРНК-хитов. Для этого использовали 
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данные рибосомного профайлинга (ribosome 
profiling, Ribo-Seq), доступные в  веб-браузерах 
GWIPS-viz [23] и Trips-Viz [24], и определяли воз-
можность взаимодействия целевых lncРНК с  ри-
босомами: (0)  – нет взаимодействия, (1)  – есть. 
Дополнительно для комплексной оценки возмож-
ности трансляции lncРНК-хитов использовали ме-
тоды оценки белоккодирующего потенциала CPC2 
и  CPAT, а  также сведения о  числе наборов дан-
ных рибосомного профайлинга, подтверждающих 
трансляцию lncРНК, из баз данных Lncpep (http://
www.shenglilabs.com/LncPep/) [25] и CPC2 (http://
cpc2.gao-lab.org/) [26]. Кроме того, провели анализ 
публикаций по lncРНК-хитам с целью выяснить, 
для каких из них получено экспериментальное под-
тверждение трансляции пептидов: (0) – релевант-
ных публикаций нет, (1) – релевантные публикации 
есть. Результаты анализа представлены в табл. 2.

Анализ данных из GWIPS-viz и Trips-Viz показал, 
что большинство lncРНК-хитов, за исключением 
SNHG25, имеют выраженные пики сигнала взаи-
модействия с рибосомой. Эти пики свидетельству-
ют о накоплении рибосом на перспективных сайтах 
начала трансляции lncРНК. Кроме того, исполь-
зуя данные из вышеуказанных веб-браузеров, мы 
определили примерную длину возможных корот-
ких открытых рамок считывания (кОРС). Так, для 
NEAT1, EPB41L4A-AS1, LINC00263 и LINC00493 
были выявлены кодирующие области длиной около 

300 н., а для MIR17HG, SCARNA10 и LINC00339 – 
примерно в три раза меньше (около 90 н.).

Информация из Lncpep, отражающая число 
наборов данных рибосомного профилирования, 
в которых была обнаружена трансляция выбран-
ной lncРНК, подтвердила результаты, получен-
ные с помощью GWIPS-viz и Trips-Viz. Достовер-
ное подтверждение трансляции, согласно данным 
Lncpep, получено для SNHG6 и LINC00493 – 156 
и 110 наборов данных соответственно. Для осталь-
ных lncРНК-хитов число наборов данных варьиро-
валось от 4 до 60.

Заметим, что значения кодирующего потенциа-
ла, полученные методами CPC2 и CPAT по шкале 
от 0 до 1, для lncРНК-хитов были низкими. Наи-
большие значения по CPAT составили 0.76 для 
NEAT1 и 0.37 для LINC00339, а по CPC2 – 0.69 для 
LINC00263 и 0.59 для NEAT1. Диапазон значений 
для остальных lncРНК варьировался от 0.005 до 0.3.

В  результате проведенного нами анализа ли-
тературы выявлено, что для некоторых выбран-
ных нами lncРНК-хитов есть эксперименталь-
ные доказательства трансляции. Это относится 
к EPB41L4A-AS1 [60], CRNDE [61], SNHG6 [62], 
LINC00493 [63] и  LINC01420 [64], для которых 
описаны кОРС и трансляция с них пептидов.

Однако для подтверждения высокого коди-
рующего потенциала NEAT1, SNHG1, SNHG7, 
SNHG12, SNHG15, SNHG16, MIR17HG, 
LINC00680, LINC00263 и LINC00339, а также для 

Таблица 2. Оценка белоккодирующего потенциала lncРНК-хитов

Ген TRIPS/ 
GWIPS ЭПа Размер пептида 

(a. о.) CPAT CPC2 Ribo-Seq  
(число наборов)

NEAT1 1 0 106 0.76 0.59 4
SNHG12 1 0 76 0.08 0.07 5
EPB41L4A-AS1 1 1 120 0.26 0.17 8
SNHG16 1 1 55 0.12 0.03 46
SNHG1 1 0 83 0.03 0.06 56
SNHG7 1 0 51 0.08 0.20 54
MIR17HG 1 0 31 0.35 0.13 5
SCARNA10 1 0 35 – 0.05 11
CRNDE 1 1 84 0.18 0.35 11
LINC00680 1 0 40 0.13 0.04 44
SNHG25 0 0 57 0.01 0.17 0
SNHG6 1 1 40 0.02 0.02 156
LINC00339 1 0 38 0.37 0.02 58
LINC00263 1 0 123 0.27 0.70 51
SNHG30 1 0 50 0.01 0.02 46
LINC00493 1 1 95 0.30 0.40 110
SNHG15 1 0 49 0.13 0.17 58
LINC01420 1 1 68 – 0.04 –
аЭкспериментальное подтверждение.
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оценки вклада транслируемых и  транскрибируе-
мых последовательностей вышеуказанных lncРНК 
в наблюдаемые клеточные и молекулярные фено-
типы необходимы дальнейшие экспериментальные 
исследования. Стоит заметить, что при оценке ко-
дирующего потенциала lncРНК с использованием 
методов на основе моделей машинного обучения 
важно соблюдать осторожность, так как при обу-
чении эти модели используют аннотации lncРНК 
в  качестве отрицательных примеров, что может 
привести к неточностям в оценках, полученных 
методами CPAT и CPC2. Использование данных 
рибосомного профайлинга для предварительной 
оценки возможности трансляции новых lncРНК 
дает более точный результат, чем существующие 
программные инструменты на основе методов ма-
шинного обучения.

Функциональный анализ пептидов,  
транслируемых с  lncРНК

В  настоящее время исследование функций 
пептидов, транслируемых с  lncРНК,  – актуаль-
ная задача молекулярной биологии. Роль пептидов 
остается малоизученной. Мы проанализировали 
функции пептидов, транслируемых с  lncРНК-хи-
тов. При поиске сответствующих публикаций мы 
нашли экспериментальные данные, полученные 

для EPB41L4A-AS1 [60], CRNDE [61], SNHG6 [62], 
LINC00493 [63] и LINC01420 [64]. Транслируемые 
с них пептиды имеют размер от 40 а. о. до 120 а. о. 
Их можно разделить на три группы: структурные 
(NBDY, CRNDEP) – участвующие в образовании 
биомолекулярных конденсатов; митохондриальные 
(TIGA1, SMIM26) – связанные с процессами в ми-
тохондриях; сигнальные (SNHG6 ORF#2) – вовле-
ченные в сигнальные пути.

Продемонстрировано, что NBDY участвует в фор-
мировании Р-телец, а CRNDEP – в образовании 
стрессовых гранул. Доказано, что TIGA1 и SMIM26 
вовлечены соответственно в регуляцию стабильно-
сти микротрубочек и процесс митохондриального 
импорта глутатиона. Недавно был открыт пептид 
SNHG6 ORF#2 и подтверждена его функция в акти-
вации сигнального пути TGF-β/SMAD (табл. 3).

Установлено влияние CRNDEP, SMIM26, 
NBDY и SNHG6 ORF#2 на такие фундаменталь-
ные клеточные процессы, как миграция и пролифе-
рация. Из этого следует, что трансляция пептидов 
может лежать в основе функций, ранее приписыва-
емых соответствующим lncРНК. Функциональная 
оценка роли транслируемых и транскрибируемых 
последовательностей lncРНК требует эксперимен-
тального подтверждения.

Таблица 3. Функции пептидов, которые транслируются с коротких открытых рамок считывания lncРНК-хитов

lncРНК Пептид Функция Источник

EPB41L4A-AS1 TIGA1

TIGA1 – митохондриальный пептид, выполняющий роль важнейше-
го посредника между микротрубочками и митохондриями. Его вли-
яние на стабильность микротрубочек достигается за счет взаимодей-
ствия с α-тубулином. Истощение TIGA1 приводит к дестабилизации 
микротрубочек, что вызывает функциональное нарушение потенци-
ал-зависимого анионного канала и провоцирует клеточный стресс. 
Описанный процесс, в свою очередь, активирует сигнальный путь 
p38 MAPK и усиливает накопление HIF‑1α.

[60]

CRNDE CRNDEP

CRNDEP участвует в клеточной пролиферации, поскольку его эн-
догенная экспрессия повышена в высокопролиферирующих тканях. 
Кроме того, при искусственной оверэкспрессии CRNDEP может сти-
мулировать образование стрессовых гранул.

[61]

SNHG6
SNHG6 
ORF#1 

и ORF#2

С предполагаемых открытых рамок считывания (ORF#1 и ORF#2) 
SNHG6 транслируются два пептида. Транслируемый пептид SNHG6 
ORF#2 активирует путь TGF-β/SMAD и способствует миграции кле-
ток и ЭМП в ЭСКЧ. Предполагается участие пептидов, кодируемых 
SNHG6, в развитии стромальных и эпителиальных клеток эндоме-
трия и связанных с этим гинекологических заболеваний.

[62]

LINC00493 SMIM26

Митохондриальный пептид SMIM26, кодируемый LINC00493, вы-
ступает в качестве белка-супрессора опухолей, особенно раковых. 
SMIM26 образует комплекс с AGK-SLC25A11 для поддержания ми-
тохондриального импорта глутатиона и ингибирования метастазиро-
вания светлоклеточной почечно-клеточной карциномы, опосредо-
ванного активацией сигнального пути AGK/AKT.

[63]

LINC01420 NBDY NBDY регулирует цитоплазматические рибонуклеопротеиновые гра-
нулы, известные как P-тела, и стабильность репортерных генов. [64]
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Развитие исследований в  области генома че-
ловека показало, что значительная часть транс-
криптов lncРНК играет гораздо большую роль 
в  биологических процессах, чем считали ранее. 
В последние годы понимание регуляторной роли 
lncРНК в развитии организмов расширилось, в то 
время как функциональная значимость установле-
на менее чем для 10% транскриптов lncРНК.

В  настоящее время для выявления функцио-
нально значимых lncРНК разработаны разные 
высокопроизводительные технологии. Нами про-
анализированы результаты одного из таких круп-
номасштабных скрининговых исследований, на-
правленного на изучение функциональных локусов 
lncРНК в клетках человека.

На данный момент уже выявлено и детально из-
учено множество тканеспецифичных lncРНК. Эта 
особенность lncРНК косвенно свидетельствует об 
их важной роли в  регуляции процессов и  функ-
ций, характерных для клеток определенных тканей. 
В качестве примера можно привести MUNC, кото-
рая экспрессируется в мышечной ткани и участвует 
в дифференцировке клеток мышц [65], и PCGEM1, 
специфичную для ткани предстательной железы 
и ассоциированную с раком простаты [66]. Однако 
здесь мы сосредоточили внимание на широкоэкс-
прессирующихся lncРНК и их функциональных ха-
рактеристиках, включая уровень экспрессии, сте-
пень консервативности и изученность. Кроме того, 
мы проанализировали взаимосвязь между пока-
зателями экспрессии и клеточными функциями, 
а также оценили кодирующий потенциал lncРНК.

Анализ экспериментальных данных, получен-
ных в результате исследований функциональных 
локусов lncРНК на основе CRISPRi [15], позволил 
отобрать 18 lncРНК, включающих как малоизучен-
ные, так и хорошо известные гены. Мы подтвер-
дили высокий уровень экспрессии отобранных 
lncРНК-хитов с помощью данных из GTEx v8. Бо-
лее того, мы обнаружили отсутствие прямой корре-
ляции между принадлежностью к группе HK-генов 
и высоким уровнем экспрессии. Еще одним важ-
ным наблюдением стало то, что выявленные эф-
фекты нокдауна, специфичные для конкретного 
типа клеток, частично согласуются с данными по 
образцам тканей из GTEx v8.

Для отобранных lncРНК общая консерватив-
ность нуклеотидных последовательностей была 
невысокой, однако определены отдельные высоко-
консервативные участки, такие как сегменты эк-
зонных последовательностей, области транскрип-
ции snoРНК и miРНК. Ретроспективный анализ 
публикаций подтвердил функциональную значи-
мость выбранных lncРНК.

Выявленные функции lncРНК-хитов согласу-
ются с результатами оригинального комплексного 

исследования, посвященного изучению связи меж-
ду lncРНК, модифицирующими клеточный рост, 
и их роли в патогенезе онкологических заболева-
ний. Мы определили основные механизмы, с по-
мощью которых lncРНК реализуют свои функ-
ции, включая конкурентное связывание с miРНК 
и участие в сигнальных путях. Заметим, что боль-
шинство выбранных генов входят в семейство ге-
нов-хозяев snoРНК (SNHG). У человека более 50% 
snoРНК происходят из генов-хозяев, причем около 
80% из них относятся к семейству SNHG. В насто-
ящее время это семейство насчитывает более 20 ге-
нов. Среди них наиболее изучены SNHG1, SNHG6 
и SNHG7. По результатам многочисленных иссле-
дований установлено, что это онкогены, вовлечен-
ные в канцерогенез многих типов злокачественных 
опухолей и патогенез различных заболеваний.

Результаты многих исследований подтвержда-
ют, что NEAT1 – функционально консервативная 
lncРНК, которая высоко экспрессирована в клет-
ках и тканях млекопитающих. NEAT1 взаимодей-
ствует с  различными молекулярными партнера-
ми, включая белки, miРНК, мРНК и ДНК. Дока-
зана ее функциональная значимость, в частности 
при различных онкологических заболеваниях, где 
NEAT1 участвует в ответе клеток на повреждение 
ДНК [29]. Имеются и данные о том, что NEAT1 
влияет на развитие нейродегенеративных заболева-
ний, включая болезнь Хантингтона, боковой ами-
отрофический склероз и болезнь Паркинсона [67]. 
Кроме того, NEAT1 является глобальным регулято-
ром, который действует путем активации врожден-
ного иммунитета при вирусной инфекции  [68]. 
NEAT1 считается перспективной терапевтической 
мишенью и диагностическим биомаркером. Кли-
нические испытания lncРНК NEAT1 начались 
в 2021 году. Ее клиническая значимость для онко-
логии уже доказана – экспрессия NEAT1 коррели-
рует с ответом пациентов на анти-PD‑1/PD-L1-те-
рапию при меланоме и глиобластоме [69].

Другой пример – новая перспективная lncРНК 
LINC00339. Многочисленные экспериментальные 
данные свидетельствуют о  ее повышенной экс-
прессии при эндометриозе, апоптозе кардиомио-
цитов, остеопорозе и онкологии [37, 70, 71]. Кро-
ме того, выявлена корреляция между LINC00339 
и клиническими показателями у онкологических 
больных: стадией заболевания, наличием метастаз 
в лимфатические узлы, степенью патологии и др. 
Также доказано, что LINC00339 влияет на базовые 
клеточные процессы опухолевых клеток, такие 
как пролиферация, подвижность и инвазивность, 
способствуя росту опухоли. Спектр механизмов, 
обеспечивающих функционирование LINC00339, 
включает привлечение miРНК, взаимодействие 
с транскрипционными факторами, участие в сиг-
нальных путях Wnt/β-катенин, MAPK и  RhoA. 
Значимые эффекты LINC00339 при различных 
заболеваниях свидетельствуют о возможности ее 
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использования в качестве диагностического мар-
кера и терапевтической мишени [37].

В ходе анализа данных, полученных с помощью 
CRISPRi, мы также отобрали для дальнейших экс-
периментальных исследований ряд малоизучен-
ных lncРНК, таких как SCARNA10, LINC00680, 
SHNG25, LINC00263, SNHG30, LINC01420, 
LINC00493.

Еще одна актуальная задача молекулярной 
биологии  – оценка белоккодирующего потен-
циала lncРНК. Исследования широкого спектра 
организмов выявили существование кОРС, ко-
дируемых практически всеми классами РНК. Во 
многих работах продемонстрирована трансляция 
пептидов с  кОРС, расположенных в  мРНК, ин-
тронах пре-мРНК, lncРНК и  даже в  первичных 
транскриптах miРНК и рибосомной РНК. Наибо-
лее перспективным источником таких рамок счи-
тывания считаются lncРНК. Проведенный нами 
анализ данных рибосомного профайлинга показал, 
что большинство lncРНК с высокой вероятностью 
транслирует небольшие пептиды. Рассчитанная 
нами длина кОРС lncРНК-хитов согласуется со 
средним значением в 24 кодона для lncРНК, иссле-
дованных J. Courso с соавт. [72]. Оценки, получен-
ные на основе моделей CPAT и CPC2, как правило, 
носят случайный характер и могут быть ошибочны-
ми. Например, для LNC01420 с экспериментально 
подтвержденной трансляцией функционального 
пептида значение, полученное с помощью CPC2, 
составляло 0.04. Подобные результаты указывают 
на основную проблему моделей машинного обуче-
ния при выборе обучающего набора данных.

Для пяти lncРНК-хитов: EPB41L4A-AS1  [60], 
CRNDE [61], SNHG6 [62], LINC00493 [63] 
и LINC01420 [64] – мы нашли подробные описа-
ния функций транслируемых пептидов. Так, NBDY 
и CRNDEP участвуют в образовании биомолекуляр-
ных конденсатов, TIGA1 и SMIM26 связаны с ми-
тохондриальными процессами, а SNHG6 ORF#2 
активирует сигнальный путь TGF-β/SMAD. Кроме 
того, большинство идентифицированных пептидов 
участвует в регуляции основных клеточных функ-
ций. Таким образом, в результате анализа уже опу-
бликованных данных по трансляции lncРНК стало 
понятно, что назрела необходимость пересмотра их 
аннотации и функций в масштабе всего генома.

Нами выявлен ряд lncРНК с высокой вероятно-
стью трансляции малых пептидов: NEAT1, SNHG1, 
SNHG7, SNHG12, SNHG15, SNHG16, MIR17HG, 
LINC00680, LINC00263 и  LINC00339. Экспери-
ментальное исследование их возможной трансля-
ции позволит углубить наши знания о регулятор-
ной сети генома.

Анализ истории версий GENCODE показыва-
ет, что аннотации генов человека постоянно об-
новлялись как для белоккодирующих генов, так 
и  для lncРНК [73]. В  настоящее время прежнее 

преобладание числа белоккодирующих генов над 
общим числом генов lncРНК изменилось на обрат-
ное – преобладание lncРНК. Версия GENCODE26 
(V26), выпущенная в  год публикации данных 
крупномасштабного исследования [15], содержа-
ла в общей сложности 58 219 аннотированных ге-
нов, из которых белоккодирующих было 19 817 
и lncРНК-кодирующих – 15 787. Текущая версия 
GENCODE44 (V44), выпущенная в 2023 году, со-
держит в общей сложности 62 700 аннотаций, из 
которых 19 396 белоккодирующих и 19 922 lncРНК. 
Выявленная корреляция между паттернами экс-
прессии lncРНК и  их способностью кодировать 
пептиды расширяет наше понимание транскрип-
ционного потенциала генома и его функциональ-
ных участков. Возможно, что в следующей версии 
аннотации генома человека число белоккодирую-
щих генов снова превзойдет таковое для lncRNA. 
Не исключены изменения в номенклатуре типов 
транскриптов и генов.

Исследование выполнено в  рамках Государ-
ственного задания Министерства науки и высше-
го образования Российской Федерации для Меди-
ко-генетического научного центра.

В данной статье не содержится исследований 
с участием животных, выполненных кем-либо из 
авторов. В данной статье не содержится исследо-
ваний с участием людей, выполненных кем-либо 
из авторов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.

ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ МАТЕРИАЛЫ

Дополнительные материалы: Функции lncРНК-хи-
тов (табл. S1, см на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2024/3/supp_Konina_rus.pdf).
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Long non-coding RNAs (lncRNAs) are involved in many cellular processes while displaying high tissue 
specificity. In contrast, protein-coding genes, including the category of housekeeping ones, exhibit broad 
expression patterns. The aim of this study was to highlight the functional importance of widely expressed 
lncRNAs. We analyzed experimental data from cell-growth screen of lncRNA loci in human cells, 
which allowed us to identify 18 lncRNA hits. Notably, these lncRNAs were not only widely expressed 
in most human tissues, but also played functional roles within them. Detail investigation revealed them 
encompass a variety of molecular functions, from cardiomyocyte damage controlling to macrophage class 
switching. Interestingly, experimental data highlighted the fact that a significant part of these lncRNAs 
encoded small but functional polypeptides. A set of lncRNAs, NEAT1, SNHG1, SNHG7, SNHG12, 
SNHG15, SNHG16, MIR17HG, LINC00680, LINC00263 and LINC00339, that were highly likely 
to be translated into small polypeptides was identified. Additionally, for EPB41L4A-AS1, CRNDE, 
SNHG6, LINC00493, and LINC01420, a dual function associated with both the RNA sequences and 
small proteins they encoded was established.

Keywords: CRISPRi, long non-coding RNA, short open reading frame
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