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УЛУЧШЕНИЕ КУЛЬТУРНЫХ РАСТЕНИЙ ПРИ ПОМОЩИ СИСТЕМЫ 
CRISPR/Cas: НОВЫЕ ГЕНЫ-МИШЕНИ
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Успехи геномного редактирования сельскохозяйственных культур с использованием системы
CRISPR/Cas в большой степени зависят от правильного выбора генов-мишеней, направленные из-
менения в которых позволят повысить урожайность, улучшить качество растительного сырья и
устойчивость к биотическим и абиотическим стрессирующим факторам. В настоящей работе систе-
матизированы и каталогизированы сведения о генах-мишенях, использованных для улучшения
культурных растений. В последнем систематическом обзоре рассмотрены статьи, индексируемые в
базе данных Scopus, опубликованные на 17.08.2019 г. В нашей работе охвачен период с 18.08.2019 по
15.03.2022 гг. Поиск по заданному алгоритму позволил выявить 2090 статей, среди которых только
685 содержат результаты редактирования генов 28 видов культурных растений (поиск проведен по
56 культурам). В значительной части этих публикаций рассмотрено либо редактирование генов-ми-
шеней, проведенное ранее в аналогичных работах, либо исследования относились к сфере обратной
генетики, и только 136 статей содержат данные о редактировании новых генов-мишеней, модифи-
кация которых направлена на улучшение селекционно значимых признаков растений. Всего за весь
период применения системы CRISPR/Cas с целью улучшения селекционно значимых свойств ре-
дактированию были подвергнуты 287 генов-мишеней культурных растений. В настоящем обзоре
представлен подробный анализ редактирования новых генов-мишеней. Чаще всего целью этих ра-
бот было повышение урожайности и устойчивости растений к болезням, а также улучшение свойств
растительного сырья. Отмечено, удалось ли на момент публикации получить стабильные трансфор-
манты, применялось ли редактирование к немодельным сортам. Существенно расширен спектр мо-
дифицированных сортов ряда культур, в частности, пшеницы, риса, сои, томата, картофеля, рапса,
винограда, кукурузы. В подавляющем большинстве случаев редактирующие конструкции доставля-
ли с использованием агробактериальной трансформации, реже – биобаллистики, трансфекции
протопластов и гаплоиндукторов. Желаемого изменения признаков чаще всего удавалось достичь
при помощи нокаута генов. В отдельных случаях осуществляли нокдаун и замены нуклеотидов в ге-
не-мишени. Для получения нуклеотидных замен в генах культурных растений все чаще используют
редактирование отдельных оснований (base-editing) и технологию поиска и замены (prime-editing).
Появление удобной системы редактирования CRISPR/Cas способствовало развитию молекуляр-
ной частной генетики многих культурных видов растений.

Ключевые слова: CRISPR/Cas, биотехнология, гены-мишени, геномное редактирование, культур-
ные растения, направленный мутагенез
DOI: 10.31857/S0026898423030151, EDN: CHWGLZ

ВВЕДЕНИЕ
Развитие методов генетического редактирова-

ния культурных растений способствует ускоре-
нию селекционного процесса и, как следствие,
повышению его экономической эффективности.
Однако спектр культур, на которых отработаны
методики редактирования, остается достаточно
ограниченным. Число генов-мишеней, контроли-
рующих проявление хозяйственно ценных при-
знаков, продолжает расширяться, хотя и не быст-

рыми темпами. Часто практически одновременно
публикуются результаты редактирования одних и
тех же генов-мишеней в растениях с одним и тем
же генотипом, что увеличивает число публика-
ций, но фактически не приводит к получению но-
вых научных результатов. В 2017 г. [1] была начата
аналитическая работа по систематизации и ката-
логизации сведений о подтвержденных генах-ми-
шенях, используемых для улучшения культурных
растений, которая получила развитие в 2019 г. [2].

УДК 577.21:631.52

ОБЗОРЫ
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УХАТОВА и др.

В настоящем обзоре систематизированы и ка-
талогизированы сведения о подтвержденных генах-
мишенях, опубликованные за период с 18.08.2019 по
15.03.2022 гг.

По данным поиска в базе данных Scopus (15 марта
2022 г.) количество статей с ключевыми словами
“CRISPR” в сочетании с названиями 56 сельско-
хозяйственных культур составило 2090 (377 в 2019
и 206 в 2017). Однако большинство публикаций
не связано напрямую с применением редактиро-
вания новых генотипов и новых генов-мише-
ней. Чаще всего статьи содержали информацию
о новых данных для обратной генетики, а не об
улучшении свойств растений. Количество ста-
тей, описывающих результаты изменения рас-
тений с использованием метода редактирова-
ния CRISPR/Cas9, составило 685 (131 в 2019 г. и
88 – в 2017 г.). Суммарно число генов-мишеней,
редактирование которых проведено с целью улуч-
шения сельскохозяйственных культур, к настояще-
му моменту составляет 287 (рис. 1). Анализ, прове-
денный в настоящей работе, добавил в этот ката-
лог еще 206 генов (табл. 1). Число культур,
свойства которых были улучшены при помощи
редактирования, составило 28, т.е. за 2.5 года уве-
личилось на 11.

Новые отредактированные культуры – это
земляника [71, 72], актинидия [67], помело [70],
банан [65, 66], голубика [69], нут [93], брокколи
[129], пекинская капуста [130], перец острый
[133], люцерна посевная [72], рыжик [134]. Этот
перечень показывает возросший интерес к пло-
довым и ягодным культурам, к развитию селек-
ции на качество плодов.

Всего в программы по улучшению генотипов
культурных растений при помощи геномного ре-
дактирования вовлечено 186 генотипов (рис. 2).

Разным видам культурных растений свой-
ственна разная степень генотип-специфической
эффективности культивирования in vitro, транс-
формации и регенерации. Именно от этого зави-
сит потенциал вовлечения методов геномного ре-
дактирования в исследования, ориентированные
на практическое применение. Однако следует от-
метить, что получить новые линии ячменя с по-
мощью редактирования генов удается, как и
прежде, только с использованием модельного
сорта Golden Promise [22–25]. Впервые показана
возможность редактирования немодельного сор-
та этой культуры (отечественный сорт Алей [26])
на уровне клетки, но о получении стабильных
трансформантов данного сорта пока не сообща-
лось. За последние годы, только у 23 культур уве-
личилось число отредактированных образцов.

Расширилось число редактированных геноти-
пов пшеницы (в 3.4 раза), томатов (в 2 раза), риса
(в 1.4 раза), сои (в 6 раз), рапса (в 3 раза), виногра-
да (в 3 раза), картофеля (в 2 раза).

ГЕНЫ-МИШЕНИ И ОСНОВНЫЕ 
ПРИЗНАКИ, ПОДВЕРГШИЕСЯ 

МОДИФИКАЦИИ
Геномное редактирование применимо к моно-

и олигогенно контролируемым признакам. Часто
в качестве мишеней используют гены, регулиру-
ющие переход от вегетативной стадии развития
растений к генеративной, что позволяет ускорять
сроки цветения/созревания. У риса отредактиро-
вано три новых гена-мишени, у кукурузы – два, у
сои – пять, у рапса, актинидии, голубики и пе-
кинской капусты – по одному (табл. 1). К призна-
кам с олигогенным контролем относятся призна-
ки устойчивости к болезням. В качестве новых
мишеней у томата и винограда отредактировано
по 10 таких генов, у риса – шесть, у пшеницы –
три, у сои и картофеля – по три, у яблони – два, у
ячменя, перца, банана и помело – по одному
(табл. 1).

В отличие от факторов биотического стресса,
устойчивость к абиотическому стрессу чаще всего
имеет полигенный характер, при этом среди но-
вых генов-мишеней встречаются гены, редактиро-
вание которых повышает устойчивость растений к
засухе, холоду и другим неблагоприятным услови-
ям окружающей среды (у томата – пять, у риса –
два, у сои и рапса – по одному; табл. 1).

К признакам с полигенным контролем тради-
ционно относится продуктивность, однако, по-
иск и нокаут генов негативных регуляторов роста
и развития позволяет улучшать продуктивность
культур. По восемь таких новых мишеней отре-
дактировано у риса и пшеницы, у кукурузы –
пять, у земляники, сои и винограда – по три, у яч-
меня и рапса – по два, у капусты и банана – по од-
ному (табл. 1). Кроме того, на устойчивость к по-
леганию, а, следовательно, и на повышение уро-
жайности влияют гены короткостебельности.
Так, к укорочению стебля у пшеницы (мягкой и
твердой) и у риса привело редактирование двух
генов.

Среди новых мишеней часто встречаются ге-
ны, редактирование которых позволяет улучшить
биохимический состав растительного сырья.
В число этих генов входят гены, связанные с
улучшением свойств крахмала, изменением со-
става жирных кислот, снижением аллергенности,
улучшением ароматических свойств, увеличени-
ем сахаристости или содержания белка (табл. 1).
Редактированию подвергнуты 13 новых генов-
мишеней сои, восемь генов пшеницы, девять то-
мата, пять картофеля, три гена кукурузы, по два у
ячменя и хлопчатника, а у риса, ячменя, капусты,
винограда, рыжика и брокколи – по одному.

Появление методов геномного редактирова-
ния, особенно системы CRISPR/Cas, способство-
вало развитию частной молекулярной генетики
многих культурных видов растений. В первую
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Рис. 1. Число генов-мишеней, модифицированных с использованием системы CRISPR/Cas, с целью изменения хо-
зяйственно ценных признаков (суммарно из обзора [2] и табл. 1 за период с августа 2018 по март 2022 г.).
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очередь, это связано с возможностью быстрого
внедрения результатов фундаментальных иссле-
дований в селекционную практику. А во-вторых,
возможности редактирования существенно об-
легчили проведение исследований в области об-
ратной генетики, проверку генов-кандидатов.

Быстрое расширение списка генов-мишеней,
основанное на использовании их ортологов, отра-
жает закономерность, обнаруженную более 100 лет
назад Николаем Ивановичем Вавиловым, кото-

рую он назвал Законом гомологических рядов в
наследственной изменчивости [137].

Так, сходные нуклеотидные замены в генах
ALS (кодирующих ацетолактатсинтазу, ключевой
фермент биосинтеза аминокислот с разветвлен-
ной цепью – мишеней гербицидов) использовали
для повышения гербицидоустойчивости сои [138],
риса [139–143], картофеля [144], кукурузы [48,
49], [145] и рапса [146].
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С целью повышения содержания амилопектина
осуществлен нокаут генов крахмалсинтазы, связан-
ной c крахмальными гранулами (GBSS/Waxy/Wx), у
риса [147–149], картофеля [150–152], кукурузы
[153] и пшеницы [39]. Проведен нокаут генов де-
сатуразы жирных кислот FAD2 (для улучшения
состава жирных кислот) у риса [154], рапса [155],
хлопчатника [136], сои [87–89] и рыжика [134].

Нокаут генов бетаинальдегид-дегидрогеназы
позволил улучшить ароматические свойства зер-
на кукурузы [45].

В растениях огурца [156], пшеницы [33] и то-
мата [103–105] осуществлен нокаут гена eIF (не-
гативного регулятора вирусоустойчивости); генов
LOB1 (негативный регулятор устойчивости к раку

Рис. 2. Число генотипов, модифицированных с использованием системы CRISPR/Cas с целью изменения хозяйствен-
но ценных признаков (суммарно из обзора [2] и табл. 1 за период с августа 2018 по март 2022 г.).
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цитрусовых) в растениях грейпфрута [157], апель-
сина [159] и помело [70], а также двух генов нега-
тивных регуляторов устойчивости к мучнистой
росе: MLO – у винограда [60, 159], томата [160,],
пшеницы [161]; EDR – у пшеницы [162] и вино-
града [61].

При помощи нокаута генов CEN изменена ар-
хитектоника растений киви и голубики [67, 69].

Гены “зеленой революции” SD1, нокаут кото-
рых приводит к короткостебельности и устойчи-
вости к полеганию, описаны в работах по редак-
тированию риса [163] и пшеницы [36]. Сорта риса
с рецессивным аллелем гена SD1 (которые участ-
вовали в зеленой революции) были известны и
ранее, тогда как у пшеницы в зеленой революции
в свое время участвовал совсем другой ген, несу-
щий мутацию приобретения функции вместо му-
тации потери функции [164]. У гексаплоидной
пшеницы три копии гена SD1, поэтому вероят-
ность потери функции всеми тремя копиями ни-
чтожно мала. Такая возможность появилась при
разработке методов геномного редактирования.

При проведении нокаута у полиплоидных ви-
дов растений (пшеница, картофель) редактиру-
ющую конструкцию часто приходится направ-
лять сразу на несколько аллельных/гомеоал-
лельных генов (см. табл. 1). Еще и поэтому
система CRISPR/Cas с ее возможностью мульти-
плексного редактирования стала настоящей на-
ходкой для растений, у которых часто встречает-
ся полиплоидия. Мультиплексное редактирова-
ние разных генов все активнее применяется и
для улучшения сортов культурных растений как
по одному [36], так и по разным [14, 165] признакам.

НОКДАУН vs НОКАУТА И ПЛЕЙОТРОПНЫЕ 
ЭФФЕКТЫ ГЕНОВ-МИШЕНЕЙ

Важное значение имеет комплексная оценка
мутантов и изучение возможного плейотропного
действия генов-мишеней. Тщательное изучение
редактированных растений показывает, что дале-
ко не всегда внесенные модификации вызывают
однозначный эффект – улучшая одни признаки,
они могут негативно влиять на другие. Так, в ра-
боте Li и соавт. [6] подчеркнуто, что при исполь-
зовании мутантов риса по гену PHYC, отличаю-
щихся более ранним переходом к колошению,
следует учитывать условия окружающей среды и
стараться подбирать микроклиматические усло-
вия с умеренными температурами во время налива
зерна во избежание ухудшения его качества. Со-
общается также, что нокаут гена OsMORE1a
(устойчивость к поражению гемибиотрофными
фитопатогенами), несмотря на его положитель-
ный эффект, не лишен таких побочных эффек-
тов, как повышенная восприимчивость к некро-
трофному патогену [166].

При выборе в качестве мишеней генов, являю-
щихся негативными регуляторами, важное значение
может иметь более тонкое изменение настройки
генов экспрессии, чем просто нокаут. Так, деле-
ции в первом экзоне, не приводящие к сдвигу
рамки считывания, позволили модифицировать
функцию гена SP4 таким образом, что увеличился
размер и число зерен в метелке, а следовательно,
повысилась продуктивность растений риса [7].
При этом были изучены эффекты делеций разной
длины и показан больший эффект делеции 3 п.н.,
чем 15 п.н. Нокаут гена негативного регулятора
OsIRO3 [167] не привел к желаемому эффекту,
зато нокдаун этого гена, выявленный среди сор-
тов, полученных методами традиционной селек-
ции), способствовал повышению толерантности
к защелачиванию почв. Следовательно, в даль-
нейшем редактирование можно использовать
для внесения необходимых изменений в промо-
тор гена OsIRO3. Так, делеция 6 п.н. в промоторе
OsSWEET14 риса, полученная с использованием
системы CRISPR/Cas, привела к нокдауну этого
гена, что способствовало снижению восприимчи-
вости к возбудителю бактериального увядания.
Проведенная при этом комплексная проверка
мутантных растений не выявила какого-либо по-
бочного негативного воздействия на основные
хозяйственно ценные признаки [8]. Нокаут одно-
го из структурных генов фенилпропаноидного
пути (С3'H) приводил к получению стерильных
карликовых растений риса, тогда как нокдаун это-
го гена при помощи РНК-интерференции имел
положительные эффекты. Потенциально редакти-
рование можно использовать для того, чтобы по-
добрать необходимые модификации в промоторе
С3'H для достижения эффекта, аналогичного полу-
ченному при помощи РНК-интерференции [168].

Есть, однако, и примеры, когда прейотропное
действие нокаута оказывает положительный ку-
мулятивный эффект. Так, изучение генетической
системы, регулирующей процессы программиру-
емой гибели клеток, позволило выбрать удачную
мишень – ген OsPDCD5 риса, нокаут которого
привел к повышению урожайности риса за счет
плейотропного действия (изменения архитекто-
ники растений, повышения скорости фотосинте-
за, увеличения массы и числа зерен в метелке).
Аналогичным образом нокаут гена гексокиназы
(OsHXK1), одного из компонентов сигнальной
трансдукции и фосфорилирования глюкозы, поз-
волил повысить урожайность за счет одновремен-
ного увеличения озерненности метелки, удлине-
ния эффективных побегов метелки, повышения
эффективности фотосинтеза; при этом качество
зерна у мутантных линий не уступало качеству у
исходных линий.
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МЕТОДЫ ДОСТАВКИ
И СПОСОБЫ РЕДАКТИРОВАНИЯ

В подавляющем большинстве случаев редак-
тирующую конструкцию доставляют в растения
с помощью агробактериальной трансформации
(87.6% работ; табл. 1), реже – биобаллистики (6.6%),
трансфекции протопластов (5.1%) и с использо-
ванием гаплоиндукторов (0.7%).

Агробактериальную трансформацию проводят
как на зародышах [45, 47, 117], так и на каллусах
[168, 169]. Наиболее часто применяют штаммы
Agrobacterium tumefaciens [18, 54, 127, 132], реже –
A. rhizogenes [82, 88].

Метод биобаллистики чаще всего используют
для доставки редактирующей конструкции в клет-
ки пшеницы [32–34], сои [81], брокколи [129].
Проводят также трансфекцию протопластов яч-
меня [26], пшеницы [37], картофеля [51, 52, 55] и
нута [93], при помощи гаплоиндукции доставля-
ют редактирующие конструкции в растения пше-
ницы [36].

Не во всех работах представлены данные о рас-
тениях-регенерантах и стабильных трансформан-
тах (табл. 1). Вероятно, это связано с желанием
зафиксировать приоритетность выбора нового
гена-мишени. Это несколько снижает общий
уровень опубликованных исследований.

Частота получения мутантных линий сильно за-
висит от генотипа. Так, например, частота мутаций
среди семи трансгенных растений помело состави-
ла 100% (#Pumtt 1–6 и 8), в то время как у одного
растения мутации не были обнаружены [72].

На эффективность трансформации может
влиять и сама редактирующая конструкция.
У растений T0 люцерны посевной частота мутаций
редактируемых генов-мишеней (Gmams1, Gmams2
или Gmams1,2) в зависимости от выбранной кон-
струкции составила 52% (32 из 61), 40% (21 из 52)
и 45% (30 из 66) соответственно [75]. Эффектив-
ность редактирования одного из целевых генов –
GmFAD2-1A или GmFAD2-2A – в растениях сои
составила 95 и 55.56% соответственно, при этом в
66.67% случаев отмечено появление двойных му-
тантов [89].

Желаемого изменения признаков чаще всего
удавалось достичь при помощи нокаута генов
(табл. 1). В отдельных случаях свойство белкового
продукта изменяли путем небольших делеций в
кодирующих последовательностях, не влияющих
на сдвиг рамки считывания [7], или изменяли
экспрессию генов путем внесения делеций в про-
моторы [8]. В единичных случаях осуществляли
нуклеотидные замены. Причем в сравнении с ра-
ботами, опубликованными до 2019 года, когда од-
нонуклеотидные замены вносили при помощи
гомологической рекомбинации с использовани-
ем донорного фрагмента, в более свежих работах

наблюдается технологический прорыв, связан-
ный с применением редактирования отдельных
оснований (base-editing) и редактирования с по-
мощью поиска и замены (prime-editing) [48, 49].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

К настоящему моменту достигнуты существен-
ные успехи в улучшении сортов почти 30 сельско-
хозяйственных культур при помощи редактирова-
ния генов. Чаще всего эти работы направлены на
повышение урожайности и устойчивости к болез-
ням, а также на улучшение свойств растительного
сырья. Появление удобной системы редактирова-
ния CRISPR/Cas способствовало активному раз-
витию частной молекулярной генетики многих
культурных видов растений. Перспектива даль-
нейшего развития практико-ориентированных
работ по редактированию генов связана с расши-
рением применения таких способов модифика-
ции, как base-editing и prime-editing, позволяющих
вносить нуклеотидные замены. Следует ожидать
расширения спектра редактируемых мишеней за
счет новых генов, связанных с улучшением при-
знаков, путем замены в них нуклеотидов, а не но-
каута. Возможности широкого практического
применения будут зависеть от степени преодоле-
нии генотипзависимой эффективности транс-
формации и регенерации конкретной культуры.
Определенные перспективы связаны также с ди-
версификацией способов доставки редактирую-
щих конструкций.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского научного фонда (№ 21-
66-00012).
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Improvement of Crops Using the CRISPR/Cas System: New Target Genes
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Successful application of the CRISPR/Cas genome editing system to various crops largely depends on the
correct choice of target genes that may be purposefully changed to improve yield, quality, and resistance to
biotic and abiotic stressors. The objective of this work was systematizing and cataloguing the information
on the confirmed target genes for crop improvement. The latest systematic review was presented on peer-
reviewed scientific papers (indexed in the Scopus database) published before August 17, 2019. The present
study covers the period from August 18, 2019 to March 15, 2022. The search according to the given algo-
rithm revealed 2090 publications, and their analysis showed that only 685 original papers contained the re-
sults of gene editing for 28 crops (the search included 56 crops). A significant part of these publications
described the application of genome editing to target genes previously identified in similar works or the
studies were associated with reverse genetics, while only 136 publications contained data on editing new
target genes whose modification was aimed at improving plant traits important for breeding. The total
number of target genes in cultivated plants that were edited to improve properties of breeding value over the
entire period of the CRISPR/Cas system application was 287. A detailed analysis of the editing of new tar-
get genes is presented in this review. The studies were most often aimed at increasing plant productivity and
disease resistance as well as improving the properties of plant materials. Observations are made whether it
was possible to obtain stable transformants at the time of publication and whether the editing technique
was applied to non-model cultivars. For a number of crops, however, the range of modified cultivars was
significantly expanded, specifically for wheat, rice, soybean, tomato, potato, rapeseed, grapevine, and
maize. In a vast majority of cases, agrobacterium-mediated transformation was used to deliver the editing
construct; less often it was bioballistics, protoplast transfection or haploinducers. The desired change in
traits was most often achieved by gene knockout. In some cases, knockdown and nucleotide substitutions
were applied. The base-editing and prime-editing approaches have increasingly been used to make nucle-
otide substitutions in crop genes. The emergence of a convenient CRISPR/Cas editing system helped to
significantly intensify the development of molecular genetics specific to many crop species.

Keywords: base-editing, CRISPR/Cas, prime-editing, biotechnology, target genes, genome editing, cultivated
plants, targeted mutagenesis
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Гены рРНК – одни из самых, на первый взгляд, эволюционно-консервативных последовательно-
стей, при ближайшем рассмотрении удивляют разнообразием строения и набором выполняемых
функций. Некодирующие области рибосомных генов содержат регуляторные последовательности,
сайты узнавания различных белков, псевдогены, повторяющиеся элементы и гены микроРНК. Ри-
босомные межгенные спейсеры отвечают не только за морфологические особенности ядрышка и
его функционирование – экспрессию рРНК и биогенез рибосом, но и контролируют образование
гетерохроматина в ядре, опосредуя дифференцировку клеток. Изменение экспрессии отдельных
частей огромных (по сравнению с кодирующими) некодирующих регионов рДНК в ответ на посту-
пающие сигналы помогает клетке реагировать на различные виды стресса. Нарушение этого про-
цесса может приводить к возникновению различных заболеваний – от онкологических до нейроде-
генеративных и психических расстройств. В представленном обзоре рассмотрены строение и тран-
скрипция рибосомного межгенного спейсера, а также роль этого спейсера в экспрессии рРНК,
развитии наследственных заболеваний и опухолей у человека.

Ключевые слова: рДНК, рРНК, рибосомный межгенный спейсер, IGS-РНК, промоторная РНК,
РНК PAPAS
DOI: 10.31857/S0026898423030084, EDN: CHHVAJ

ВВЕДЕНИЕ
Рибосомные гены, кодирующие рРНК – глав-

ный компонент рибосом, играют важную роль в
жизнедеятельности клеток, при этом гены рРНК
человека остаются недостаточно изученными.

Нуклеотидная последовательность рДНК была
расшифрована более двух десятилетий назад, но
структурные и функциональные особенности по-
вторяющихся элементов, составляющих рибо-
сомный межгенный спейсер (рМГС), не установ-
лены. Эти последовательности не относятся к
“мусорной” ДНК, как считалось ранее, они игра-
ют важную роль в регуляции роста и пролифера-
ции клеток, а также в их дифференцировке [1].
При нарушении работы рибосомных генов под
угрозой находится весь организм, поскольку эти
области ДНК не только участвуют в формирова-
нии рибосом, но и обеспечивают нормальное
функционирование генома, контролируя процес-
сы образования гетерохроматина и подавления
экспрессии различных групп генов [2]. Так, в
клетках, подвергающихся малигнизации, ядрыш-

Сокращения: днРНК – длинные некодирующие РНК;
нкРНК – некодирующие РНК; рМГС – рибосомный меж-
генный спейсер; ETS – внешний транскрибируемый спей-
сер (External Transcribed Spacer); IGS-РНК – РНК, синте-
зируемые в области рМГС; ITS – внутренний транскриби-
руемый спейсер (Internal Transcribed Spacer); NOR –
ядрышковый организатор (Nucleolus Organizer Region);
NoRC – ядрышковый комплекс ремоделирования хрома-
тина (Nucleolar Remodeling Complex); NuRD – комплекс
ремоделирования и деацетилирования нуклеосом (Nucleo-
some Remodeling and Deacetylation); PAPAS – антисмысло-
вые промоторные и пре-рРНК (Рromoter and Рre-rRNA
Аntisense).
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ки, главным компонентом которых являются ге-
ны рРНК, морфологически отличаются от ядры-
шек в здоровых клетках, что свидетельствует о пе-
рераспределении гетерохроматина в ядре и
возможном подавлении транскрипции генов, от-
ветственных за нормальное функционирование
клеток [3]. Однако точный механизм этого пере-
ключения не до конца понятен. В настоящее вре-
мя ведется поиск онкомаркеров, которые могли
бы оказаться полезными при диагностике опухо-
ли, прогнозировании опухолевой прогрессии и
эффективности проводимой терапии [4]. Напри-
мер, большое внимание привлекает изучение про-
филя экспрессии некодирующих РНК (нкРНК) в
опухолях человека различного происхождения и
изменений этого профиля в зависимости от сте-
пени злокачественности опухоли [5]. При этом
создание панели нкРНК, изменение экспрессии
которых может быть характерным для той или
иной опухоли и стадии ее развития, затрудняется
постоянным обнаружением все новых некодиру-
ющих транскриптов [6].

Некодирующие транскрипты, образующиеся в
области рМГС, представляют огромный научный
и практический интерес, поскольку они могут
вносить вклад в регуляцию экспрессии рибосом-
ных генов. Это предположение основано на раз-
личиях в профиле экспрессии этих транскриптов,
а также в профиле экспрессии рРНК в нормаль-
ных и опухолевых клетках. Подобные различия
могут использоваться для ранней диагностики и
прогноза развития опухоли, определения ее зло-
качественности [7]. С другой стороны, показано,
что в предпромоторной области рДНК млекопи-
тающих синтезируются регуляторные транскрип-
ты, которые стимулируют дифференцировку или
специфический ответ клеток на изменение усло-
вий среды [8, 9]. Существование аналогичных мо-
лекул у человека предсказано на основе биоин-
форматического анализа данных секвенирования
ДНК и транскриптомного анализа, их поиск ве-
дется в настоящее время.

В нашем обзоре проведен последовательный
анализ данных о строении рДНК человека, меха-
низмах регуляции экспрессии рРНК, а также о
роли рМГС в транскрипции рибосомных генов.
Представлено также краткое описание патоло-
гий, возникающих при нарушениях функциони-
рования ядрышка.

СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ 
ОРГАНИЗАЦИЯ РИБОСОМНЫХ

ГЕНОВ ЧЕЛОВЕКА
Рибосомные гены – последовательности ДНК,

кодирующие рРНК – составляют значительную
часть генома человека и формируют в ядре клетки
особую зону синтеза рибосом, называемую яд-
рышком [10]. Четыре вида рРНК эукариот коди-

руются двумя типами рДНК: 5S рДНК располагает-
ся на хромосоме 1, транскрибируется РНК-поли-
меразой III (PolIII) и кодирует лишь 5S рРНК;
тогда как гены 18S, 28S и 5.8S рРНК транскриби-
руются РНК-полимеразой I (PolI) в виде единого
предшественника (45S рРНК), включающего
внешние (5′- и 3′-ETS) и внутренние (ITS) транс-
крибируемые спейсеры, который затем подверга-
ется процессингу [11]. Последовательности, коди-
рующие 45S рРНК, имеют длину около 13 т.п.н.,
они локализуются на коротких плечах пяти акро-
центрических хромосом (13, 14, 15, 21 и 22), обра-
зуя кластеры, в которых гены расположены один
за другим в ориентации “голова-к-хвосту” и раз-
делены участками длиной около 30 т.п.н., назы-
ваемыми рМГС [12]. Кластеры рибосомных генов
формируют ядрышковые организаторы (NOR,
nucleolus organizer regions), которые вместе с дру-
гими участками генома и многочисленными бел-
ками определяют структуру и морфологию яд-
рышка (рис. 1) [1].

5S рДНК и 45S рДНК являются повторяющи-
мися областями генома: в геноме человека обна-
ружено более 200 копий последовательностей, ко-
дирующих 5S рРНК, и более 400 копий 45S рРНК.
Сообщение о существовании корреляции между
числом копий 5S и 45S рДНК [13] было недавно
опровергнуто [14]. Число копий рДНК варьирует
в геномах и популяциях человека, а также может
изменяться при малигнизации клеток [15]. Инте-
ресно отметить, что варьирует не только число
копий, но и последовательность каждого рДНК-
повтора. Все это приводит к нестабильности ло-
куса, которая, с одной стороны, считается причи-
ной патологии, а с другой, частью нормальной
физиологии клетки [16].

К 3′-области рДНК, кодирующей 28S рРНК,
прилегают так называемые R-повторы, содержа-
щие Sal-боксы, необходимые для терминации
транскрипции (рис. 1) [17]. Показано, что при
участии РНК-полимеразы I и фактора термина-
ции транскрипции TTF-1 (transcription termina-
tion factor 1) Sal-боксы функционируют также как
барьеры вилок репликации (RFB, replication fork
barrier), причем в клетках человека, в отличие от
других млекопитающих, эти RFB останавливают
репликативные вилки независимо от направле-
ния их движения [18].

рМГС содержит множество регуляторных по-
следовательностей, способных к связыванию с
различными белками и к образованию некодиру-
ющих РНК [19]. Они включают микросателлит-
ные и Alu-повторы, консервативные у человека и
приматов, псевдоген cdc27 и многочисленные
сайты узнавания фактора транскрипции c-Myc
[20, 21].
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УЧАСТИЕ РИБОСОМНЫХ ГЕНОВ 
В ОБРАЗОВАНИИ ГЕТЕРОХРОМАТИНА

Регионы, кодирующие 45S рРНК, относятся к
одним из самых транскрипционно активных
участков генома, при этом немалая их часть упа-
кована в конститутивный гетерохроматин. Фор-
мирование гетерохроматина ядрышка влияет на
упаковку в неактивный хроматин и других обла-
стей генома: удаление части генов рРНК приво-
дит к снижению образования гетерохроматина во
всем ядре клеток дрозофилы и уменьшению ре-
прессии тех или иных генов [2].

Предполагается, что, соседствуя с прицентро-
мерными (у мышей) или прителомерными (у че-
ловека) областями, рибосомные гены могут рас-
пространять гетерохроматизацию на эти участки
генома, формируя перинуклеолярный гетерохро-
матин [20]. При этом ассоциированными с яд-
рышком оказываются не только теломерные по-
вторы и центромерная сателлитная ДНК, но и
“молчащие” участки большинства хромосом че-
ловека, названные доменами, ассоциированными с
ядрышком (NAD, nucleolar-associated domains)
[21]. В NAD идентифицировано более тысячи ге-
нов, которые относятся к разным семействам (на-
пример, гены обонятельных рецепторов, Т-кле-
точных рецепторов и иммуноглобулинов), но об-
ладают при этом важными общими чертами: эти
гены входят в состав больших генных кластеров, а
их экспрессия тканеспецифична [22]. Методом
Hi-C показана ассоциация 45S рДНК с генами,
продукты которых локализуются в митохондри-
ях, а также с генами, кодирующими рибосомные
белки [23].

Образование гетерохроматина в ядрышке ре-
гулируется хроматинремоделирующим комплек-
сом NoRC (см. раздел Регуляция экспрессии рибо-
сомных генов), ключевым компонентом которого
является белок TIP5 [24]. Подавление экспрессии
белка TIP5 приводит к нарушению формирова-
ния не только внутриядрышкового, но и пери-
нуклеолярного гетерохроматина, включающего
центромерные и перицентромерные участки хро-
мосом [25]. Нокдаун всего комплекса вызывает
нарушение сегрегации хромосом в митозе, что ве-
дет к хромосомным аберрациям и дестабилиза-
ции генома [26].

С TIP5 взаимодействует множество белков и
других регуляторных молекул, локализующихся
как в ядрышке, так и в нуклеоплазме, и участвую-
щих в ремоделировании хроматина. Показано, что
в образовании ядрышкового хроматина участвует
поли(АDP-рибоза)полимераза 1 (PARP1), кото-
рая контактирует с TIP5 посредством промотор-
ной РНК: после связывания этого комплекса с
неактивными промоторами рибосомных генов
PARP1 модифицирует гистоны и другие белки
хроматина с помощью поли(АDP-рибозы), вызы-
вая эпигенетически наследуемое подавление экс-
прессии этих участков рДНК [27]. Однако если
PARP1 локализуется в нуклеоплазме, то это, на-
против, способствует формированию открытого
хроматина и активирует транскрипцию [28].
PARP1 контролирует активное состояние промо-
торов генов плюрипотентности в стволовых клет-
ках, поэтому при его нокдауне наблюдаются при-
знаки дифференцировки клеток [29]. Как и все
семейство поли(АDP-рибоза)полимераз, PARP1

Рис. 1. Схема организации рибосомных генов человека на пяти акроцентрических хромосомах. ЯО – ядрышковые ор-
ганизаторы; рМГС – рибосомный межгенный спейсер; LINE – длинные диспергированные повторы. (Рисунок авто-
ра на основе последовательности U13369.1 в базе данных GenBank.)
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выполняет множество функций, начиная от регу-
ляции экспрессии генов и управления механизмом
репарации ДНК, до участия в процессах воспале-
ния и апоптоза [30]. Тот факт, что PARP1 обнару-
живается в активно транскрибируемых участках
генома и присутствует при этом в неактивном ге-
терохроматине ядрышка, говорит о многогран-
ной роли этого фермента и подтверждает слож-
ный характер взаимодействий между доменами
хроматина ядерных структур [31].

Еще один партнер TIP5 – Tau. В ядре клетки
он ассоциирован с перицентромерным хромати-
ном и отвечает за его стабилизацию [32]. Нокдаун
этого гена приводит к снижению количества ре-
прессивных гистоновых меток в ядрышковом ге-
терохроматине и способствует повышению тран-
скрипции рибосомных генов. По-видимому, Tau
может препятствовать внесению модификаций хро-
матинремоделирующим комплексом NoRC [33].

РЕГУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ
РИБОСОМНЫХ ГЕНОВ

Поскольку молекулы рРНК являются основ-
ным компонентом рибосом, регуляция тран-
скрипции их генов и процессинга тесно связаны с
функционированием, ростом и делением клеток.
Инициация транскрипции генов 45S рРНК про-
исходит в результате связывания белка UBF (up-
stream binding factor) – главного транскрипцион-
ного фактора РНК-полимеразы I – с элементом
UCE (upstream control element) в промоторной об-
ласти рДНК. UBF стимулирует инициацию тран-
скрипции, вытесняя гистон H1, расплетая ДНК и
привлекая РНК-полимеразу I на промотор [34].
Именно уровень этого белка в клетке определяет
активность доступных для транскрипции промо-
торов рДНК; в отсутствие UBF экспрессия рибо-
сомных генов подавляется [35]. Для формирова-
ния полного преинициаторного комплекса необ-
ходимо, чтобы с коровым промотором (CP, core
promoter element) связался комплекс белков SL1,
в состав которого входят TBP (TATA-binding pro-
tein) и ассоциированные с ним многочисленные
факторы TAFI (TBP-associated factors) [36]. По-

следние отвечают за рекрутирование фермента и
его специфическое взаимодействие с последова-
тельностью промотора, а также за привлечение
дополнительных факторов транскрипции [37].
Таким образом, представление об РНК-полиме-
разе I как о холоферменте, состоящем из многих
белков, необходимых как для инициации тран-
скрипции, так и для элонгации, определяет воз-
можность сложноорганизованной регуляции экс-
прессии рибосомных генов (рис. 2а) [38].

Как уже сказано, геном человека содержит
большое количество копий рибосомных генов,
при этом значительная часть рДНК в дифферен-
цированных клетках не транскрибируется, по-

скольку упакована в гетерохроматин. Сочетания
модификаций гистонов контролируют экспрес-
сию рибосомных генов. Несмотря на присут-
ствие консервативных маркеров в определенных
частях рДНК, клеточные популяции могут иметь
собственный профиль (набор и распределение)
гистоновых модификаций. Например, в эмбрио-
нальных стволовых клетках, кератиноцитах, эн-
дотелиальных и опухолевых клетках H3K4me2
присутствует на участке 28–29 т.п.н. рМГС и в
предпромоторной области, а распределение
H3K27me3 во всех четырех типах клеток карди-
нально отличается [43]. Неактивное состояние
рибосомных генов поддерживается благодаря
сложной согласованной работе нескольких бел-
ковых комплексов, отвечающих за ремоделиро-
вание хроматина [44].

Ядрышковый ремоделирующий комплекс
(NoRC, nucleolar remodeling complex) состоит из
субъединицы SNF2h (sucrose-nonfermenting pro-
tein 2 homolog), обладающей АТРазной активно-
стью, и белка TIP5 (TTF-I-interacting protein 5),
содержащего ДНК-связывающий домен и взаи-
модействующего с фактором терминации тран-
скрипции TTF-I. Формирование комплекса на-
чинается с TTF-I, который, связываясь с прокси-
мальным элементом промотора T0, рекрутирует

остальные компоненты NoRC. Комплекс подав-
ляет экспрессию нижележащего рибосомного гена
за счет сдвига нуклеосомы относительно промо-
тора, что препятствует инициации транскрипции
на данном участке [24, 45]. При этом к промотору
привлекаются ферменты, ответственные за мети-
лирование ДНК (DNMT1 и DNMT3b) и деацети-
лирование гистонов (HDAC1), что приводит к об-
разованию гетерохроматина в этой области и дол-
говременному сайленсингу рибосомных генов
(рис. 2б) [8].

Таким образом, NoRC отвечает за формирова-
ние конститутивного гетерохроматина, который
эпигенетически наследуется клетками в процессе
дифференцировки [46]. Здесь необходимо отме-
тить, что метилирование ДНК в области промо-
торов и энхансеров рДНК у млекопитающих слу-
жит своеобразным маркером “молчащих” рибо-
сомных генов, а также старения клеток. Эти
данные позволяют судить о возрасте организма и
даже предсказывать продолжительность жизни
[47]. Белок TTF-I не только участвует в термина-
ции транскрипции рибосомных генов, но может
также определять их топологию. Показано, что
активно транскрибирующиеся гены рРНК обра-
зуют ДНК-петли, в основании которых находятся
промотор и терминатор, а их взаимодействие
опосредуется TTF-I [48].

Более сложно устроен комплекс NuRD (nucle-
osome remodeling and deacetylation), состоящий из
нескольких субъединиц и осуществляющий обра-
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тимое подавление экспрессии рибосомных генов

в дифференцированных клетках (рис. 2в). В со-

став NuRD входит множество белков: деацетилазы

гистонов, АТР-зависимые хеликазы, а также бел-

ки, не имеющие каталитической активности, но

взаимодействующие с ДНК. Как и NoRC, NuRD

привлекается на промотор рДНК белком TTF-I,

связанным с Т0. При этом в отличие от долговре-

менного подавления экспрессии, наблюдаемого

при воздействии NoRC, NuRD временно оста-

навливает транскрипцию рибосомных генов, а

рДНК остается доступной для транскрипцион-

ных факторов [49]. Так, при взаимодействии это-

го комплекса с белком CSB (Cockayne syndrome
group B) на рДНК привлекаются гистон-метил-
трансферазы, вносящие модификации, характер-
ные для активно транскрибируемых генов [50].

Вообще, экспрессия рДНК характеризуется
высокой пластичностью в ответ на такие стимулы
окружающей среды, как доступность питатель-
ных веществ и факторов роста [51].

Специализированный трехкомпонентный ком-
плекс eNoSC (energy-dependent nucleolar silencing
complex), обратимо подавляющий экспрессию
рибосомных генов в условиях голодания (недо-
статка глюкозы), состоит из белка SIRT1, гистон-

Рис. 2. Схема регуляции экспрессии рДНК. а – Преинициаторный комплекс (PIC) РНК-полимеразы I. Сборка PIC
осуществляется за счет взаимодействия UBF, который связывается с элементом UCE, комплекса SL1, ассоциирован-
ного с коровым промотором через TBP, а также транскрипционного фактора TIF-IA и РНК-полимеразы I. Кроме
TBP, в состав SL1 входят факторы специфичности TAFI (согласно [39]). б – Сборка комплекса NoRC на промоторе
рДНК: TTF-1 узнает T0, привлекает в комплекс TIP5, ассоциированный с ним белок Snf2, затем включаются деаце-
тилаза гистона Н4 (HDAC1) и ДНК-метилтрансфераза (Dnmt). Дополнительно белок TIP5 может рекрутироваться к
промоторной РНК, комплементарно взаимодействующей с промоторной областью рДНК. Таким образом, NoRC
обеспечивает репрессию транскрипции рДНК, поскольку UBF не может связаться с промотором, а транскрипция
блокирована (согласно [40]). в – Сборка комплекса NuRD, опосредованная TTF-1, происходит после взаимодействия
дефосфорилированного белка CHD4 и некодирующей РНК PAPAS, активация которых может быть вызвана повыше-

нием температуры (согласно [41]). В условиях недостатка глюкозы активируется деацетилаза SIRT1, которая после
взаимодействия с TTF-1 рекрутирует другие белки комплекса eNoSC, осуществляющие образование гетерохроматина
в этой области (согласно [42]).
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метилтрансферазы SUV39H1 и нуклеометилина
NML (nucleomethylin). Сборка комплекса на
рДНК, как и в случае с NuRD, опосредуется TTF-I.

Повышение уровня NAD+ в клетке (маркер низ-
коэнергетического состояния) напрямую активи-
рует SIRT1, который деацетилирует гистон H3 в
области промотора рДНК, переводя рибосомный
ген в неактивное состояние (рис. 2в) [52]. Инте-
ресно, что этот путь регулирует не только биосин-
тез рРНК и рибосом, но и определяет дальней-
шую судьбу клетки в условиях недостатка пита-
ния. Снижение содержания РНК в ядрышке в
присутствии eNoSC вызывает транслокацию бел-
ков из ядрышка в нуклеоплазму и активацию белка
р53, ответственного за запуск репарации ДНК,
задержку клеточного цикла и инициацию апо-
птоза [53].

В регуляции экспрессии рибосомных генов
участвуют не только белки, но и множество
нкРНК, функция которых чаще всего связана с
определением специфичности того или иного
белкового комплекса. нкРНК обеспечивают
очень точную регуляцию экспрессии в ответ на
стимулы различной природы и стремительно ме-
няющиеся условия среды [54].

Длинные некодирующие РНК (днРНК), про-
исходящие из самих рибосомных генов, могут как
прямо, так и опосредованно регулировать экс-
прессию рДНК. Например, в условиях теплового
шока нкРНК IGS16RNA и IGS22RNA, транскри-

бируемые с соответствующих областей рМГС,
участвуют в структурном и функциональном ре-
моделировании ядрышка: они контролируют из-
менение локализации белков и подавление тран-
скрипции рДНК [55].

Однако основная роль некодирующих тран-
скриптов, синтезирующихся с рДНК, заключает-
ся в привлечении компонентов ремоделирующих
комплексов и облегчении их сборки. В клетках
млекопитающих в предпромоторной области
рДНК экспрессируется промоторная РНК, которая
участвует в подавлении экспрессии рибосомных ге-
нов за счет двух функционально отличающихся до-
менов [56]. Эта молекула длиной ~200 нуклеотидов
имеет 20-нуклеотидную последовательность на
5′-конце, комплементарную промотору рДНК и
Т0 – сайту связывания TTF-I, и может образовы-

вать в этом месте триплекс ДНК-РНК, который
специфически узнается ДНК-метилтрансфера-
зой DNMT3b, вносящей репрессирующие метки
в эту область. Именно участок узнавания промо-
тора определяет функциональность и эффектив-
ность всего процесса сайленсинга рДНК [57]. Вто-
рая ключевая последовательность промоторной
РНК состоит из ~90 нуклеотидов и способна об-
разовывать устойчивую структуру типа стебель с
петлей, которая необходима для взаимодействия
с TIP5 и сборки NoRC (рис. 2б) [58].

Область, кодирующая промоторную РНК, мо-

жет транскрибироваться РНК-полимеразой II в
обратной ориентации, при этом образуются гете-

рогенные антисмысловые днРНК, названные
PAPAS (promoter and pre-rRNA antisense), кото-

рые могут комплементарно взаимодействовать с
промотором и началом рРНК-кодирующей по-

следовательности [56]. При недостатке питания

или остановке роста в клеточных культурах повы-
шается содержание РНК PAPAS, которые при-

влекают гистон-метилтрансферазу Suv4-20h2, что
стимулирует образование гетерохроматина и сни-

жение синтеза рРНК [59]. Повышение продук-
ции PAPAS происходит также при других видах

стресса (например, при тепловом шоке), однако в
этом случае они по-другому регулируют образова-

ние гетерохроматина. Показано, что РНК PAPAS,

имеющая участки, комплементарные энхансерной
и промоторной области рДНК, связывается с ней,

образуя РНК-ДНК-триплекс за счет хугстинов-
ских взаимодействий, и привлекает дефосфорили-

рованный в условиях стресса белок CHD4 – ком-
понент комплекса NuRD, отвечающего за сайлен-

синг рибосомных генов (рис. 2в) [41].

Показана особая регуляция процессов обуче-
ния и синаптической пластичности в клетках

гиппокампа, где днРНК (LoNA) подавляет экс-

прессию рРНК на уровне транскрипции, привле-
кая белок нуклеолин (NLC) и стимулируя образо-

вание гетерохроматина в области промотора
рДНК за счет модификации гистонов. В этом слу-

чае ни UBF, ни РНК-полимераза I не могут свя-
заться с промоторной областью, что приводит к

нарушению формирования преинициаторного
комплекса [60]. Сходным образом, по-видимому,

действуют продукты транскрипции Alu-повто-
ров, входящих в состав интронов белоккодирую-

щих генов, транскрибируемых РНК-полимера-

зой II (AluРНК): показано их взаимодействие с
нуклеолином. Очевидно, что эти транскрипты

исключительно важны для организации гетеро-
хроматина ядрышка, поскольку при специфиче-

ском ингибировании АluРНК антисмысловыми
олигонуклеотидами, как и при ингибировании

РНК-полимеразы II α-аманитином, ядрышко
распадается на мелкие домены, что не наблюдается

при ингибировании рибосом или других РНК-поли-

мераз [61]. В эмбриональных стволовых клетках
человека экспрессируется необычная РНК SLERT

(snoRNA-ended lncRNA enhances pre-ribosomal RNA
transcription), модулирующая активность РНК-хели-

казы DDX21, которая ингибирует РНК-полиме-
разу I. Подавление или потеря SLERT приводит

к замедлению роста и пролиферации клеток в
колониях, а в организме голых мышей (Nude) с

ксенографтами клеток с нокаутом SLERT – к
сниженной массе опухоли по сравнению с кон-

тролем [62].
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ТРАНСКРИПЦИЯ РИБОСОМНОГО 
МЕЖГЕННОГО СПЕЙСЕРА

Результаты ряда исследований подтверждают
факт транскрипции рМГС у млекопитающих и
человека [63, 64]. Зоны рМГС, обогащенные
консервативными последовательностями, ассо-
циированы с точками начала транскрипции и
транскрибируются во многих тканях и клеточ-
ных линиях [65]. Показано, что рДНК транскри-
бируется как в прямом (смысловом), так и в об-
ратном (антисмысловом) направлении, в ре-
зультате образуются нкРНК, выполняющие
определенные функции [54, 64, 65].

Изучение малых нкРНК, синтезирующихся в
придатках яичек человека, позволило предсказать
существование микроРНК hsa-mir-6724, гомоло-
гичной последовательности предпромоторной об-
ласти рМГС [66]. И хотя роль hsa-mir-6724 пока не
установлена, предполагается, что она может быть
связана со старением стволовых клеток [67].

В клеточных линиях человека обнаружены
днРНК (IGS21RNA и IGS28RNA), транскрибирую-

щиеся с соответствующих областей рМГС в усло-
виях ацидоза, а также IGS16RNA и IGS22RNA, ко-

торые транскрибируются и выполняют опреде-
ленные функции в условиях теплового шока,
привлекая в ядрышко различные белки [53, 68].
Предполагается, что эти молекулы синтезируются
независимо от рРНК и других транскриптов в этой
области, то есть они могут иметь собственные про-
моторы, однако пока это не установлено [68].

Показано, что в модуляции ядрышковой орга-
низации и регуляции транскрипции рибосомных
генов в ходе дифференцировки клеток мышей
может участвовать промоторная РНК [69], кото-
рая транскрибируется РНК-полимеразой I и
контролируется собственным спейсерным про-
мотором. Предшественник этой молекулы (дли-
ной ~2 т.н.) подвергается процессингу с образо-
ванием транскриптов длиной 150–300 нуклеоти-
дов, которые разрушаются, если не оказываются
связанными и стабилизированными фактором
TIP5 [70]. Обнаружено повышение уровня пер-
вичного транскрипта, дающего начало промотор-
ной РНК, в эмбриональных стволовых клетках
(ESC), в то время как в нейральных стволовых
клетках (NPC) обнаружена процессированная
молекула промоторной РНК. Предполагается,
что созревание промоторной РНК происходит в
ходе дифференцировки клеток, когда эта РНК
способствует формированию гетерохроматина
(рис. 3) [9].

В рДНК человека выявлены области, гомоло-
гичные спейсерному промотору у мышей и дру-
гих грызунов, в которых идентифицированы сай-
ты связывания белков UBF и TBP, а также РНК-
полимеразы I, причем к ТВР прилегает консенсус-
ная последовательность, узнаваемая TTF-I (Tsp).

По-видимому, спейсерный промотор человека
является активным и регулируется подобно про-
мотору у мышей (рис. 4) [71]. Экспрессия этого
участка выявлена в линиях клеток рака легкого че-
ловека, а образующаяся в результате нкРНК ассо-
циирована с регуляцией транскрипции рДНК [72].
Соответствующий промоторной РНК транскрипт
обнаружен в клеточной линии K562 хронического
миелолейкоза человека [43].

В области рМГС синтезируется еще одна хорошо
изученная РНК – PAPAS. Эта длинная (10 т.н.) ан-
тисмысловая РНК транскрибируется РНК-поли-
меразой II независимо от промоторов (инициа-
ция происходит в случайных сайтах) в условиях
стресса и теплового шока. Как и промоторная
РНК, PAPAS способствует структурированию
хроматина в области промотора рибосомных ге-
нов [59].

Изучение экспрессии РНК в различных ча-
стях рМГС в клетках человека показало, что вре-
мя жизни этих транскриптов неодинаково [73].
Более стабильными и имеющими более длин-
ный период полураспада по сравнению с рРНК
оказались молекулы, синтезирующиеся в пред-
промоторной области и соответствующие про-
моторной РНК. При этом более устойчивыми к
распаду оказались РНК, происходящие из обла-
стей IGS24 и IGS28 [73], также исследованные в

этой работе.

Обнаружено, что гиперпродукция белка PHF6,
наблюдаемая при различных заболеваниях, сни-
жает синтез пре-рРНК, мешая РНК-полимеразе I
во время элонгации, но повышает экспрессию
некодирующих регионов IGS36 и IGS39 рибосом-

ных генов [74]. Предполагается, что экспрессия
этих участков индуцируется при транскрипцион-
ном стрессе, вызванном ингибированием тран-
скрипции генов рРНК, а образующиеся в резуль-
тате транскрипты могут способствовать сайлен-
сингу рРНК-кодирующих областей. Интересно,
что указанные молекулы синтезируются РНК-
полимеразой I, а их количество обратно пропор-
ционально количеству рРНК. Это значит, что в
нормальных условиях фермент генерирует пред-
шественник рРНК, а в условиях стресса “пере-
ключается” на некодирующие участки и транс-
крибирует регуляторные молекулы, необходимые
для защиты ядра и клетки.

Недавно мы обнаружили экспрессию предпро-
моторной области рДНК в клеточных культурах
глиом и глиобластом [75], а также различия в экс-
прессии отдельных участков исследуемой области
в опухолевых и в условно нормальных клетках.
Участие рМГС и транскриптов, происходящих из
его отдельных областей, в борьбе клетки с различ-
ными видами стресса подтверждается резким по-
вышением экспрессии области IGS40 с образова-

нием антисмысловых транскриптов при обработке
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Рис. 3. Модель организации хроматина в ядре и ядрышке эмбриональных стволовых клеток (ESC) (a) и дифференци-
рованных клеток (б). В ESC непроцессированный транскрипт IGS-РНК препятствует взаимодействию TIP5 с TTF-1.
В этом случае не происходит привлечения ремоделирующего комплекса NoRC и образования гетерохроматина в
этой области. По мере дифференцировки клеток IGS-РНК подвергается процессингу с образованием промоторной
РНК (пРНК), которая способствует взаимодействию TIP5 с TTF-1, в результате чего рекрутируется ремоделирующий
комплекс, транскрипция подавляется, формируется гетерохроматин. (Рисунок автора по описанию, данному в [9].)
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Рис. 4. Схема организации предпромоторного участка рибосомных генов человека. Стрелка указывает точку начала
транскрипции рРНК; UCE – вышележащий контрольный элемент; CP – коровый промотор; Tsp и T0 – сайты связы-
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клеток альфа-аманитином. Этот эффект нивели-
ровался актиномицином Д, что может указывать
на участие РНК-полимеразы I в транскрипции
рДНК в обратном направлении [76].

Наконец, недавно было показано прямое уча-
стие РНК-полимеразы II в биогенезе рибосом [77].
И хотя о присутствии этого фермента в ядрышке
ранее не сообщалось, оказалось, что он ассоции-
рован со спейсерными участками рибосомных ге-
нов и вовлечен в транскрипцию рМГС в ан-
тисмысловом направлении. Образующиеся при
этом длинные РНК можно сравнить со своеоб-
разным “щитом”, который закрывает некодиру-
ющие области для РНК-полимеразы I. Эта гипо-
теза хорошо согласуется с приведенными выше
данными, поскольку при нарушении работы
РНК-полимеразы II – транскрипционном стрес-
се – РНК-полимераза I начинает синтезировать
упомянутые ранее нкРНК (IGS16RNA, IGS21RNA,

IGS22RNA, IGS28RNA), что вызывает реорганиза-

цию ядрышка и прекращение синтеза рРНК и
сборки рибосом.

НАРУШЕНИЕ СИНТЕЗА РИБОСОМ 
ПРИ НАСЛЕДСТВЕННЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ

Нарушение образования гетерохроматина в
рДНК может привести к дестабилизации генома,
дезинтеграции ядрышка, старению клетки и раз-
витию множества заболеваний [78]. Поскольку
активность рибосомных генов регулируется раз-
личными механизмами, изменение биогенеза ри-
босом может быть обусловлено как нарушениями
в самих рибосомных генах, так и в генах, кодиру-
ющих регуляторные белки и РНК.

Так, в рДНК из фибробластов, полученных от
пациентов с синдромом Вернера, увеличено коли-
чество метилированных CpG-островков, а про-
должительность жизни этих клеток снижена [79].
Изменение профиля метилирования рДНК, на-
блюдаемое при болезни Альцгеймера, приводит к
снижению синтеза рРНК и уменьшению количе-
ства рибосом [80, 81]. Снижение метилирования
ДНК в области промотора и 5′-ETS рибосомных
генов выявлено у пациентов с пограничными рас-
стройствами [82]. Сообщается также о существо-
вании связи между гиперметилированными про-
моторами генов рРНК и сниженной экспрессией
рРНК, соответственно, и склонностью к суици-
ду, ассоциированному с жестоким обращением в
детстве [83]. Нестабильность рДНК характерна и
для других нейродегенеративных заболеваний,
при которых профиль метилирования промото-
ров рибосомных генов не отличается от профиля
в здоровых клетках [84]. Возрастные изменения
профиля метилирования CpG-островков рибо-
сомных генов предлагается использовать в каче-
стве маркера старения [47].

Особое значение имеет тонкая настройка
экспрессии рДНК в головном мозге млекопита-
ющих. Транскрипция рДНК, как первый этап
синтеза рибосом, может изменяться под воздей-
ствием стимулов окружающей среды, что лежит
в основе синаптической пластичности [85]. Во
время обучения и запоминания информации в
ядрах гиппокампа происходит увеличение син-
теза рРНК de novo и формирование пула рибо-
сом, необходимого, по-видимому, для синтеза
большого количества новых белков, участвую-
щих в формировании нейронных связей. Если
при этом специфически ингибировать актив-
ность РНК-полимеразы I, то произойдет нару-
шение формирования долговременной памяти,
но не обучения и запоминания [86]. Регуляция
этого процесса, по-видимому, связана с увели-
чением синтеза поли(АDP-рибозы) в ядрышках
клеток гиппокампа ферментом PARP1, который
активируется киназами PKA и ERK, отвечаю-
щими за долговременную синаптическую пла-
стичность [87].

Некоторые симптомы тяжелых наследственных
заболеваний, вызванных хромосомными пере-
стройками и геномными мутациями, связывают с
изменением числа копий рибосомных генов. Так,
при синдроме Дауна отмечено повышенное содер-
жание активных рибосомных генов, причем у но-
ворожденных оно варьирует в более широких пре-
делах, чем у взрослых индивидов [88]. Тем не ме-
нее, увеличение транскрипционной активности
этого локуса может быть обусловлено общим по-
вышением копийности рДНК из-за наличия до-
полнительной хромосомы 21, поскольку на ее ко-
ротких плечах расположены повторы рибосомных
генов. Недавно обнаружили механизм эпигенети-
ческой компенсации трисомии: у взрослых инди-
видов с синдромом Дауна синтез рРНК снижен за
счет гиперметилирования промоторов рДНК [89].

У индивидов без хромосомных аномалий зна-
чения копийности рибосомных генов, отличные
от средних, ассоциированы с другими заболева-
ниями. Так, число копий рДНК в клетках крови
больных шизофренией выше, чем в контрольной
группе [90, 91]. Здесь необходимо отметить, что
копийность рибосомных генов, в отличие от дру-
гих повторяющихся элементов генома (напри-
мер, теломерных повторов), не изменяется под
воздействием психоэмоционального стресса, в том
числе хронического, как при шизофрении [92].
Увеличенное число копий рДНК выявлено также
у больных муковисцидозом [93], а сниженное –
при ревматоидном артрите [94]. В настоящее время
обсуждается взаимосвязь между числом рибосом-
ных генов и патогенезом таких заболеваний, как
ревматоидный артрит и шизофрения, а также ге-
нетические предпосылки обеих патологий, спо-
собные объяснить феномен их обратной комор-
бидности (дистропии) [95, 96].
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Интересно, что число копий рибосомных ге-

нов индивидуально для каждого человека, однако

в отдельно взятых популяциях среднее значение

остается постоянным, а пределы вариации суже-

ны в группе лиц старческого возраста по сравне-

нию с группой более молодых индивидов. Пред-

полагается, что малое число копий рДНК, как и

слишком большое количество рибосомных генов,

может быть ассоциировано с более короткой про-

должительностью жизни [97]. Сниженную ко-

пийность рибосомных генов предлагается ис-

пользовать в качестве маркера прогноза когни-

тивных нарушений в пожилом возрасте [98].

Профиль экспрессии молекул, отвечающих

за регуляцию биосинтеза рРНК, может изме-

няться как в течение жизни клетки, так и при

развитии заболеваний. Например, отмечена по-

вышенная экспрессия антисмысловой РНК

PAPAS, участвующей в ремоделировании хрома-

тина рДНК, в стареющих клетках и сниженная –

в опухолевых клетках [56]. Обнаружена кольце-

вая РНК, способная регулировать биогенез ри-

босом на стадии контроля процессинга рРНК,

профиль экспрессии которой изменяется при

атеросклерозе [99].

Заболевания, связанные с нарушением синте-

за рибосом в результате повреждения генов, ко-

дирующих белки, отвечающие за контроль синте-

за рРНК и сборку рибонуклеопротеиновых ком-

плексов в ходе созревания рибосом, носят

название рибосомопатий [100, 101]. Так, мутация

в гене TCOF1, кодирующем кофактор РНК-поли-

меразы I, вызывает синдром Тричера–Коллинза

(TCS), при котором наблюдается нарушение фор-

мирования тканей лицевой части черепа [102].

Снижение уровня транскрипционных факторов

РНК-полимеразы I и, как следствие, уменьшение

синтеза 45S рРНК показано при детском цере-

бральном параличе [103]. В клетках, моделирую-

щих болезнь Хантингтона, повышена экспрессия

гистон-метилтрансферазы ESET, которая осу-

ществляет триметилирование транскрипционно-

го фактора UBF. При этом наблюдается сайлен-

синг рибосомных генов [104]. Аномально высокий

уровень экспрессии самого UBF и повышенный

синтез рРНК обнаружен в клетках головного моз-

га эмбрионов с недостатком фолиевой кислоты,

что приводит к неполному закрытию нервной

трубки в эмбриогенезе и, как следствие, к разви-

тию такого порока, как расщепление позвоночни-

ка (spina bifida) [105]. В целом, сбои на каждом из

этапов биогенеза рибосом – от транскрипции

рДНК до образования инициирующего трансля-

цию комплекса – приводят к развитию нейропа-

тологий на любой стадии развития и рассматри-

ваются как один из ключевых факторов нейроде-

генеративных заболеваний [106].

ЭКСПРЕССИЯ РИБОСОМНЫХ ГЕНОВ 
В ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТКАХ

Наблюдение за изменениями экспрессии
рДНК, структурой рибосомных генов и морфоло-
гией ядрышка в опухолевых клетках заслуживает
отдельного внимания, поскольку они могут слу-
жить диагностическими маркерами злокаче-
ственных образований [107]. Известно, что при
злокачественном перерождении клеток число ко-
пий рДНК нестабильно (может как возрастать,
так и уменьшаться) [108]. Таким образом, опреде-
ление копийности рДНК может использоваться
для прогноза возникновения злокачественных
новообразований: обнаружена корреляция между
вариациями числа копий рДНК и риском разви-
тия рака легкого у курильщиков [7]. Показано
также повышение экспрессии рибосомных ге-
нов при одновременном снижении числа их ко-
пий в активно делящихся опухолевых клетках
[109]. Высокий уровень продукции рРНК, на-
блюдаемый при относительном уменьшении ко-
личества рибосомных генов, может объясняться
повышенной активностью РНК-полимеразы I, а
также тем, что изменения затрагивают процес-
синг рРНК в опухолях [110, 111]. Кроме того, в
опухолевых клетках часто встречается повышен-
ная экспрессия транскрипционных факторов,
управляющих синтезом других необходимых для
биогенеза рибосом белков и регулирующих таким
образом пролиферативную активность клеток
[112]. Транскрипционные факторы, в свою оче-
редь, подвергаются регуляции путем ковалентных
модификаций, которые осуществляются белками-
продуктами онкогенов и генов-супрессоров опухо-
левого роста, поэтому изменение активности по-
следних при злокачественном перерождении кле-
ток не может не отражаться на синтезе рРНК.
Например, pRB – онкосупрессор, экспрессия
которого снижена во многих опухолях, подавля-
ет транскрипцию рибосомных генов, препят-
ствуя формированию преинициаторного ком-
плекса на промоторе рДНК [113]. Напротив, про-
дукт онкогена c-Myc, чья активность в опухолевых
клетках обычно повышена, стабилизирует преини-
циаторный комплекс и стимулирует транскрип-
цию рибосомных генов [114]. Поскольку тран-
скрипция рДНК может регулироваться и эпиге-
нетически, альтернативное метилирование CpG-
островков и модификация гистонов в этой обла-
сти в опухолевых клетках ассоциированы с увели-
чением продукции рРНК [115]. В свете того, что
высокий уровень пролиферации опухолей связан
с увеличением биосинтеза белка в клетках, яд-
рышко и ассоциированные с ним молекулы,
включая рибосомные и регуляторные белки,
рДНК и рРНК, рассматриваются в качестве мно-
гообещающих потенциальных мишеней в на-
правленной противоопухолевой терапии [3].
Опухолевые клеточные линии, используемые в
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лабораториях как для изучения отдельных аспек-
тов канцерогенеза, так и в фундаментальных ис-
следованиях, могут иметь отличную от нормы
копийность рибосомных генов, профиль мети-
лирования, активность экспрессии и т.д., что не-
обходимо учитывать при выборе той или иной
культуры в качестве модельного объекта.

K562 – первая иммортализованная клеточная
линия хронического миелоидного лейкоза – со-
держит так называемую филадельфийскую хро-
мосому и другие хромосомные перестройки, за-
трагивающие, в частности, хромосому 17 [116].
Промоторная область рДНК в этой клеточной
линии обогащена модификациями гистонов, ха-
рактерными для активно транскрибируемых об-
ластей генома, в ней также показан синтез промо-
торной РНК [43]. В клетках K562 снижен уровень
метилирования ДНК в области промотора рибо-
сомных генов и в области, кодирующей 28S, что
обычно связано с повышенной транскрипцион-
ной активностью [117].

Из клеток аденокарциномы альвеолярного ба-
зального эпителия человека получена клеточная
линия A549 [118], которая широко используется в
качестве модельного объекта для изучения рака
легкого, разработки терапевтических подходов и
испытания противоопухолевых препаратов. Дан-
ные секвенирования и иммунопреципитации
хроматина, а также результаты CAGE-анализа
свидетельствуют о том, что область 28–32 т.п.н.
рМГС и предпромоторная область консерватив-
ны во многих линиях опухолевых клеток человека,
в том числе, в линиях K562 и A549. Эти области
транскрибируются с образованием нкРНК, по-
лучивших названия IGS28RNA и промоторная

РНК [65].

MCF7 (Michigan Cancer Foundation-7) – кле-
точная линия рака молочной железы [119], слу-
жит модельным объектом для изучения чувстви-
тельности и резистентности опухолевых клеток к
эстрогенам. Благодаря нестабильности генома
(вариабельности числа хромосом), клетки MCF7
обладают высокой способностью к адаптации и
эволюции [120]. Показано, что в линиях опухоле-
вых клеток молочной железы, в том числе в
MCF7, ядерный белок BRCA1 ассоциирован с
промоторными областями рибосомных генов, а
также со спейсерными промоторами, располо-
женными в рМГС, и, стимулируя синтез рРНК,
принимает участие в регуляции активности РНК-
полимеразы I [121].

Клеточная линия PC3 (Prostate cancer 3), полу-
ченная из клеток метастаз рака предстательной
железы IV степени злокачественности в костную
ткань [122], характеризуется повышенной актив-
ностью РНК-полимеразы I, обусловленной, по-
видимому, увеличением экспрессии онкогена
MYC, принимающего участие в транскрипции

рибосомных генов [123]. В клетках PC3 повыше-
на экспрессия днРНК, которая, как предполага-
ется, ассоциирована с путями процессинга рРНК
и биогенеза рибосом [124].

Изучение нарушения механизмов синтеза ри-
босом, а также изменения доменов ядерного ге-
нома, вовлеченных в этот процесс, особенно
рДНК, является многообещающим подходом к
анализу и диагностике таких злокачественных
новообразований, как глиобластома. Показано,
что уменьшение количества копий рибосомных
генов в глиобластомах, как и в других видах опу-
холей, и изменение нуклеотидной последова-
тельности рДНК коррелируют с повышенной
пролиферацией клеток и высоким уровнем про-
дукции рРНК и рибосом [15]. С одной стороны,
это может происходить из-за увеличения актив-
ности РНК-полимеразы I, что наблюдается в пер-
вичных культурах глиобластомы при пассирова-
нии [110], а с другой, из-за повышения экспрес-
сии рРНК в результате изменения профиля
метилирования рДНК [125].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Рибосомные гены не только кодируют рРНК,
они участвуют также в образовании гетерохрома-
тина в процессе дифференцировки и старения
клеток, отвечают за еe судьбу в условиях стресса
[126]. Эти последовательности, включающие не-
сколько миллионов пар нуклеотидов, кодируют
множество нкРНК, огромное количество фер-
ментов и белков, формируют ядрышко – слож-
ную динамическую структуру внутри ядра [127].
Нарушение транскрипции и процессинга рРНК,
образования гетерохроматина, строения и функ-
ционирования ядрышка так или иначе отражает-
ся на работе всех систем органов, проявляясь в
виде тяжелейших заболеваний нервной системы
или возникновения опухолей [100, 101].

нкРНК, транскрибируемые в области спейсе-
ра рибосомных генов, открыты сравнительно не-
давно, но уже совершенно ясно, что изучение
этих молекул имеет огромное значение. В области
рМГС синтезируются как смысловые, так и ан-
тисмысловые днРНК [77]. При этом генерация
длинных антисмысловых транскриптов усилива-
ется в стрессовых ситуациях [128]. Взаимодей-
ствуя с различными белками посредством специ-
фических последовательностей или вторичных
структур, эти молекулы привлекают их к опреде-
ленным областям рДНК, осуществляя тонкую
настройку как транскрипции, так и временной
или постоянной упаковки этих участков генома в
неактивный гетерохроматин [69].

Исследование транскриптов, синтезируемых в
области рМГС человека, и определение их роли в
поддержании физиологического состояния кле-
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ток и в развитии патологических процессов поз-
волит уточнить и дополнить знания о процессах
регуляции экспрессии генов, формирования ге-
терохроматина и дифференцировки клеток. При-
нимая во внимание важность постоянства струк-
туры и функционирования рДНК для нормаль-
ного существования клетки и всего организма, а
также тот факт, что последовательность рДНК в
опухолевых клетках часто изменена или экспрес-
сия рРНК отличается от экспрессии в здоровых
клетках, представляется особенно важным обра-
титься к изучению свойств транскриптов, проис-
ходящих из рМГС – некодирующей области ри-
босомных генов.

Данная работа финансирована Министерством
науки и высшего образования Российской Федера-
ции, грант № 075-15-2020-809 (13.1902.21.0030).

Статья не содержит каких-либо исследований
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тов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
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the Role of Non-Coding Regions
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The review is dedicated to analyzing and summarizing the data on the part of human genome encoding
45S rRNA. The sequences which seem evolutionary conserved on the first glance astonish one with their
variability in structure and a variety of functions on closer examination. The major part of rDNA is non-
coding and contains regulatory elements, protein binding sites, pseudogenes, repetitive sequences, and mi-
croRNA genes. Ribosomal intergenic spacers are not only in charge with the nucleolus morphology and
functioning, namely, the rRNA expression and ribosome biogenesis, but also control nuclear chromatin
formation thus mediating cell differentiation. Besides, alterations in the expression of these non-coding re-
gions of rDNA in response to environmental stimuli underlies the keen sense of cell to various types of
stressors. Malfunctioning of this process may result in a wide range of pathologies from oncology to neu-
rodegenerative disease and mental illness. Here we observe to-date materials on the structure and tran-
scription of the ribosomal intergenic spacer in humans and its role in rRNA expression, in-born disease
development, and cancer.
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Ключевую роль гистондеацетилаз (HDAC) в регуляции клеточного ответа на заражение вирусом ге-
патита С (HCV) впервые продемонстрировали в 2008 году. Изучая метаболизм железа в тканях пе-
чени больных хроническим гепатитом С, обнаружили, что в условиях окислительного стресса, вы-
званного вирусной инфекцией, в гепатоцитах заметно снижается экспрессия гена гепсидина (HAMP),
гормона-регулятора экспорта железа. В схему регуляции экспрессии гепсидина оказались вовлечены
HDAC, контролирующие уровень ацетилирования гистонов и транскрипционных факторов, прежде
всего STAT3, ассоциированных с промотором HAMP. В настоящем обзоре обобщены современные
данные о функционировании регуляторного контура HCV-HDAC3-STAT3-HAMP как пример хоро-
шо охарактеризованного взаимодействия вируса и эпигенетического аппарата клетки-хозяина.
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DOI: 10.31857/S0026898423030096, EDN: CHJNUP

ФОРМИРОВАНИЕ ПЕРВИЧНЫХ 
ПРЕДСТАВЛЕНИЙ О РЕГУЛЯТОРНОМ 

КОНТУРЕ HCV-HDAC-STAT3-HAMP
Вирус гепатита С (HCV) провоцирует развитие

воспалительных процессов в организме с высво-
бождением провоспалительных цитокинов, в том
числе одного из самых эффективных лейкоцитар-
ных цитокинов – интерлейкина-6 (IL-6), содер-
жание которого в сыворотке больных гепатитом
С строго коррелирует с клиренсом вируса [1].
Транскрипционный фактор STAT3 служит сиг-
нальным медиатором для IL-6, поэтому, когда в
2004 году Zhu и соавт. показали, что IL-6 ингибиру-
ет репликацию субгеномной РНК HCV в культуре
клеток через активацию STAT3 и сигнальный путь
ERK, это не стало большой неожиданностью [2]. В
той же работе показано, что STAT3 играет важную
роль в интерферон-индуцированном противови-

русном ответе. Совокупность полученных резуль-
татов убедительно свидетельствовала, что актив-
ная форма STAT3 инициирует внутриклеточные
противовирусные механизмы.

Сигнальный путь IL-6/STAT3, наряду с
ВМР/SMAD и эритропоэтином, гликопротеи-
новым гормоном, стимулирующим выработку
эритроцитов, контролирует содержание в крови
гепсидина, известного также как LEAP-1 (Liver-
Expressed Antimicrobial Peptide 1). Гепсидин,
принадлежащий к семейству дефенсинов, обеспе-
чивающих защитное действие врожденного имму-
нитета, секретируется клетками печени, а именно
гепатоцитами, и циркулирует в плазме в комплек-
се с α2-макроглобулином, также синтезируемом в
гепатоцитах. Клиренс гепсидина происходит либо
через почки, либо путем протеасомной кодеграда-
ции с ферропортином. Гепсидин – центральный
регулятор гомеостаза железа – это пептид длиной
25 аминокислотных остатков, который образует-
ся в результате протеолиза белка-предшествен-
ника и имеет структуру, жестко зафиксированную
четырьмя внутримолекулярными дисульфидными
связями остатков цистеина [3, 4].

В 2006 году Wrighting и соавт., используя тех-
нику формальдегидной сшивки с последующей
иммунопреципитацией, впервые показали, что
STAT3 контактирует с промотором НАМР, и это

Сокращения: BMP/SMAD – сигнальный путь, блокирую-
щий экспрессию гепсидина; СНС – хронический гепатит
С; ERK – сигнальные киназы семейства митоген-активи-
руемых протеинкиназ (МАРК), регулирующих базовые
клеточные процессы; НАМР – ген гепсидина, белка семей-
ства дефенсинов; НАТ – гистонацетилтрансфераза; HCV  –
вирус гепатита С; HDAC – гистондеацетилаза; HepG2,
Huh7, Huh7.5 – клеточные линии гепатоцеллюлярной кар-
циномы человека; IFN – интерферон; IRES – 5′-концевой
фрагмент вирусной РНК, инициирующий кеп-независи-
мую трансляцию; OS – окислительный стресс; ROS – ак-
тивные формы кислорода; TI – терапевтический индекс.

УДК 578.24
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взаимодействие необходимо и достаточно для ак-
тивации экспрессии гепсидина [5]. Годом позже
установили, что такую стимуляцию обеспечивает
STAT3-связывающий мотив промотора HAMP,
локализованный в районе –64/–72 [6]. В то же
время исследовали механизм, лежащий в основе
гипоксического подавления экспрессии гепсиди-
на, который оказался тесно связан с развитием в
клетках окислительного стресса (OS) [7]. В усло-
виях гипоксии уровень мРНК НАМР был снижен
как в печени мышей, так и в клетках HepG2, при
этом концентрация активных форм кислорода
(ROS) была значительно повышена в обоих слу-
чаях, что согласуется с ролью OS в качестве акти-
ватора анаэробного гликолиза, необходимого для
выживания клеток при гипоксии [8]. Показатель-
но, что антиоксиданты предотвращали гипокси-
ческое снижение экспрессии НАМР, а проокси-
данты, наоборот, блокировали экспрессию даже
в условиях нормоксии. Кроме того, гипоксия
вызывала диссоциацию факторов транскрипции

C/EBPα и STAT3 от промотора HAMP, и этот про-
цесс полностью обращался при добавлении анти-
оксидантов [7].

Перечисленные закономерности нашли свое
объяснение в 2008 году в работе Miura и соавт.,
посвященной поиску взаимосвязей между репли-
кацией HCV, OS и экспрессией НАМР [9]. В ходе
исследования были получены клетки линии
Huh7, экспрессирующие вирусный кор-белок
или неструктурные белки (NS3–5) (рис. 1), а так-
же клетки, поддерживающие размножение пол-
норазмерного репликона HCV. Оказалось, что в
клетках, содержащих кор-белок или репликон,
интенсивно генерировались ROS и резко снижа-
лась экспрессия гепсидина, причем восстановить
экспрессию HAMP можно было добавлением ан-
тиоксидантов.

Главной заслугой авторов этой работы стало об-
наружение прямой корреляции между HCV-инду-
цируемым OS и активностью ядерных гистондеа-
цетилаз (HDAC) – ферментов, определяющих

Рис. 1. Вирус гепатита С (HCV) представляет собой (+)РНК вирус, принадлежащий к роду Hepacivirus семейства Fla-
viviridae. Вирусный геном состоит из 9600 нуклеотидов и содержит единственную открытую рамку считывания. Вирус-
ная РНК транслируется в шероховатом эндоплазматическом ретикулуме (ER), давая начало полипротеину, который
ко- и посттрансляционно расщепляется на 10 белков. К ним относят следующие продукты расщепления (от N- к
C-концу): кор-белок (C); структурные белки оболочки 1 (E1) и 2 (E2), которые образуют вирион; и семь неструктур-
ных (NS) белков (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A и NS5B), участвующих в репликации вирусной РНК, а также в
сборке и высвобождении частиц HCV. Репликация РНК происходит в новообразованных органелла-подобных струк-
турах – реплисомах, которые состоят из липидных капель (LD), декорированных двухмембранными везикулами (DMV),
происходящими из ER [11]. Процесс завершается ассоциацией структурных вирусных белков с новосинтезированной
(+)РНК с образованием вириона, окаймленного аполипопротеинами и биохимически напоминающего частицу ли-
попротеинов низкой плотности (ЛПНП).
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состояние хроматина, путем каталитического
удаления ацетильной группы с остатков ε-N-аце-
тиллизина в молекулах гистонов и других бел-
ков-субстратов, что подробнее будет рассмотре-
но ниже. В частности, в условиях OS выявлено
гипоацетилирование гистона Н3 в районе промо-
тора HAMP с одновременным блокированием
присоединения к промотору транскрипционных
факторов C/EBPα и STAT3 и падением экспрес-
сии HAMP. Наоборот, в присутствии антиокси-
дантов содержание мРНК НАМР в HCV-инфи-
цированных клетках увеличивалось, как и при
воздействии ингибитора трихостатина А (TSA),
не избирательно блокирующего активность всех
цинкзависимых HDAC (пан-HDAC-ингибирова-
ние). В присутствии TSA наблюдалось накопление
ацетилированной формы гистона Н3 (H3K9ac) и
восстановление связывания C/EBPα и STAT3 с
промотором гепсидина [9]. К сожалению, высо-
кая токсичность TSA в отношении клеток гепато-
мы маскировала его антивирусное действие.
Только через 5 лет в качестве агента, более селек-
тивно, чем TSA, блокирующего репликацию HСV
в клеточной системе, был изучен другой мульти-
потентный (широкого спектра действия) ингиби-
тор HDAC – вориностат (SAHA) [10]. Детально ме-
ханизмы влияния OS на регуляцию экспрессии
гепсидина рассмотрены ниже.

ВЗАИМОСВЯЗЬ СИГНАЛЬНОГО ПУТИ 
JAK/STAT3 И ПРОЛИФЕРАЦИИ HCV

Как и следовало ожидать, механизм антивирус-
ной активности IL-6 тесно связан с его сигнальной
функцией. Известно, что взаимодействие этого
цитокина с рецепторными белками IL-6Rα и
gp130 приводит к образованию гексамерного
трансмембранного комплекса (IL-6/IL-6Rα/gp130)2.
На следующей стадии к комплексу со стороны
цитозоля присоединяются две молекулы кина-
зы JAK1/2, при этом происходит их сближение и
трансактивация. Затем они фосфорилируют
остатки тирозина в gp130 в составе комплекса, что
вызывает присоединение молекул SHP-2 и STAT.
Их последующее фосфорилирование киназами
JAK1/2 запускает два основных gp130-зависимых
сигнальных пути: SHP-2/ERK МАРК-каскад и
STAT3 [12]. Чтобы оценить роль STAT3 в антиви-
русном ответе, Zhu и соавт. применили индуци-
бельную систему, в которой активация сигналь-
ного пути STAT3 происходила независимым от
цитокинов и рецепторов образом [2]. Авторы ис-
пользовали созданную ранее конструкцию слито-
го белка STAT3ER, в которой кодирующая после-
довательность STAT3 ассоциирована с последова-
тельностью лиганд-связывающего домена рецептора
эстрогена ER-LBD [13]. Такая конструкция позво-
ляла активировать сигнальную функцию STAT3ER
без участия киназ, но путем добавления синтети-

ческого лиганда 4-гидрокситамоксифена (4-HT),
после чего белок переставал регулироваться ци-
токинами и факторами роста [14].

Данный подход реализован на клетках линии
FCA1, поддерживающих размножение репликона
HCV (родительская линия клеток Нuh7) [15]. По-
сле трансфекции и отбора по устойчивости к пу-
ромицину получили стабильную линию клеток
FCA1-STAT3ER, экспрессирующую соответству-
ющий слитый белок. Добавление 4-НТ к этим
клеткам приводило к подавлению репликации ви-
руса, тогда как в клетках исходной линии FCA1
уровень вирусной РНК оставался неизменным [2].
Работоспособность белка STAT3ER подтвержда-
лась его димеризацией, необходимой для актива-
ции в ответ на добавление 4-НТ, а также повыше-
нием активности репортерной люциферазы, экс-
прессия которой находилась под контролем STAT3-
связывающего мотива репортерной плазмиды.
Кроме того, в клетках линии FCA1-STAT3ER на-
блюдалась прямая корреляция между STAT3-зави-
симой экспрессией мембранного IFN-чувстви-
тельного белка IFITM3/1-8U и антивирусным
действием STAT3. Обнаруженная корреляция
имела характер причинно-следственной связи,
поскольку ранее показали, что сверхэкспрессия бел-
ка IFITM3/1-8U в клетках линии FCA1, трансфици-
рованных соответствующим вектором, приводила к
двукратному снижению уровня РНК HCV в срав-
нении с контролем [15].

В настоящее время описано несколько моле-
кулярных механизмов антивирусного действия
IFITM3/1-8U, наиболее важные из которых:
(i) ингибирование IRES-опосредованной транс-
ляции HCV [16]; (ii) нарушение клеточного го-
меостаза холестерина, эфиры которого входят в
состав липидных капель, формирующих вирус-
ные реплисомы (рис. 1) [17]; и (iii) блокирование
проникновения вируса в клетку [18]. Нельзя так-
же исключить возможность ингибирования ре-
пликации HCV путем ранее установленного взаи-
модействия IFITM3/1-8U и трансмембранного
белка VAPA [17, 19]. Дело в том, что гетеродимер
двух родственных белков VAPA и VAPВ играет
важную роль в пролиферации HCV, принимая уча-
стие в позиционировании вирусного комплекса
репликации на мембране липидного рафта клет-
ки-хозяина за счет взаимодействия с неструктур-
ными белками NS5A и NS5B [11, 20]. Следователь-
но, повышение экспрессии IFITM3/1-8U гипоте-
тически может иметь следствием вытеснение
VAPA из состава комплекса репликации на по-
верхности двухмембранных везикул реплисомы
(рис. 1). Это тем более возможно, поскольку и
IFITM3/1-8U, и VAPA изначально локализованы
на мембране ER, где одинаково ориентированы в
направлении цитозоля [18, 21]. Подобный меха-
низм ингибирования репликации HCV описан
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ранее у основного белка антивирусного клеточ-
ного ответа – виперина [22].

На биологическую значимость STAT3-зависи-
мых противовирусных механизмов в инфициро-
ванных гепатоцитах указывает также то, что вирус
выработал эффективную стратегию уклонения от
иммунного ответа, вызванного инфицированием
или терапевтическим применением IFN-α. Так,
еще в 2003 году Hosui и соавт. показали, что экс-
прессия кор-белка HCV в клетках печени мышей
предотвращает фосфорилирование JAK1/2 и
STAT3 и тем самым ингибирует STAT3-опосредо-
ванную транскрипцию, стимулированную IL-6 [23].
Оказалось, что кор-белок HCV способен связывать-
ся с JAK1/2, причем важную роль в этом процессе
играет последовательность 79PGYPWP84 в кор-
белкe. Единичная замена P82A в кор-белке вос-
станавливала активирующее действие IL-6 на
JAK/STAT-зависимую экспрессию репортерного
гена люциферазы, что подтверждало роль взаимо-
действия кор-белка и JAK1/2 как фактора, опреде-
ляющего блокирование работы сигнального пути.
Позже аналогичные результаты получили на клет-
ках гепатокарциномы человека, инфицированных
клоном HCV генотипа 2a (J6/JFH1), продуцирую-
щим вирусные частицы с высоким выходом [24].
Двойная замена остатков пролина в JAK-связы-
вающем мотиве вирусного кор-белка (79AG-
YAWP84) резко снижала инфекционность вируса,
несмотря на эффективную репликацию его геном-
ной РНК. Эти результаты убедительно свидетель-
ствуют о том, что взаимодействие между кор-белком
HCV и белком JAK необходимо для эффективного
воспроизводства инфекционных вирусов.

Описан и другой механизм, согласно которому
HCV блокирует JАК/STAT3-зависимый сигнал.
Обнаружено, что содержание STAT3 в печени
больных хроническим гепатитом С (СНС) значи-
тельно ниже контрольных значений. Такой же
результат получен в клетках Huh7, трансфициро-
ванных полноразмерным вирусным репликоном.
Показано, что сохранение эффективной репли-
кации HCV в культуре клеток в присутствии им-
муномодуляторов и цитокинов связано с наруше-
нием передачи JАК/STAT3-зависимых сигналов
[25]. Позднее были опубликовали данные о бло-
кировании сигнального пути JAK/STAT3 как в
первичных иммунных клетках, так и в гепатоци-
тах больных СНС, не прошедших стандартный
курс лечения IFN-α/рибавирином [26]. Оказа-
лось, что хотя у HCV-инфицированных пациен-
тов содержание мРНК STAT1 и STAT3 во всех ос-
новных популяциях клеток оставалось на уровне
контроля, содержание обоих факторов в виде
белка было снижено. На примере инфекционной
клеточной системы HCVcc, поддерживающей ре-
пликацию вируса штамма JFH-1 генотипа 2а на
высоком уровне, удалось показать, что в HCV-ин-
фицированных клетках суммарное количество

убиквитинированного белка выше, чем в контро-
ле, имитирующем инфекцию. Оказалось, что в
этих клетках STAT3 по большей части также
убиквитинирован и подвергается протеасомной
деградации, что, вероятно, и позволяет HCV фор-
мировать резистентность к терапии IFN-α.

УЧАСТИЕ ГЕПСИДИНА В КЛЕТОЧНОМ 
ОТВЕТЕ НА HCV-ИНФЕКЦИЮ

Как сказано выше, гепсидин – это централь-
ный регулятор гомеостаза железа, причем един-
ственной мишенью, связываясь с которой гепси-
дин контролирует этот процесс, является ферро-
портин (Fpn). Этот белок обеспечивает экспорт
железа, располагаясь в мембранах абсорбтивных
энтероцитов кишечника, макрофагов, гепатоци-
тов и плацентарных клеток. Fpn транспортирует
Fe2+ совместно с медьзависимыми ферроксидаза-
ми (гефестин и церулоплазмин), которые облег-
чают экстракцию железа из ферропортинового
канала и последующую нагрузку Fe3+ на транс-
феррин плазмы [3, 4]. Для изучения взаимодей-
ствия ферропортина с экзогенным гепсидином
Nemeth и соавт. создали стабильную клеточную
линию (НЕК293-Fpn), в которой экспрессия хи-
мерного Fpn-GFP мыши находилась под контро-
лем стероид-индуцируемого промотора [27]. По-
лученные данные указывали на то, что за связы-
вание с ферропортином отвечает N-концевой
фрагмент гепсидина, после чего происходит ин-
тернализация Fpn в цитоплазму клетки, его
убиквитинирование и деградация в лизосомах.
В результате выход Fe2+ в среду становится не-
возможным и наблюдается увеличение содержа-
ния железа внутри клетки. Позднее уточнили, что
интернализация ферропортина возможна только
в виде димерного комплекса (Fpn-НАМР)2, в со-
ставе которого после присоединения и трансак-
тивации двух киназ JAK2 происходит фосфори-
лирование остатков тирозина Y302 и Y303 в каж-
дом из двух белков Fpn [28]. Важно отметить, что
в культуре гепатоцитов, активно экспрессирую-
щих Fpn, его деградацию равно вызывали и синте-
тический, и эндогенно секретируемый гепсидин,
что позволило ясно идентифицировать гепатоциты
как клеточную мишень данного дефенсина [29].

У 30–40% больных СНС в плазме крови повы-
шено содержание железа, ферритина, а также
увеличен уровень насыщения железом трансфер-
рина [30]. В этой связи активно изучали механизмы,
посредством которых HCV-инфекция провоци-
рует избыточное накопление железа в организме
больного. В настоящее время признано, что воз-
действие вируса на метаболизм железа осуществ-
ляется путем снижения экспрессии гепсидина,
что, в свою очередь, приводит к возрастанию ак-
тивности Fpn в абсорбтивных энтероцитах ки-
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шечника [31]. Однако имеет ли повышение уровня
железа в организме больного какое-либо значе-
ние для репликации вируса или это просто одно
из негативных последствий персистирующей ин-
фекции, до сих пор остается невыясненным, по-
скольку данные на этот счет весьма противоречивы
[30, 31]. Так, например, добавление экзогенных
комплексных соединений Fe2+ ингибирует актив-
ность рекомбинантной вирусной РНК-зависи-
мой РНК-полимеразы in vitro, а также резко по-
давляет размножение высокопродуктивного HCV
генотипа 2а (JFH-1) в клеточной инфекционной
системе [32, 33]. С другой стороны, анализ образ-
цов биопсии печени пациентов с CHC, инфици-
рованных вирусом генотипов 1b и 2b, выявил по-
ложительную корреляцию между уровнем железа, с
одной стороны, и РНК HCV и мРНК фактора
eIF3, необходимого для IRES-зависимой транс-
ляции вирусного генома, с другой [34].

Неожиданным оказался тот факт, что не толь-
ко размножение вируса подавляет экспрессию
гепсидина, но и наоборот – добавление экзоген-
ного гепсидина может снижать экспрессию ви-
русных белков и РНК [35]. Так, в клетках Huh7.5,
инфицированных вирусом изолята JFH1 или хи-
мерой последнего – JC1, наблюдался сильный
противовирусный эффект гепсидина, связанный
с активацией STAT3, предположительно, через
JAK-зависимое фосфорилирование. Дополни-
тельные эксперименты по нокдауну STAT3 под-
твердили важную роль этого фактора в индуциро-
ванной гепсидином противовирусной активно-
сти. Интересно, что инкубация с гепсидином
вызывала значительное повышение его собствен-
ной мРНК в клетках Huh7.5, указывая на суще-
ствование положительной обратной связи, воз-
никающей за счет STAT3-зависимой активации
экспрессии НАМР [5, 6]. Клинические исследова-
ния подтверждают строгую отрицательную кор-
реляцию между содержанием гепсидина в крови
больных СНС и вирусной нагрузкой. Такие ре-
зультаты в свете всего сказанного можно тракто-
вать как свидетельство анти-HCV-активности
гепсидина in vivo [36].

Механизм, посредством которого гепсидин за-
пускает фосфорилирование STAT3, необходимое
для активации фактора, подробно изучен на при-
мере макрофагов мыши, в которых с помощью
цитрата Fe3+ индуцировали экспрессию Fpn [37].
Так, добавление гепсидина к макрофагам, активи-
рованным цитратом железа, вызывало ассоциацию
Fpn с киназой JАК2, с ее последующей активацией,
как описано ранее для клеток НЕК293-Fpn [28].
Комплекс (JAK2-Fpn-НАМР)2 рекрутировал в
свой состав STAT3, что подтверждено совместной
коиммунопреципитацией JАК2 и SТАТ3 с Fpn в
присутствии гепсидина. Более того, фосфорили-
рование STAT3, связанного с комплексом по

остатку Y705, предполагает переход данного фак-
тора в активное состояние. Таким образом, мем-
браносвязанный белок Fpn можно рассматривать
как рецептор гормона гепсидина, при этом в ре-
зультате связывания рецептора и гормона проис-
ходит активация сигнального пути STAT3 [3].
Действительно, глобальный анализ мРНК в мак-
рофагах, экспрессирующих ферропортин, после
обработки гепсидином выявил изменение уров-
ня экспрессии широкого спектра генов, в
первую очередь регулирующих цитокин-инду-
цированные воспалительные реакции, контро-
лируемые SТАТ3.

РОЛЬ HDAC3 В ЭПИГЕНЕТИЧЕСКОЙ 
РЕГУЛЯЦИИ ЭКСПРЕССИИ HAMP

HDAC образуют обширное семейство фермен-
тов, осуществляющих эпигенетическую регуля-
цию экспрессии генов и контролирующих струк-
турно-функциональную реорганизацию хрома-
тина и цитоскелета. Выделяют цинкзависимые
HDAC классов I, II и IV, которые гидролизуют
амидные связи в ε-N-ацетиллизиновых остатках
белков-субстратов, а также HDAC класса III, обо-
значаемые как SIRT (сиртуины), использующие
для деацетилирования кофермент NAD+ [37].
Цинкзависимые HDAC могут локализоваться ли-
бо в ядре (HDAC1/2/3 класса I), либо в ядре и цито-
плазме (HDAC8 класса I и HDAC4/5/7/9 класс IIa),
либо в цитоплазме (HDAC6/10 класса IIb и HDAC11
класса IV). При этом HDAC класса IIa не облада-
ют деацетилирующей активностью, но при пере-
мещении в ядро связываются с HDAC3 в составе
регуляторных комплексов, влияя таким образом
на эффективность деацетилирования гистонов и
факторов транскрипции [39].

В регуляции экспрессии гепсидина принимает
участие HDAC3 (рис. 2), что впервые показали
Pasricha и соавт. в 2017 году [40]. Первоначальное
тестирование шести ингибиторов HDAC различной
селективности обнаружило усиление экспрессии
НАМР в клетках Huh7 только в присутствии се-
лективного ингибитора HDAC3 (RGFP966), при-
чем активность сигнального пути ВМР/SMAD,
также участвующего в регуляции гепсидина,
оставалась на уровне контроля. К аналогичному
результату приводили и встречные эксперименты
по нокдауну HDAC3. Наоборот, в клетках, сверх-
экспрессирующих HDAC3, наблюдалось сниже-
ние экспрессии HAMP, но не генов, регулируе-
мых по BMP/SMAD-зависимому пути. Кроме того,
ChIP-seq-анализ материала из печени мыши по-
казал, что содержание HDAC3 в локусе гепсидина
в районе старта транскрипции значительно вы-
ше, чем в области отрицательного контроля и яв-
ляется примерно таким же, как и в локусе CDKN1,
взятом в качестве положительного контроля, учи-
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тывая прямое участие HDAC3 в регуляции экс-
прессии р21 [41].

Изучена также роль корепрессора NCoR1 в ре-
гуляции экспрессии НАМР в клетках Huh7. Нок-
даун и NCoR1, и HDAC3 по отдельности повышал
экспрессию гепсидина, а одновременный нок-
даун обоих генов давал эффект синергии [41]. Та-
ким образом, HDAC3 необходим, но недостато-
чен для эффективной репрессии транскрипции
гена HAMP гепсидина. Совместное присутствие
HDAC3 и NCoR1 в составе репрессорных ком-
плексов описано еще в 2000 году [42]. Значение
этого наблюдения возросло после того, как было
показано, что взаимодействие HDAC3 с DAD-до-

меном NCoR1 резко повышает деацетилазную
активность фермента in vivo, что во многом гаран-
тирует эффективность репрессии транскрипции
(рис. 2) [43].

Сложная структурно-доменная организация
NCoR1 объясняется его центральной ролью в
сборке и функционировании репрессорного ком-
плекса. Так, за доменом DAD следует родствен-
ный ему домен HID, который непосредственно
связывает N-концевые последовательности гисто-
нов, предпочтительно деацетилированных, что до-
полнительно увеличивает силу репрессии [44].
Кроме того, в составе NCoR1 выделяют три доме-
на RD, ответственных за взаимодействие с регуля-
торными белками, и три изолейцин-богатых доме-
на RID, отвечающих за взаимодействие с ядерны-
ми рецепторами и факторами транскрипции,
включая STAT3. Как правило, RID-домены коре-
прессоров присоединяются к той же области
ядерных рецепторов, что и коактиваторы, что
усиливает антагонизм их действия (рис. 3) [45].

В 2012 году Watson и соавт. показали, что ино-
зитол-1,4,5,6-тетрафосфат (IP4) выполняет роль
кофермента HDAC3 [46]. В ходе уточнения кри-
сталлической структуры комплекса HDAC3-DAD,
полученного в результате транзиторной трансфек-
ции в клетках НЕК-293F, идентифицирована мо-
лекула IP4, внедренная в стык между HDAC3 и
DAD-доменом. Связывание IP4 не только стаби-
лизировало взаимодействие двух белков в каче-
стве “межмолекулярного клея”, но и облегчало
доступ ацетилированного субстрата к активному
центру и повышало активность фермента. Мута-
ции, разрушающие комплекс HDAC3-DAD,
инактивировали HDAC3, подтверждая необходи-
мость связывания с DAD-доменом для фермента-
тивной активности. Однако мутации некоторых
остатков DAD-домена, расположенных в районе
сайта связывания IP4, существенно инактивиро-

Рис. 2. Схематическое представление регуляторного
контура HCV-HDAC3-STAT3-НАМР. Острая HCV-
инфекция индуцирует IL-6/STAT3-зависимый про-
тивовирусный ответ. Активированный pSTAT3 регу-
лирует экспрессию гепсидина (НАМР) по механизму
положительной обратной связи (↑↓). На стадии хро-
нической HCV-инфекции происходит ROS-зависи-
мая стабилизация комплекса, образованного HDAC3
и корепрессором ядерных рецепторов 1 (NCoR1), что
приводит к подавлению экспрессии НАМР и содей-
ствует персистентной вирусной инфекции. В свою
очередь, фармакологическое ингибирование HDAC3
(HDACi) восстанавливает экспрессию НАМР и по-
давляет репликацию HCV. Влияние Fe2+ на размно-
жение вируса имеет, вероятно, двунаправленный ха-
рактер (>↓) и его роль в репликации HCV ясна не до
конца.

HDACi HDAC3
NCOR1

ROS IL-6

pSTAT3

HAMP Fe2+

HCV

Рис. 3. Упрощенная схема активации экспрессии гепсидина (НАМР) при ингибировании активности гистондеацети-
лазы 3 (HDAC3). HDAC3 в комплексе с корепрессором NCoR1 связывается с димером STAT3 и способствует подавле-
нию транскрипции гена НАМР за счет деацетилирования гистонов. Белки TBL1/TBLR1, стабильно присутствующие
в комплексе, участвуют в репрессии транскрипции, в обмене корепрессора на коактиватор и в убиквитинировании и
деградации NCoR1, в то время как молекулярная функция регуляторного белка GPS2 в составе комплекса не ясна.
Связывание ингибитора фермента (HDACi) c HDAC3 дестабилизирует репрессорный комплекс, что облегчает присо-
единение коактиватора (NCoA/SRC1a) и гистон-ацетилтрансферазы (СРВ/р300) к димеру STAT3 и обеспечивает тем
самым транскрипцию гена НАМР в том числе и за счет ацетилирования гистонов.
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вали HDAC3, не нарушая при этом белок-белко-
вое взаимодействие. Эти результаты указывали на
то, что присутствие IP4 способствует усилению
деацетилазной активности. Дополнительные экс-
перименты in vitro с использованием рекомби-
нантных белков HDAC3 и SMRT (аналог NCoR1)
показали, что IP4 увеличивает каталитическую
эффективность комплекса HDAC3-SMRT против
ацетилированного фрагмента гистона H4 АК12-
18(K16ac) приблизительно в 2.5 раза (значение
kcat/Km) [47].

ОКИСЛИТЕЛЬНЫЙ СТРЕСС РЕГУЛИРУЕТ 
АКТИВНОСТЬ HDAC3

В ответ на развитие OS включается дополни-
тельный механизм HDAC-зависимой регуляции
экспрессии гепсидина, детали которого до сих
пор не определены [9]. Однако мы полагаем, что
этот механизм можно реконструировать с боль-
шой достоверностью, опираясь на современные
данные. Дело в том, что взаимодействие HDAC3 с
DAD-доменом NCoR1 необходимо, но недоста-
точно для максимальной активации деацетили-
рования, и конечная настройка работы комплек-
са происходит уже после его сборки.

В ответ на HCV-индуцированный OS происхо-
дит падение экспрессии НАМР, что соответствует
повышению активности HDAC3 [9], однако мы
не нашли никаких указаний на положительную
корреляцию между уровнем ROS и содержанием
IP4. С другой стороны, известно, что кофермент
NADPH является ключевым кофактором антиок-
сидантной защиты. Он служит донором восстано-
вительного потенциала глутатионредуктаз (GR) и
тиоредоксинредуктаз (TrxR), превращающих
окисленные формы глутатиона и тиоредоксинов в
их исходное восстановленное состояние [48, 49].
Недавно обнаружена независимая от клеточного
метаболизма функция NADPH в модуляции эпиге-
нетического статуса и транскрипции. Оказалось, что
снижение клеточного уровня NADPH вследствие
нокдауна МЕ1 или МЕ2 (гены цитозольной или
митохондриальной малатдегидрогеназы) снижа-
ет уровень общего ацетилирования гистонов и
транскрипции в адипоцитах и в опухолевых клет-
ках [50]. При этом введение в клетки NADPH с
помощью системы X-tremeGENE, предназначен-
ной для трансфекции ДНК, вызывало дозозави-
симое накопление ацетилированной формы ги-
стонов Н2В, Н3 и Н4.

Причиной наблюдаемых закономерностей
была способность NADPH непосредственно вза-
имодействовать с HDAC3 и разрушать комплекс
HDAC3-NCoR1 или HDAC3-SMRT, препят-
ствуя, тем самым активации HDAC3. Cуществен-
но, что NADPH и IP4, по-видимому, связывались
с одними и теми же доменами HDAC3, причем
NADPH имел более высокое сродство к HDAC3,

чем IP4. Таким образом, в то время как IP4 спо-
собствовал образованию комплекса HDAC3-
NCoR1, NADPH ингибировал его. В эксперимен-
тах с меченной Flag HDAC3, выделенной из кле-
ток HEK293T, показано, что и IP4, и NADPH
влияют на активность HDAC3 дозозависимым
образом, при этом IP4 увеличивает активность, а
NADPH – уменьшает. Ни одна из других форм
кофермента (NADP+, NADH или NAD+) не влия-
ла на ферментативную активность HDAC3, так
как все они обладали в 100–200 раз меньшей аф-
финностью к ферменту, чем NADPH.

В ходе HCV-инфекции NADPH играет двоя-
кую роль в регуляции промотированного вирусом
OS. С одной стороны, кофермент, как обычно,
обеспечивает восстановительную активность
глутатион- и тиоредоксинредуктаз, а с другой,
участвует в постоянном генерировании ROS
NADPH-оксидазой 4 (NOX4), экспрессию кото-
рой индуцирует кор-белок HCV [51, 52]. Все вме-
сте это может означать, что уровень NADPH в
инфицированной клетке снижается, поскольку
при осуществлении как антиоксидантной, так и
прооксидантной активности кофермента, NADPH
расходуется за счет окисления. Действительно,
многочисленные клинические исследования пока-
зывают, что в тканях печени пациентов с СНС
многократно снижено соотношение глутатиона и
глутатионредуктазы, которое, сверх того, корре-
лирует с усилением перекисного окисления ли-
пидов и накоплением железа [53‒55]. Таким об-
разом, у наc есть все основания полагать, что в
условиях OS снижение клеточной концентрации
NADPH имеет результатом присоединение IP4 к
вакантному сайту общего связывания с комплек-
сом HDAC3-NCoR1 и его стабилизацию. В свою
очередь, это приводит к усилению деацетилазной
активности фермента и, следовательно, к подав-
лению экспрессии HAMP.

РОЛЬ HDAC3 В РАВНОВЕСИИ 
КОРЕПРЕССОР/КОАКТИВАТОР

Укоренившийся взгляд на то, что деацетили-
рование гистонов регулирует экспрессию генов
прежде всего за счет изменения трехмерной
структуры хроматина и компактизации ДНК,
весьма односторонен и требует существенного
уточнения. Такой механизм регуляции необходим
в качестве своеобразного “шлагбаума”, перекры-
вающего доступ транскрипционного аппарата к
протяженным кластерам молчащих генов гетеро-
хроматина. Однако для регуляции экспрессии ак-
тивных генов эухроматина HDAC должны реаги-
ровать на поступающие сигналы быстро и строго
в границах соответствующих регуляторных райо-
нов или даже промоторов. Указанные требования
обеспечиваются присутствием HDAC в составе
репрессорных комплексов, и, наоборот, гистон-
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ацетилтрансферазы (НАТ) рекрутируются в ком-
плексы активации транскрипции [56, 57]. Ниже
будут рассмотрены возможные механизмы пере-
ключения экспрессии НАМР из режима репрес-
сии в режим активации в ответ на действие инги-
биторов HDAC3 (рис. 3).

Самый универсальный механизм – присоеди-
нение к корепрессорному комплексу дестабили-
зирующих лигандов, в число которых входят гор-
моны, метаболиты или химические агенты со
свойствами лигандов ядерных рецепторов [58,
59]. Как упоминалось выше, транскрипционный
фактор STAT3 после активации путем фосфори-
лирования и димеризации связывается с соответ-
ствующим мотивом промотора НАМР [5, 6] и в за-
висимости от клеточного сигнала рекрутирует
либо корепрессор NCoR1, либо коактиватор
NCoA/SRC1a (рис. 3) [60]. Стоит заметить, что опи-
санное в предыдущей главе угнетение ассоциации
NCoR1 с HDAC3 в присутствии NADPH [50] мож-
но рассматривать как действие лиганда-метаболи-
та, назначение которого – активировать экспрес-
сию целевого гена НАМР в условиях нормоксии.

Могут ли ингибиторы деацетилазной активно-
сти HDAC3 играть роль лигандов, дестабилизирую-
щих корепрессорный комплекс HDAC3-NCoR1 –
точно не известно [58]. Однако в случае фармако-
логического ингибирования HDAC4 достоверно
показано, что связывание ингибитора (TFMK) с
активным сайтом белка-мишени меняет его
сродство к белкам-партнерам. Гетеродимер
HDAC3-SMRT, действуя как каркас для сборки
мультибелкового репрессорного комплекса, при-
соединял к себе HDAC4 в качестве регуляторного
элемента. Данные кристаллографического анали-
за и встречного мутагенеза показывают, что RD3-
домен SMRT взаимодействует с районом, примы-
кающим к активному центру HDAC4 [61, 62]. Как
и следовало ожидать, после внедрения ингибито-
ра в канал активного центра HDAC4 в этом сег-
менте белка происходили существенные конфор-
мационные изменения, которые снижали эффек-
тивность взаимодействия с RD3-SMRT [63].

Необходимо отметить, что ингибиторы HDAC
прямо влияют на транскрипцию STAT-регулируе-
мых генов, поскольку большинство факторов
транскрипции этого семейства служат субстрата-
ми HDAC [64]. В 2005 году Yuan и соавт. показали,
что под действием цитокинов в клетках рака мо-
лочной железы происходит опосредованное НАТ
р300-ацетилирование STAT3 по остатку Lys685.
Эта модификация была обратимой благодаря ак-
тивности локализованных в ядре цинкзависимых
HDAC класса I, главным образом HDAC3 [65].
В экспериментах с клеточной линией РС-3 рака
предстательной железы человека, в которой экс-
прессировался мутантный STAT3, содержащий
замену Lys685Arg, обнаружили, что ацетилирова-

ние Lys685 критично для формирования стабиль-
ного гомодимера STAT3 и усиления транскрип-
ции генов прохождения клеточного цикла. Более
того, TSA, пан-ингибитор HDAC, способствовал
накоплению STAT3K685ac и индуцировал экс-
прессию циклина D1, но только в клетках, экс-
прессирующих STAT3 дикого типа.

Описан еще один механизм подавления сбор-
ки корепрессорного комплекса в зависимости от
уровня ацетилирования гистонов. Как минимум,
три белка в составе комплекса – NCoR1, TBL1 и
TBLR1 – считывают гистоновый код, преимуще-
ственно связываясь со свободными остатками
лизинов гистоновых “хвостов” (рис. 3). HID-до-
мен NCoR1 или SMRT, как показано, выполняет
несколько важных функций: (i) увеличивает аф-
финность части комплекса HDAC3-DAD к гисто-
новому субстрату, способствуя его деацетилиро-
ванию; (ii) увеличивает силу репрессии за счет
высокого сродства к деацетилированным гисто-
нам; (iii) блокирует НАТ-зависимое ацетилиро-
вание гистонов [66]. Домены RD1 и RD4 в составе
NCoR1/SMRT взаимодействуют с N-концевой и
C-концевой последовательностями белков TBL1
и TBLR1. Оба эти белка связывают гистоны Н2В
и Н4, причем эффективность репрессии положи-
тельно коррелирует с силой их взаимодействия с
гистонами [67]. Предложена модель, в которой
деацетилирование, осуществляемое первона-
чальным набором нестабильных комплексов на
базе NСоR1/SMRT через их взаимодействие с
фактором транскрипции, например, рецептором
тиреоидных гормонов, генерирует гистоновый
код, который служит для сборки и стабилизации
конечного репрессорного комплекса [68]. Оче-
видно, что фармакологическое ингибирование
HDAC3 препятствует всем перечисленным взаи-
модействиям и, как следствие, не образуется ста-
бильный репрессорный комплекс.

При нарушении сборки корепрессорного ком-
плекса происходит конкурентное взаимодей-
ствие ДНК-связанного димера STAT3 с белком
коактиватором NСoA/SRC1а и двумя паралогич-
ными НАТ СРВ/р300 (рис. 3). Анализ взаимодей-
ствия делеционных мутантов позволил устано-
вить, что стимулирующую транскрипционную
активность коактиваторного комплекса обеспе-
чивает НАТ СРВ, контактирующая с централь-
ным AD1-доменом NСoA/SRC1а [69]. Далее
первичный коактиваторный комплекс рекрути-
рует многочисленные эпигенетические модулято-
ры, в том числе аргинин/лизинметилтрансферазы.
Совместное действие рекрутированных фермен-
тов приводит к ремоделированию структуры
хроматина, что делает возможной сборку на про-
моторе общих факторов транскрипции и РНК-
полимеразы II в единый мультибелковый функ-
ционально-активный транскрипционный ком-
плекс [70].
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ИНГИБИТОРЫ HDAC3 
КАК ПРОТИВОВИРУСНЫЕ АГЕНТЫ

Эпигенетические механизмы, по которым
фармакологическое ингибирование HDAC мо-
жет приводить к подавлению репликации HCV,
впервые изучили на примере двух ингибиторов –
TSA и вориностата (SAHA, рис. 4) [10]. ChIP-seq-
анализ клеток гепатомы человека после инкуба-
ции с SAHA указал на два ключевых гена, регули-
руемых HDAC. Выявлена сильная положительная
регуляция гена остеопонтина (OPN) и сильная от-
рицательная – аполипопротеина А1 (АPOА1).
Важность белковых продуктов этих генов в ре-
пликации HCV подтверждена с помощью cверх-
экспрессии OPN и нокаута АPOА1 – в обоих слу-
чаях репликация вируса тормозилась, о чем сви-
детельствовало резкое снижение люциферазного
сигнала репликона. Авторы исключили ингиби-
рующий механизм, связанный со специфической
для печени микроРНК-122, которая в норме спо-
собствует пролиферации вируса [71], показав, что
SAHA не влияет на ее экспрессию.

Через пять лет подробно разобрали механизм
анти-HCV действия SAHA и селективного инги-
битора HDAC3 RGFP966 [70]. Оба препарата эф-
фективно подавляли пролиферацию HCV в си-
стеме клеточного репликона. Были подтвержде-
ны данные о влиянии ингибирования HDAC на
экспрессию генов гепсидина (НАМР) и аполипо-
протеина А1 (АPOА1) [9, 10]. Кроме того, впервые
показано накопление ацетилированной формы
STAT3 при инкубировании клеток в присутствии
RGFP966. Основываясь на данных об активации
с помощью RGFP966 экспрессии НАМР in vivo
[40], на животных моделях установлено значение
HDAC3 как перспективной мишени антивирус-
ной терапии. С этой целью использовали воспри-
имчивую к вирусу линию ген-модифицирован-
ных мышей с введенными генами человека CD81

(TSPAN28) и окклюдина (OCLN). Лечение HCV-
инфицированных животных с помощью SAHA и
RGFP966 показало высокую, приблизительно
равную, эффективность обоих препаратов.

Другой пан-ингибитор HDAC, фармакологи-
чески ориентированный на гепсидин, – 4-фенил-
бутановая кислота (4-PBA, рис. 4) [73]. Интересно,
что 4-PBA усиливала экспрессию HAMP, вызывая
в соответствующем локусе модификацию гистона
Н3К27ac, а не Н3К9ac, как описано ранее для
TSA и RGFP966. Возможно, что это отличие имело
следствием неожиданно сильную активацию сиг-
нала IFN-α. Дополнительный вклад в антивирус-
ное действие 4-PBA вносило ее деструктивное
влияние на формирование HCV-реплисом –
двухмембранных везикул (DMV), ассоцииро-
ванных с вирусным комплексом репликации
(рис. 1). Интересно, что противовирусная актив-
ность 4-PBA и в клеточной системе, и на живот-
ных моделях показана на одних и тех же клетках
гепатомы человека Huh7.5-Con1, поддерживае-
мых в адгезионной культуре или пересаженных в
печень мышей с иммунодефицитом.

Селективным ингибитором HDAC класса I и
одновременно эффективным блокатором репли-
кации HCV в клеточной системе оказался N '-про-
пилгидразид 4-замещенной бензойной кислоты
(Cmpd12a-PH, рис. 4) [74]. Однако между силь-
ной противовирусной активностью Cmpd12a-PH
(EC50 = 25 нM и TI = 400) и накоплением ацети-
лированных форм гистона Н3К9/К14ac наблю-
дался значительный концентрационный разрыв.
Нельзя исключить, что в присутствии Cmpd12a-
PH, как и 4-ВРА [73], накапливается Н3К27ac,
что и могло стать причиной наблюдаемого несо-
ответствия. Это можно также объяснить суще-
ствованием другой высокочувствительной анти-
вирусной мишени. Следует заметить, что ингиби-
торы HDAC, в структуру которых в качестве

Рис. 4. Структура ингибиторов гистондеацетилаз − блокаторов репликации HCV – гидроксамовых кислот TSA и SAHA,
орто-аминоанилида RGFP966, карбоновой кислоты 4-РВА и N′-пропилгидразида Cmpd12a-PH.

N
H

N

O O
OH

TSA

O

H
N

N
H

OH
O

SAHA

N
N H

N
NH2

F
O

RGFP966

O

OH

4-PBA

N

N

N
H

H
N

O

Cmpd12a-PH



436

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 3  2023

ЩЕРБАКОВА и др.

цинк-хелатирующей группы входит N'-пропил-
гидразидный остаток, проявляют максимальную
селективность ингибирования в отношении
HDAC3. Кроме того, они обладают повышенной
устойчивостью к биотрансформации в отличие от
гидроксаматов и орто-аминоанилидов (TSA, SAHA
и RGFP966 соответственно) [75].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Если исходить из общих представлений, то

удивителен сам факт эффективного подавления
вирусной репликации ингибиторами HDAC при
относительно низкой токсичности препаратов.
Учитывая ключевую роль HDAC в регуляции экс-
прессии генов, интуитивно можно ожидать са-
мых серьезных негативных последствий для орга-
низма пациентов. Однако в реальности это не
происходит или, точнее, происходит не всегда.

Дело в том, что вирусная инфекция, в частно-
сти HCV, разнонаправленно меняет экспрессию
многих генов, что позволяет вирусу репрограм-
мировать гепатоциты в состояние пермиссивно-
сти, причем экспрессия некоторых генов меняет-
ся многократно. Ингибиторы HDAC3 также дей-
ствуют разнонаправленно, эффективно подавляя
сверхэкспрессию “провирусных” генов (АРОА1)
и восстанавливая до нормы гипоэкспрессию “ан-
тивирусных” генов (НАМР и OPN). Заметим, что
ингибиторы HDAC в качестве противоопухоле-
вых препаратов аналогичным образом воздей-
ствуют на экспрессию онкогенов и генов-супрес-
соров соответственно.

Очевидно, что роль HDAC3 в устойчивой ре-
пликации HCV не ограничена модуляцией экс-
прессии трех генов, указанных выше. Вследствие
того, что HDAC3 входит в состав корепрессорных
комплексов с самыми разнообразными ядерными
рецепторами, регулирующими, например, метабо-
лизм печени или активность циркадных генов [57],
закономерно ожидать появление новых генов-ми-
шеней для анти-HCV-терапии с помощью подхо-
дящих ингибиторов HDAC3. Кроме того, HDAC3
рассматривается в качестве перспективной мише-
ни и для лечения поздних стадий СНС, когда тре-
буется воздействовать одновременно на сложный
патологический процесс в тканях печени – вирус-
ную инфекцию, клеточное старение и злокаче-
ственную трансформацию [76].

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (грант 20-04-00504) и Российского научного
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How Histone Deacetylase 3 Controls Hepcidin Expression
and Hepatitis C Virus Replication
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1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
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The key role of histone deacetylases (HDACs) in the regulation of the cellular response to infection with the
hepatitis C virus (HCV) was first demonstrated in 2008. Studying the metabolism of iron in the liver tissues
of patients with chronic hepatitis C, the authors found that the expression of the hepcidin gene (HAMP), a
hormone regulator of iron export, is markedly reduced in hepatocytes under conditions of oxidative stress
caused by viral infection. HDACs were involved in the regulation of hepcidin expression through the control
of acetylation level of histones and transcription factors, primarily STAT3, associated with the HAMP pro-
moter. The purpose of this review is to summarize current data on the functioning of the HCV-HDAC3-
STAT3-HAMP regulatory circuit as an example of a well-characterized interaction between the virus and the
epigenetic apparatus of the host cell.

Keywords: hepatitis C virus, replication, STAT3, hepcidin, oxidative stress, histone deacetylase 3, expression
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В обзоре описано использование олигонуклеотидов, в основном полученных с помощью синтеза-
торов ДНК нового поколения (микрочиповых синтезаторов ДНК), для обогащения целевых геном-
ных фрагментов. Рассмотрены способы обогащения целевых мишеней с использованием методов
молекулярной гибридизации, ПЦР и системы CRISPR-Cas9. Приведены примеры практического
применения разработанных методов для исследовательских и диагностических целей.

Ключевые слова: высокопроизводительное секвенирование, олигонуклеотиды, микрочипы, ампли-
фикация, гибридизация, диагностика, экзом, CRISPR-Cas9
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ВВЕДЕНИЕ
Несмотря на стремительное развитие технологии

ДНК-секвенирования нового поколения (NGS),
позволяющей определять полную нуклеотидную
последовательность геномов, ее использование
для прочитывания определенных областей гено-
ма затруднительно. Это касается исследований,
связанных с определением однонуклеотидных
полиморфизмов (SNP), анализом перестройки
ДНК, а также при изучении подмножеств участ-
ков генома, а не всего генома, например кодиру-
ющих белок экзонов. Для выполнения таких за-
дач необходимо проводить “целевое обогащение”
анализируемой ДНК и создание специализиро-
ванных библиотек целевых последовательностей
для последующего их секвенирования на выбран-
ной платформе NGS.

Удаление той части геномной ДНК, которая
не представляет интереса для проводимого иссле-
дования, позволяет обеспечить большую глубину
покрытия при секвенировании целевых районов
генома, увеличить число мишеней, а также зна-
чительно сэкономить время и стоимость экспе-
римента, в том числе за счет упрощения биоин-
форматического анализа результатов секвениро-
вания.

Методы обогащения мишеней можно разде-
лить на несколько категорий в зависимости от
способа захвата целевого участка ДНК. В одних
способах обогащения мишеней используют ме-
тод гибридизации нуклеиновых кислот. В этом

случае денатурированную геномную ДНК “от-
жигают” с одноцепочечными (оц) ДНК- или
РНК-зондами к целевым участкам. Связавшу-
юся с зондами геномную ДНК выделяют и се-
квенируют. Другие способы обогащения мише-
ней основаны на методе ПЦР. Используют муль-
типлексную ПЦР с десятками тысяч праймеров.
Эмульсионная ПЦР позволяет одновременно
проводить миллионы цепных реакций и полу-
чать миллионы мишеней для секвенирования.
В последние годы появились методы обогаще-
ния целевых фрагментов ДНК, основанные на
использовании РНК-программируемого ком-
плекса CRISPR-Cas9.

СПОСОБЫ ОБОГАЩЕНИЯ ЦЕЛЕВЫХ 
ФРАГМЕНТОВ ДНК С ПОМОЩЬЮ МЕТОДА 

МОЛЕКУЛЯРНОЙ ГИБРИДИЗАЦИИ

На первом этапе проводят фрагментацию (фи-
зическую или ферментативную) геномной ДНК с
последующей ферментативной репарацией кон-
цов полученных ДНК-дуплексов и пришивкой к
ним специфичных для секвенирующей платфор-
мы адаптеров. Адаптеры содержат в своем составе
“штрих-код” – уникальную последовательность
для каждого образца. После секвенирования био-
информатический анализ позволяет с помощью
этого штрих-кода группировать данные, относя-
щиеся к одному образцу. Производители наборов
для целевого обогащения ДНК поставляют от 96
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до 384 различных адаптеров, содержащих различ-
ные штрих-коды. Использование штрих-кодов
обеспечивает одновременное секвенирование
нескольких образцов и тем самым значительное
сокращение временных и финансовых затрат.

Кроме штрих-кода в адаптерах содержатся
последовательности праймеров для амплифи-
кации. С помощью ПЦР нарабатывается доста-
точное количество ДНК для последующей стадии
гибридизации с одноцепочечными зондами, ком-
плементарными целевым областям генома. Как
правило, это ДНК-зонды. Фирма “Agilent”
(США) использует в своих наборах SureSelect ги-
бридизационные РНК-зонды. Основное преиму-
щество РНК-зондов – большая стабильность
РНК:ДНК-гибридов по сравнению с ДНК:ДНК-дуп-
лексами [1].

Гибридизация на твердой поверхности

М. Zwick с сотрудниками [2] первыми исполь-
зовали слайды “Affymetrix Chip Design Group”
(США) с ковалентно связанными олигонуклео-
тидами для селекции геномных фрагментов (ме-
тод MGS, microarray-based genomic selection).

Протокол MGS включает пять основных эта-
пов (рис. 1):

1) расщепление геномной ДНК на случайные
фрагменты длиной 300 п.н;

2) репарация концевых фрагментов ДНК с до-
бавлением 3'-выступающих остатков аденина и
присоединение уникальных адаптеров с 5'-высту-
пающим тимидином;

3) гибридизация фрагментов ДНК с компле-
ментарными олигонуклеотидами на микрочипе
высокой плотности;

4) элюирование фрагментов ДНК, связанных с
зондами;

5) амплификация выделенных фрагментов с по-
мощью праймеров, интегрированных в адаптеры.

В методе использовали перекрывающиеся ги-
бридизационные зонды к обеим цепям дуплекса,
при этом каждая цепь перекрывалась зондами от
1.5 до 4 раз. На одном слайде содержалось 385 тыс.
гибридизационных зондов длиной от 50 до 93 нук-
леотидов, позволяющих проводить изотермиче-
скую гибридизацию. Зонды покрывали фрагмент
генома размером от 4 до 5 млн.п.н. Позднее их
число увеличили до 2.1 млн. Эти зонды потенци-
ально могут связаться с 34 млн.п.н. геномной по-
следовательности [3, 4].

Аналогичным методом [5] выделяли более 200 тыс.
экзонов для секвенирования. В качестве гибри-
дизационных зондов были выбраны олигонук-
леотиды к кодирующей последовательности эк-
зона длиной >60 н., перекрывающие последова-
тельность экзона со сдвигом 20 н. Всего использовали
в работе 7 слайдов (“Roche NimbleGen”, США), каж-

Рис. 1. Схема обогащения геномных фрагментов ДНК с помощью слайдов, содержащих олигонуклеотидные зонды
(метод MGS).
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дый из которых содержал 385 тыс. зондов. В зависи-
мости от применяемого протокола от 55 до 85%
выделенных фрагментов ДНК содержали целе-
вые последовательности. Метод позволяет секве-
нировать до 98% всех целевых экзонов.

Т. Albert и соавт. [6] ввели в схему дополни-
тельную процедуру ‒ амплификацию фрагментов
ДНК перед гибридизацией на микрочипе. Секве-
нирование всего экзома с использованием гибри-
дизации на микрочиповых слайдах доказало свою
полезность для выявления редких вариантов ге-
нов и мутаций, вызывающих заболевания [7, 8].
Для обогащения 1000 генов из транскриптома хлоп-
ка А. Salmon и др. [9] использовали 135 тыс. зондов,
содержащихся на слайдах “Roche NimbleGen”.

Nelson с сотрудниками [10] удалось повысить
эффективность обогащения целевых мишеней
при блокировании побочной гибридизации адап-
терных частей зондов с геномной ДНК и дубли-
ровании стадии гибридизационного обогащения
целевых мишеней.

Для выделения последовательностей генов
BRCA1 и TP53 в микрофлюидных кассетах микро-
чипового ДНК-синтезатора Geniom (“Geniom”,
Германия) синтезировали 50-членные олигонук-
леотиды [11, 12]. На основе этого синтезатора раз-
работали автоматизированный метод HybSelect
для подготовки образцов для высокопроизводи-
тельного секвенирования. Метод позволяет па-
раллельно проводить обогащение ≤8 образцов
размером от 125 т.п.н. до 1 млн.п.н. Метод был
апробирован на анализе 115 генов, ассоциирован-
ных с развитием злокачественных опухолей [13].

Несмотря на удовлетворительную производи-
тельность, разработанный метод HybSelect не ли-
шен существенных недостатков. Во-первых, для
проведения селективного выделения целевых дуп-
лексов требуется много (от 10 до 15 мкг) исходного
материала ДНК. Во-вторых, необходимость до-
рогостоящего специализированного оборудова-
ния (станции для проведения гибридизации).
В-третьих, метод хорошо работает при обогаще-
нии геномных фрагментов размером ~500 п.н., но
значительно менее эффективен в случае коротких
экзонов (~120 п.н.) [5]. В-четвертых, HybSelect
сложно масштабировать и автоматизировать.

Гибридизация в растворе

Из-за недостатков обогащения целевых фраг-
ментов ДНК на твердой поверхности “Roche
NimbleGen” и другие компании перешли на обо-
гащение мишеней в растворе, где гибридизация
идет с избытком гибридизационных зондов. Фир-
ма “Roche NimbleGen” прекратила выпуск слай-
дов для гибридизации геномных фрагментов не-
посредственно на микрочипе.

Компания “Agilent” была первой, разработав-
шей коммерческий продукт, использующий ги-
бридизацию олигонуклеотидов с геномными
фрагментами ДНК в растворе [14]. В этом методе
применяют синтезированные на микрочиповом
ДНК-синтезаторе 200-членные олигонуклеотиды,
содержащие 170-членную мишеньспецифиче-
скую последовательность, фланкированную дву-
мя праймерами для амплификации. Набор синте-
зированных олигонуклеотидов отщепляют от
слайда и подвергают двураундной ПЦР. В пер-
вом раунде используют интегрированные в по-
следовательность олигонуклеотидов праймеры,
во втором – в мишеньспецифические дуплексы
вводят последовательность промотора фага T7.
Затем, используя транскрипцию in vitro в присут-
ствии биотин-UTP, получают биотинилированные
оцРНК-зонды для выделения целевых геномных
фрагментов. Геномную ДНК случайным образом
расщепляют на фрагменты длиной ~250 п.н., к ко-
торым присоединяют адаптеры. После 12 циклов
ПЦР полученные ампликоны гибридизуют с
РНК-зондами в растворе. Биотинилированные
РНК, содержащие и не содержащие комплемен-
тарную геномную ДНК, выделяют из реакцион-
ной смеси с помощью магнитных шариков с им-
мобилизованным стрептавидином. ДНК:РНК-
гибриды разрушают и полученную ДНК ампли-
фицируют с помощью ранее введенных в состав
фрагментов геномной ДНК адаптеров (рис. 2).

Разработанный метод не требует специального
оборудования и совместим с различными секве-
нирующими платформами. Он был апробирован
на секвенировании 15 тыс. экзонов (2.5 млн.п.н.)
человеческого генома.

К основными достоинствам метода относятся:
1) высокая концентрация оцРНК-зондов, что

позволяет повысить эффективность процесса ги-
бридизации с целевыми ДНК-фрагментами;

2) относительно небольшое количество геном-
ной ДНК (0.5‒3.0 мкг) для секвенирования;

3) проведение гибридизации в растворе, что
позволяет масштабировать и автоматизировать
процесс в отличие от твердофазной гибридиза-
ции на слайдах [2];

4) нивелирование различий в гибридизации
разных аллелей благодаря использованию протя-
женных зондов;

5) возможность готовить и характеризовать боль-
шие партии РНК-зондов, что позволяет иметь стан-
дартизованный материал для использования в
большом числе экспериментов;

6) эффективность при таргетном секвенирова-
нии как множества несмежных геномных фраг-
ментов, так и протяженных геномных районов;

7) высокая специфичность – успешно опреде-
ляют 85‒90% целевых последовательностей.
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Созданы коммерческие наборы, основанные
на различных вариантах обогащения последова-
тельностей ДНК в растворе: например, Agilent
SureSelect (“Agilent”) [15], Illumina TruSeq (“Illu-
mina”, США) [16], Roche NimbleGen SeqCap EZ
(“Roche NimbleGen”) [17]. Принципиальная раз-
ница между “Agilent” и другими коммерческими
наборами заключается в природе гибридизационных

зондов: “Agilent” использует 120‒170-членные
РНК-пробы, в то время как “Roche NimbleGen”
60‒90-членные, а “Illumina” 95-членные ДНК-
зонды [3, 16]. Для процедуры проведения обога-
щения геномной ДНК в растворе применяются
стандартные 96-луночные планшеты и термоцик-
лер, то есть специализированного оборудования в
этом случае не требуется.

Рис. 2. Схема обогащения геномных фрагментов ДНК с помощью олигонуклеотидных зондов в растворе, применяе-
мая в наборах Agilent.
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Модификация метода обогащения целевых
фрагментов путем гибридизации олигонуклеоти-
дов с геномными фрагментами ДНК в растворе ‒
транспозонопосредованная фрагментация ана-
лизируемой ДНК (рис. 3).

Данная модификация значительно упрощает
процесс получения фрагментов анализируемой
ДНК, поскольку фрагментация и присоединение
адаптеров происходит за одну стадию с примене-
нием фермента транспозазы [18, 19]. Транспосомы
(комплекс фермента транспозазы с двухцепочеч-
ными олигонуклеотидами, содержащими участок
связывания с транспозазой и часть последова-
тельности праймера для последующей амплифи-
кации) обладают способностью случайным обра-
зом связываться с целевыми последовательностя-

ми двухцепочечной геномной ДНК. Транспозазы
в транспосоме расщепляют ДНК и одновременно
встраивают на участке разрезания олигонуклео-
тиды из комплекса.

Разработанные методы обогащения экзома
оказались эффективными для обнаружения мута-
ций, служащих причиной редких менделевских за-
болеваний [20‒23], сложных расстройств [24‒27],
митохондриальных нарушений [28‒30]. Также их
применяли при скрининге потенциальных гене-
тических мутаций, связанных с раковыми заболе-
ваниями [31‒36].

Метод гибридизационного обогащения успеш-
но используют при анализе древней ДНК челове-
ка (ancient DNA; аДНК), сохранившейся в чело-
веческих останках. Первым генетическим марке-
ром, проанализированным в палеогенетических
исследованиях человека, была митохондриальная
ДНК (мтДНК), так как в клетках ее копийность
гораздо выше, чем ядерной ДНК. Для гибридиза-
ции использовали биотинилированные ДНК или
РНК-зонды, направленные на два гипервариа-
бельных сегмента контрольной области мтДНК
[37‒43].

Селективное обогащение фрагментов Y-хро-
мосомы аДНК проводили как на твердой поверх-
ности [44], так и в растворе [45].

Carpenter и соавт. [46] разработали метод пол-
ногеномного обогащения (whole-genome in-solu-
tion capture, WISC) аДНК, используя современ-
ную ДНК человека в качестве зондов.

В настоящее время разработаны коммерче-
ские наборы, ориентированные на мтДНК, ин-
дивидуальные локусы или целые геномы, такие как
myBaitsR3 (“Daicel Arbor Biosciences”, США), кото-
рые используют для секвенирования аДНК [47, 48].

Применение смеси олигонуклеотидов, полу-
ченных с помощью микрочипового синтезато-
ра, содержащей 962438 зондов, позволило се-
квенировать экзоны бурундуков [49]. Из целе-
вых 11975 экзонов обогатить удалось более 99%.
Зонды были рассчитаны на основе известной
последовательности генома бурундука Tamias al-
pinus. Однако эти же зонды были успешно ис-
пользованы для селективного выделения экзо-
нов родственных видов: Tamias amoenus, Tamias
ruficaudus и Tamias striatus.

Аналогичным образом, используя зонды для
экзонов генов домашней коровы (Bos taurus),
Т. Cosart и др. [50] секвенировали 16131 экзон бы-
ка (Bos indicus) и дикого бизона (Bison bison).
Предложенный метод селективного обогащения
геномной ДНК применяли для секвенирования
ряда хромосом и митоходриального генома за-
падных шимпанзе (Pan troglodytes verus) [51]. R. Te-
whey и соавт. [52] для гибридизации использовали
перекрывающиеся РНК-зонды длиной 120 нук-
леотидов. На мишени размером 3.9 млн.п.н. они

Рис. 3. Схема использования транспозонопосредо-
ванной фрагментации анализируемой ДНК. Ком-
плекс траспозазы с двухцепочечными олигонуклео-
тидами, содержащими адаптерные участки, связыва-
ется с геномной ДНК. Транспозаза расщепляет
двухцепочечную геномную ДНК и встраивает олиго-
нуклеотиды на участке разрезания. Полученные мо-
лекулы ДНК используют в ПЦР с праймерами, необ-
ходимыми для секвенирования.

Транспосомы

Связывание
с ДНК

ПЦР

Расщепление ДНК и встраивание адаптеров

Обогащение

Секвенирование

Комплекс
транспозазы
с адаптерами



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 3  2023

МЕТОДЫ ОБОГАЩЕНИЯ ДНК-ФРАГМЕНТОВ 445

картировали 93% мутаций с точностью более 99%.
Подход Agilent был успешно применен также при
проведении секвенирования мутаций в генах, от-
ветственных за потерю слуха [53].

С помощью гибридизации в растворе с ДНК-оли-
гонуклеотидами были получены для секвенирова-
ния образцы ретровирусов, интегрированные в
геном человека [54].

Добавление коммерческого препарата C0t1 DNA
при проведении гибридизации, как на поверхно-
сти, так и в растворе, увеличивает ее специфич-
ность [14, 55]. C0t1 DNA состоит из коротких
фрагментов (50–300 п.н.) плацентарной ДНК че-
ловека, обогащенной повторяющимися последо-
вательностями. При гибридизации на слайде или
в растворе C0t1 DNA обычно добавляют соответ-
ственно в 5- и 20-кратном избытке по отношению
к геномной ДНК.

СПОСОБЫ ОБОГАЩЕНИЯ ЦЕЛЕВЫХ 
ФРАГМЕНТОВ ДНК, ОСНОВАННЫЕ 

НА ИСПОЛЬЗОВАНИИ МЕТОДА 
МОЛЕКУЛЯРНОЙ ИНВЕРСИИ

Разработанные М. Nilsson с соавт. [56] инверси-
онные зонды в сочетании с мультиплексной ПЦР
нашли широкое применение при детектировании

точечных мутаций. Так, М. Akhras и др. [57] ис-
пользовали их для обогащения мишеней NGS.
Схема применения таких зондов (Connector In-
version Probe; CIPer) приведена на рис. 4. Разра-
ботанный метод был успешно апробирован авто-
рами при генотипировании вируса папилломы
человека (HPV), ассоциированных с онкологиче-
скими заболеваниями вирусов, скрининге мута-
ций антибиотикорезистентности в геноме гоно-
кокка (Neisseria gonorrhoeae).

Метод коммерциализирован под названием
HaloPlex (“Halo Genomics”, Швеция). В настоя-
щее время набор производит компания “Agilent
Technologies”. Их использование позволяет выде-
лять 21 тыс. генов общим размером в 37 млн.п.н.
Зонды такого типа получили общее название
“молекулярные инверсионные пробы” (molecular
inversion probes, MIP).

Способ обогащения целевой ДНК с использо-
ванием MIP был применен для исследования
большой группы пациентов с дистонией на нали-
чие патогенных и редких вариантов гена ATM [58],
для анализа мутаций гена GNAS, вызывающих
внутримышечную миксому [59].

Применение MIP в совокупности с таргетным
РНК-секвенированием нового поколения позво-
лило авторам создать независимую от гистологии

Рис. 4. Схема обогащения целевых фрагментов ДНК с использованием инверсионных зондов CIPer. а – Структура
CIPer. AS и ES – 20-звенные олигонуклеотиды, гомологичные целевым фрагментам геномной ДНК; R – сайт рестрик-
ции; U1 и U2 – универсальные праймеры для амплификации инвертированного зонда. б – Циклизация CIPer путем
заполнения бреши ДНК-полимеразой и лигирования. в – Обогащение кольцевой ДНК за счет деградации линейной
формы ДНК экзонуклеазами I и III. г – Линеаризация кольцевой формы ДНК путем расщепления сайта рестрикции.
д – Амплификация полученной линейной формы ДНК с праймерами U1 и U2.
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молекулярную диагностику опухолей головного
мозга [60]. Аналогичный подход использовали
для анализа профилей экспрессии генов в случае
почечно-клеточного рака [61].

Применение MIP для амплификации вариа-
бельных областей V1, V2, V3, V6 и V7 гена
16S рРНК и последующее NGS полученных ам-
пликонов позволило создать метод диагностики
бактериальных возбудителей [62]. MIP оказа-
лись эффективными при создании автоматизи-
рованного процесса анализа мутаций генов
BRCA1 и BRCA2 с целью диагностики рака мо-
лочной железы [63]. Использование MIP при се-
квенировании гена SCN1A позволило создать
метод диагностики родительского мозаицизма
при синдроме Даве [64]. Аналогично был прове-
ден анализ мозаичности гена PIK3CA при нару-
шении развития [65].

Y. Wada и соавт. [66], используя MIP, выявляли
в генах семейства PPAR/RXR мутации, ассоции-
рованные с развитием шизофрении. NGS с ис-
пользованием MIP применяли при анализе мута-
ций генов ионных каналов при диабетической
периферической нейропатии [67] и для анализа
мутаций в генах QRDR [68], определяющих устой-
чивость к ципрофлоксацину в бактериях, вызы-
вающих сибирскую язву, чуму и туляремию. Раз-
работана методика NGS с применением MIP,
предназначенная для исследований в области
фармакогеномики [69].

По сравнению с другими способами обогаще-
ния мишеней методы на основе MIP имеют ряд
преимуществ. Они высокоспецифичны к мише-
ням, работают с мизерным количеством (≤5 пг)
геномной ДНК и не требуют этапов предвари-
тельной обработки, таких как фрагментация
ДНК. Кроме того, при использовании для NGS
ограниченного числа MIP можно применять для
их синтеза традиционные колоночные и план-
шетные синтезаторы.

Для создания тысяч MIP, захватывающих
большое число целей одновременно, обычно ис-
пользуют микрочиповые синтезаторы. При по-
лучении одноцепочечных олигонуклеотидов с
помощью микрочиповых синтезаторов необхо-
димо провести ряд последовательных стадий, та-
ких как расщепление эндо- или экзонуклеазами,
очистку полученных продуктов в геле и ампли-
фикацию. D. Bang с сотрудниками [70] разрабо-
тали значительно более простой и эффективный
протокол применения MIP из синтезированных
на микрочиповых синтезаторах олигонуклеоти-
дов ‒ с использованием только одного фермента
и двухцепочечных MIP-зондов. Метод был
успешно апробирован на 11510 дуплексных MIP,
предназначенных для выделения 3554 экзонов
228 генов в образце геномной ДНК.

СПОСОБЫ ОБОГАЩЕНИЯ ЦЕЛЕВЫХ 
ФРАГМЕНТОВ ДНК С ПОМОЩЬЮ ПЦР

Моноплексная ПЦР
ПЦР с момента появления в 1980 годах предна-

значалась для наработки целевого фрагмента ДНК
с помощью праймеров для амплификации [71].
Именно поэтому технология ПЦР была примене-
на для NGS. В моноплексной ПЦР в одной про-
бирке с помощью одной пары праймеров нараба-
тывают только один ДНК-дуплекс. После ампли-
фикации всех целевых фрагментов их объединяют
в эквимолярных количествах для создания биб-
лиотеки для секвенирования. Получение ампли-
конов с помощью моноплексной ПЦР может
быть очень трудоемким процессом, поэтому эта
стадия была автоматизирована. Например, для
упрощения процедуры получения ампликонов
компания “Fluidigm” (Канада) разработала мик-
рофлюидное устройство Access Array system, поз-
воляющее автоматизировать процесс получения
целевых ампликонов. Одновременно можно по-
лучить 480 различных ампликонов [72].

Эмульсионная технология RainDance (“Bio-Rad”,
США) [73], использующая моноплексную ПЦР,
значительно более производительна по сравне-
нию с описанной выше. В ней генерируют милли-
оны капель двух типов: один содержит геномную
ДНК (1 молекула геномной ДНК, дезоксинук-
леозидтрифосфаты, ДНК-полимераза в буфере),
а другой только молекулы одной пары праймеров.
Затем эти типы капель смешивают в соотноше-
нии 1 : 1. Примерно 1.5 млн капель ПЦР собирают
в одну пробирку для ПЦР объемом 0.2 мл, ампли-
фицируют в стандартном термоциклере с после-
дующим разрушением эмульсии с высвобожде-
ния ампликонов в раствор. После очистки смесь
секвенируют.

Технологии как RainDance, так и Fluidigm
совместимы с большинством коммерческих се-
квенаторов и требуют только несколько нано-
граммов исходного материала для получения ам-
пликонов для секвенирования. Однако техноло-
гия RainDance позволяет получать значительно
больше ампликонов одновременно: до 20 тыс. на
образец по сравнению с 480 для Fluidigm. В про-
дуктах компании “Bio-Rad” есть панели ампли-
конов, связанных с мутациями в генах, ассоции-
рованных с онкологическими заболеваниями и
аутизмом.

Мультиплексная ПЦР
Мультиплексная ПЦР ‒ реакция, в которой

несколько пар праймеров одновременно генери-
руют несколько ампликонов из одного и того же
исходного материала. До недавнего времени ис-
пользование мультиплексной ПЦР было ограни-
чено ‒ из-за высокого уровня неспецифической
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амплификации. Однако в последние годы не-
сколько компаний разработали алгоритмы, поз-
воляющие значительно повысить селективность
мультиплексной ПЦР.

Компания “Illumina” разработала вариант
мультиплексной ПЦР, включающий следующие
стадии:

1) гибридизацию олигонуклеотидов к их ком-
плементарным последовательностям в интересу-
ющей области;

2) достраивание одного из пары олигонуклео-
тидов;

3) сшивание достроенного фрагмента со вто-
рым олигонуклеотидом;

4) ПЦР-амплификацию полученного фраг-
мента ДНК с использованием универсальных
праймеров, содержащих индексные последова-
тельности.

Разработанный подход позволяет создавать
разнообразные панели, в том числе и нестандарт-
ные. Пользовательские панели могут быть созданы
для 1536 мишеней в геномах человека, мыши,
крысы и коровы. Сконструированы панели TruSeq
Amplicon Cancer Panel (“Illumina”), нацеленные на
гены, связанные с развитием рака. Одна из них со-
здана для секвенирования 212 ампликонов 48 ассо-
циированных со злокачественными опухолями ге-
нов. TruSight Tumor Panel (“Illumina”) разработана
для получения 174 ампликонов, покрывающих
сайты мутаций в 26 ассоциированных с развити-
ем рака генах [74].

Компания “Thermo Fisher Scientific” (США)
разработали технологию Ion AmpliSeq, позволяю-
щую проводить до 24 тыс. амплификаций в одной
пробирке (рис. 5).

В протоколе этого метода предусмотрено ис-
пользование всего 1 нг ДНК и РНК. Технология
AmpliSeq получила широкое распространение во
всем мире. Так, ее использовали в исследованиях
злокачественных опухолей [75], наследственных
заболеваний [76] и бактерий [77].

На основе технологии AmpliSeq разработаны
наборы для исследования либо определенных ге-
нов (например, Ion AmpliSeq TP53 Panel, Ion
AmpliSeq BRCA1 и BRCA2 Panel), либо заболева-
ний (например, муковисцидоза, деменции, рака
толстой кишки и легкого). Создан набор для
полноэкзомного секвенирования, содержащий
294 тыс. пар праймеров.

СПОСОБЫ ОБОГАЩЕНИЯ ЦЕЛЕВЫХ 
ФРАГМЕНТОВ ДНК С ПОМОЩЬЮ 

СИСТЕМЫ CRISPR-Cas9
В последние годы стали появляться методы

обогащения целевых фрагментов ДНК, основанные
на использовании РНК-программируемого ком-

плекса CRISPR-Cas9 [78, 79]. Системы CRISPR-Cas
обеспечивают бактериям приобретенный имму-
нитет к вирусам. CRISPR-ассоциированный
белок Cas9 ‒ это эндонуклеаза, которая ис-
пользует направляющую последовательность
(РНК-гид), чтобы сформировать комплекс с
ДНК-мишенями, что позволяет Cas9 произвести
сайтспецифичный двухцепочечный разрыв в
ДНК (рис. 6). Эта система направленно действует
на любую последовательность геномной ДНК.

Истощение фоновых ДНК

Прежде всего, система CRISPR-Cas была ис-
пользована для обогащения целевых ДНК путем
истощения нежелательных. Метод обогащения
получил название DASH (Depletion of Abundant
Sequences by Hybridization) [80]. На первом этапе
конструируют библиотеку фрагментов ДНК для
секвенирования, содержащую в частности прай-
меры для ее амплификации. Разрушение ненуж-
ных для секвенирования последовательностей в
полученной библиотеке проводят с помощью
РНК-гидов, направленных на неинформативные
последовательности. После амплификации дуп-
лексов, содержащих в своем составе оба амплифи-
кационных праймера, библиотеку секвенируют.
Используя этот метод, J. DeRisi с сотрудниками
[80] удалось снизить содержание митохондриаль-
ной рРНК в клетках HeLa на два порядка и обога-
тить содержание целевых последовательностей

Рис. 5. Схема подготовки библиотек для секвениро-
вания по технологии AmpliSeq.
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патогенов в образцах пациентов. Модифициро-
ванный метод DASH был применен S. Bae с со-
трудниками [81] для разработки сверхчувстви-
тельного способа обнаружения циркулирующих
опухолевых ДНК.

R. Stevens и др. [82] разработали метод выделе-
ния длинных фрагментов ДНК (10‒36 т.п.н.) с
помощью система CRISPR-Cas. После расщепле-
ния исходной ДНК эндонуклеазой Cas9 оба кон-
ца целевого фрагмента ДНК остаются связанны-
ми с ферментом. Обработка реакционной смеси
экзонуклеазами приводит к разрушению фоно-
вых последовательностей, но не затрагивает за-
щищенные Cas9 целевые последовательности.
Разработанный метод позволяет обогатить мише-
ни в 30‒600 раз.

Применение гель-электрофореза, 
аффинной хроматографии и гибридизации

В нижеприведенных методах ДНК разрезают с
использованием Cas9 и целевые фрагменты выде-
ляют электрофорезом в агарозном геле. Такие ме-
тодики позволяют выделять очень большие непо-
врежденные участки генома. Bennett-Baker & Mueller
[83] с помощью пульсирующего электрофореза вы-
делили геномные фрагменты размером 2 млн.п.н. со
стократным обогащением. Т. Gabrieli с соавт. [84]
усовершенствовали метод и апробировали его на
секвенировании бактериального фрагмента дли-
ной 200 т.п.н. с помощью нанопорового секвена-
тора. В рассмотренном методе используют при-
боры для импульсного гель-электрофореза, а так-
же ДНК с чрезвычайно высокой молекулярной
массой, что доступно далеко не во всех лаборато-
риях. Однако есть другие методы, которые обхо-
дят эти проблемы.

D. Nachmanson с соавт. [85] разрезали геном-
ную ДНК на фрагменты длиной ~500 п.н. с помо-
щью набора РНК-гидов и выделяли целевые
фрагменты гель-электрофорезом либо экстрак-

цией геномной ДНК. Таким способом удалось
добиться обогащения в 49 тыс. раз. J. Lee и др. [86]
гидролизовали целевую последовательность раз-
мером 13 т.п.н. на фрагменты, размеры которых
были оптимальны для создания библиотеки для
секвенатора Illumina. Целевые фрагменты выделя-
ли с помощью гель-электрофореза либо конъюги-
рованных со стрептавидином шариков. В послед-
нем случае РНК-гиды были биотинилированы.

Идея обогащения целевых ДНК путем выделе-
ния комплекса РНК-гид:Cas9:ДНК реализована в
нескольких патентах. Например, авторы работ
[87, 88] выделяли комплекс, включающий биоти-
нилированный фермент Cas9, с помощью стреп-
тавидинсодержащих шариков. D. Bang и др. [89]
использовали для этой цели нуклеазу Cas9, содер-
жащую полигистидиновый тег, и металл-хелат-
ную хроматографию. Х. Xu и соавт. [90] выделя-
ли комплекс путем гибридизации удлиненного
РНК-гида с комплементарным олигонуклеоти-
дом, иммобилизованным на твердой поверхно-
сти. А. Aalipour и др. [91] использовали катали-
тически неактивный белок Cas9 с полигистиди-
новым тегом для выделения целевых ДНК и
аллельспецифическую количественную ПЦР для
выявления редких мутаций ДНК. Разработанный
метод позволяет выявить одну такую мутацию на
фоне 1000 аллелей дикого типа.

Другой способ применения системы CRISPR-
Cas для обогащения целевых последовательно-
стей ‒ FLASH (Finding Low-Abundance Sequences
by Hybridization) ‒ связан с подготовкой библио-
тек для секвенирования. В этом методе исходную
геномную ДНК подвергают дефосфорилирова-
нию и разрезают с использованием технологии
CRISPR-Cas. Продукты расщепления, содержа-
щие концевые фосфатные группы на целевых
фрагментах, способны присоединять адаптеры
для секвенирования. После амплификации про-
исходит значительное обогащение библиотеки
целевыми последовательностями ДНК. Так, при
анализе маркеров устойчивости к антибиотикам
удалось достичь 5000-кратного обогащения биб-
лиотеки анализируемыми ДНК [92]. Если приме-
нять методы секвенирования, позволяющие “про-
читывать” протяженные участки ДНК, необходи-
мости в амплификации ДНК нет. Так, N. Hafford-
Tear и соавт. [93], используя комплекс CRISPR-
Cas и метод одномолекулярного секвенирования
в реальном времени (PacBio SMRT), проанализиро-
вали мутации, ассоциированные с эндотелиальной
дистрофией роговицы (дистрофией Фукса). Вари-
анты метода FLASH получили распространение в
нанопоровом секвенировании [94‒96].

Систему CRISPR/Cas9 также используют для
фрагментации ДНК с целью генерации фрагмен-
тов одинаковой длины. В наиболее широко исполь-
зуемом методе – обработке утразвуком – генериру-

Рис. 6. Схема комплекса РНК-гид:Cas9 с ДНК-мише-
нью. Треугольниками показаны места сайтспеци-
фичного разрезания ДНК.
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РНК-гид

ДНК
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ются фрагменты ДНК произвольного размера, что
может приводить к проблемам при секвенирова-
нии, связанным с низким уровнем “покрытия”,
неравномерным “покрытием” и ложными мута-
циям. Подход, названный CRISPR-DS, успешно
использован для секвенирования экзонных обла-
стей TP53 [85]. Целевые фрагменты ДНК для се-
квенирования могут быть выделены с помощью
простого фракционирования по молекулярному
весу, что приводит к обогащению примерно в
49 тыс. раз. Метод позволяет снизить на один–
два порядка массу исследуемой ДНК.

На основе системы CRISPR-Cas быстро растет
разнообразие методов обогащения целевых после-
довательностей ДНК, однако до сих пор ни один
из них не достиг эффективности таковых с приме-
нением гибридизации нуклеиновых кислот.

ПРИМЕРЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 
ТАРГЕТНОГО СЕКВЕНИРОВАНИЯ 

В МЕДИЦИНСКОЙ ДИАГНОСТИКЕ
Методы NGS быстро развиваются и стреми-

тельно внедряются в практическую медицину.
Многие заболевания человека имеют генетиче-
скую основу. Некоторые из них обусловлены от-
сутствием или дисфункцией определенного белка
из-за мутаций в кодирующем гене. Так обстоит
дело с заболеваниями менделевской наследствен-
ности, такими как болезнь Хантингтона, талассе-
мия и около тысячи других наследственных ред-
ких заболеваний [97]. Все больше генетических
вариантов и полиморфизмов идентифицируют в
качестве факторов риска орфанных заболеваний
[98]. Часто развитие злокачественных новообра-
зований тоже опосредовано генетически: мутаци-
ей одного или нескольких генов, которые либо
повышают риск злокачественной трансформа-
ции клеток (например, мутации зародышевой ли-
нии), либо способствуют развитию опухоли (он-
когены), либо нарушают клеточные механизмы,
контролирующие пролиферацию клеток (гены-
супрессоры), как это происходит при соматических
мутациях [99]. Таргетное или полноэкзомное се-
квенирование генома пациента позволяют по-
ставить диагноз и выработать адекватную такти-
ку лечения.

Использование в медицинской диагностике
NGS не ограничено генетическими заболевания-
ми. Высокопроизводительное секвенирование
применяют и в исследованиях инфекционных за-
болеваний человека [100]. Эту технологию эф-
фективно используют для выявления малярий-
ных плазмодиев (Plasmodium spp.) и возбудителей
микозов. Так, для обнаружения генома Plasmodium
falciparum на фоне геномной ДНК человека при-
меняли метод гибридизационного обогащения в
растворе [101, 102]. Предложенный подход был
распространен на анализ Plasmodium vivax [103] и

Candida albicans [104]. Предварительное обогаще-
ние генома бактерий с последующим секвенирова-
нием может быть очень полезным в клинической
практике. А. Brown с соавт. [105] использовали NGS
для определения устойчивости Mycobacterium tu-
berculosis H37Rv к противомикробным препаратам.

Применив для полногеномного обогащения
РНК-зонды в растворе, М. Christiansen и др. [106]
описали быстрый способ обнаружения и анализа
генома Chlamydia trachomatis, превышающий на
порядок по чувствительности другие известные
методы. Аналогичным образом предлагают про-
водить мониторинг некультивируемого менинго-
кокка Neisseria meningitides в клинических образ-
цах [107].

В вирусологических исследованиях техноло-
гия NGS находит применение при выявлении ле-
карственной устойчивости патогенов, разработке
новых лекарственных средств и вакцин [108].

Первым технологию целевого обогащения ви-
русных геномов из клинических образцов ис-
пользовали D. Depledge с соавт. [109]. С помощью
120-членных РНК-зондов авторы провели обога-
щение геномов вирусов семейства Herpesviridae:
варицелла-зостер, Эпштейна‒Барр и герпесви-
руса, ассоциированного с саркомой Капоши.
Полноразмерные геномы этих вирусов были ре-
конструированы и использованы в работах по ис-
следованию структуры и разнообразию вирусной
популяции. Применяя предложенный подход,
многие авторы исследовали геномы вируса Эпш-
тейна‒Барр [110], вируса Зика [111], норовируса
[112], вируса Ласса [113], вируса гепатита С [114],
герпесвируса-7 человека [115], вирусов простого
герпеса-1 и -2 [116].

Т. Wylie и др. [117] создали гибридизационную
панель ViroCap, предназначенную для обогаще-
ния нуклеиновой кислоты ДНК- и РНК-содер-
жащих вирусов 34 семейств, которые инфициру-
ют позвоночных и включают 190 вирусных родов
и 337 видов. Панель была создана на основе ана-
лиза 1 × 109 геномных последовательностей, а ее
применение позволило увеличить число прочте-
ний вирусных геномов в 296‒674 раз. Разработан-
ная панель может быть востребована как в фунда-
ментальных, так и в прикладных исследованиях.

Т. Briese и др. [118] разработали платформу Vir-
CapSeq-VERT для секвенирования вирома. В систе-
му входит около 2 млн зондов, которые охватывают
геномы вирусов, поражающих позвоночных, вклю-
чая человека. Список всех родов вирусов, которые
инфицируют позвоночных, был составлен из
списка основных видов Международного комите-
та по таксономии вирусов (International Committee
on Taxonomy of Viruses). Всего для выбора зондов
было использовано 342438 белоккодирующих ви-
русных последовательностей.
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Библиотека биотинилированных олигонук-
леотидов была синтезирована на основе массивов
данных NimbleGen (NimbleGen Systems Inc.,
США) и использована для захвата в растворе ви-
русных нуклеиновых кислот. Использование Vir-
CapSeq-VERT привело к 100–10000-кратному
увеличению числа прочтений вирусного генома в
образцах крови и гомогенатов тканей по сравне-
нию с секвенированием Illumina. Для технологии
VirCapSeq-VERT предел обнаружения сравним со
специфической ПЦР в реальном времени в сыво-
ротке, крови и экстрактах тканей. Кроме того,
этот метод позволяет идентифицировать новые
вирусы, геномы которых примерно на 40% отли-
чаются от известных вирусов, использованных
для разработки библиотеки зондов.

В 2018 году был разработан аналогичный под-
ход ‒ ViroFind [119]. Библиотека ViroFind вклю-
чает 165433 вирусных зонда, которые охватывают
геномы 535 отобранных ДНК- и РНК-вирусов,
инфицирующих человека или способных вызы-
вать зооноз. ViroFind использовали для обнаруже-
ния и анализа всех вирусных популяций в голов-
ном мозге пяти пациентов с прогрессирующей
многоочаговой лейкоэнцефалопатией. По сравне-
нию с прямым глубоким секвенированием, с по-
мощью ViroFind удалось обогатить вирусные по-
следовательности, присутствующие в клиниче-
ских образцах, до 127 раз. Предложенный подход
был распространен на анализ ретровирусных ге-
номов (вирус Т-клеточного лейкоза типа 1 чело-
века и вирус иммунодефицита типа 1 человека),
интегрированных в геном человека [54]. При ис-
пользовании вирусспецифичных зондов обога-
щение геномных последовательностей вирусов в
сотни и тысячи раз превосходило этот показатель
при прямом секвенировании.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Наиболее эффективными методами таргетно-

го обогащения в настоящее время считаются ос-
нованные на гибридизации в растворе, мульти-
плексной ПЦР и молекулярной инверсии. Разра-
ботаны эффективные компьютерные программы,
позволяющие проводить подбор олигонуклеоти-
дов для таргетного и полногеномного секвениро-
вания. Ряд фирм производит наборы для полно-
экзомного обогащения, которые при этом посто-
янно совершенствуются. Эти методы основаны
на гибридизации в растворе. Проведены сравни-
тельные анализы специфичности и производи-
тельности таких наборов [120‒123].

В целом, все платформы работают хорошо, но
между ними выявляют и небольшие различия.
Так, РНК-зонды образуют более прочные ком-
плексы с мишенью по сравнению с ДНК-зондами.
При сверхглубоком секвенировании РНК-зонды,
направленные на обе цепи мишени, работают во

всех случаях лучше, чем РНК-зонды направлен-
ные только на одну цепь мишени. ДНК-зонды бо-
лее эффективны для анализа GC-богатых участ-
ков, а РНК-зонды – для AT-областей.

С развитием методов таргетного и полноэкзо-
много секвенирования появляются новые методы
медицинской диагностики. Для развития высо-
коэффективных современных методов диагно-
стики, основанных на использовании NGS, тре-
буется не только инструментальная база (секве-
наторы ДНК), но и современная индустрия для
получения массива синтетических олигонуклео-
тидов (сотен тысяч и миллионов праймеров для
амплификации ДНК и зондов для гибридиза-
ции). Традиционные колоночные и планшетные
синтезаторы ДНК малопригодны для получения
таких массивов олигонуклеотидов. Для такого ро-
да задач необходимы микрочиповые синтезаторы
ДНК. Экспорт высокопроизводительных зару-
бежных синтезаторов в нашу страну был запре-
щен с момента их создания. Учитывая исключи-
тельную важность таких приборов для современ-
ной фундаментальной и прикладной науки, с
целью создания макета микрочипового синтеза-
тора олигонуклеотидов Сибирским отделением
Российской академии наук был организован кон-
сорциум, в который вошли следующие институты:
Институт химической биологии и фундаменталь-
ной медицины, Институт физики полупроводни-
ков, Институт органической химии, Институт ав-
томатики и электрометрии. В настоящее время
эта работа успешно завершена [124, 125]. Разрабо-
танный макет позволяет синтезировать до 12 тыс.
олигонуклеотидов в одном эксперименте. Полу-
ченный прибор открывает возможность проведе-
ния исследований с использованием таргетного
секвенирования и развивать синтетическую био-
логию в нашей стране на мировом уровне.

Написание обзора не потребовало специаль-
ного финансирования.

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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DNA Fragment Enrichment for High-Throughput Sequencing
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Application of oligonucleotides, mainly obtained using new generation DNA synthesizers (microarray DNA
synthesizers), for the enrichment of targeted genomic fragments are described. Methods of molecular hy-
bridization, polymerase chain reaction and CRISPR-based methods for targets enrichment are considered.
Examples of the practical use of the developed methods for research and diagnostic purposes are given.
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МЕМБРАННОГО БЕЛКА (ORF458R) ВИРУСА 
РАДУЖНОЙ ОКРАСКИ БЕСПОЗВОНОЧНЫХ 6 (IIV6)1
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Вирус радужной окраски беспозвоночных 6 (IIV6) относится к роду Iridovirus в семействе Iridoviri-
dae. Полностью секвенированный двухцепочечный ДНК-геном, состоящий из 212482 п.н., кодиру-
ет 215 потенциальных открытых рамок считывания (ORF). Предполагают, что ORF 458R кодирует
миристоилированный мембранный белок. Анализ экспрессии ORF458R в присутствии ингибито-
ров репликации ДНК и синтеза белка показал, что транскрипция этого гена начинается на поздней
фазе вирусного инфекционного цикла. По результатам временнóго анализа транскрипция гена
ORF458R инициируется в интервале 12‒24 ч после инфекции и затем ее интенсивность начинает
снижаться. Транскрипция ORF458R инициируется на 53 нуклеотида выше сайта начала трансляции
и заканчивается через 40 нуклеотидов после стоп-кодона. По результатам двойного люциферазного
теста сделан вывод, что последовательность между ‒61 и +18 нуклеотидами необходима для актив-
ности промотора. Интересно заметное снижение активности промотора в присутствии последова-
тельности, находящейся между ‒299 и ‒143 нуклеотидами, из чего можно предположить наличие
репрессорной активности в этой области. Нами показано, что ORF458R ‒ транскрипционно актив-
ная и отдельно расположенная последовательность, в восходящей области которой локализованы
регуляторные участки: промоторный и репрессорный. Надеемся, что полученная нами информа-
ция по структурной организации ORF458R позволит лучше понять молекулярные механизмы ре-
пликации IIV6.

Ключевые слова: вирус радужной окраски беспозвоночных 6, ORF458R, транскрипционный анализ,
вирусы насекомых
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Transcriptional Analysis of the Gene Encoding the Putative Myristoylated Membrane 
Protein (ORF458R) of Invertebrate Iridescent Virus 6 (IIV6)

C. A. Kuz1, E. Ozsahin1, R. Nalcacioglu1, and Z. Demirbag1, *
1Department of Biology, Faculty of Science, Karadeniz Technical University, Trabzon, 61080 Turkey

*e-mail: zihni@ktu.edu.tr

Invertebrate iridescent virus 6 (IIV6) is a member of the genus Iridovirus and belongs to the Iridoviridae
family. The entirely sequenced dsDNA genome, composed of 212482 bp, encodes 215 putative open read-
ing frames (ORFs). ORF458R encodes a putative myristoylated membrane protein. RT-PCR analysis of
ORF458R expression in the presence of DNA replication and protein synthesis inhibitors showed that this

1 Статья представлена авторами на английском языке.
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gene is transcribed in the late phase of the virus infection. Time course analysis showed that transcription
of ORF458R initiates between 12 and 24 h p.i. and starts to decrease after this point. Transcription of
ORF458R initiated 53 nucleotides upstream of the translation start site and ended 40 nucleotides after the
stop codon. Dual luciferase reporter gene assay showed that sequences between ‒61st and +18th nucleotides
are essential for promoter activity. Interestingly, a remarkable decrease in promoter activity, in the presence
of sequences between ‒299th and ‒143rd nucleotides, suggested a repressor activity between these regions.
Our results showed that ORF458R is transcriptionally active, and separately located sequences at its up-
stream region with promoter and repressor activities regulating its expression. This information on the
transcriptional analysis of ORF458R will contribute to our understanding of the molecular mechanisms of
IIV6 replication.

Keywords: invertebrate iridescent virus 6, ORF458R, transcriptional analysis, insect virus
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ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНАЯ ЭКСПРЕССИЯ ЧУЖЕРОДНОГО ГЕНА 
В МИТОХОНДРИЯХ АРАБИДОПСИСА В СИСТЕМЕ in organello
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Генетическая трансформация митохондрий высших эукариот in vivo – одна из нерешенных и прак-
тически важных задач. Для эффективной экспрессии чужеродного генетического материала в ми-
тохондриях необходим подбор регуляторных элементов, обеспечивающих высокий уровень тран-
скрипции и стабильность образующихся транскриптов. С использованием явления природной
компетентности митохондрий растений нами изучена эффективность регуляторных элементов
митохондриальных генов, фланкирующих экзогенную ДНК. С этой целью в изолированные ми-
тохондрии арабидопсиса импортировали генетические конструкции, несущие ген GFP под кон-
тролем промоторных областей генов RRN26 или COX1 и одной из двух 3′-нетранслируемых обла-
стей (3′-НТО) митохондриальных генов, с последующей транскрипцией in organello. Показано,
что уровень экспрессии GFP под контролем промоторов генов RRN26 или COX1 in organello корре-
лирует с уровнем транскрипции этих генов, наблюдаемым in vivo. При этом присутствие последова-
тельности, кодирующей тРНКТрп, в 3′-НТО приводит к более высокому уровню транскрипта GFP,
чем сайта связывания белка MTSF1 из 3′-НТО гена NAD4. Полученные результаты открывают пер-
спективы для создания системы эффективной трансформации митохондриального генома.

Ключевые слова: регуляция экспрессии генов, импорт ДНК, GFP, промоторная область, нетрансли-
руемая область, RPOTmp, митохондрии, Arabidopsis thaliana, in organellо
DOI: 10.31857/S002689842303014X, EDN: CHUECL

ВВЕДЕНИЕ
Генетическая трансформация митохондрий

растений и животных in vivo – одна из нерешен-
ных и практически важных задач [1]. Доставку
ДНК в митохондрии затрудняет не только малый
размер этих органелл и динамичная природа ми-
тохондриального генома растений [2], но и необ-
ходимость создания генетических конструкций,
содержащих весь набор регуляторных элементов
митохондриальных генов, способных обеспечить
эффективную экспрессию целевого гена в орга-
неллах in vivo.

Известно, что интенсивность транскрипции с
той или иной промоторной области митохондри-
альных генов в системе in vitro часто не совпадает
с интенсивностью, наблюдаемой in vivo [3], что
затрудняет подбор оптимальных регуляторных
элементов для генетической конструкции. Как

показано ранее, изолированные митохондрии
растений, как и митохондрии животных, способны
импортировать ДНК [4‒6]. Использование этой
способности митохондрий представляется пер-
спективным подходом, позволяющим провести
предварительное тестирование элементов генети-
ческих конструкций, предназначенных для транс-
формации митохондриального генома in vivo, в
условиях in organello.

Транскрипция митохондриальных генов рас-
тений контролируется рядом промоторов, имею-
щих различную эффективность и распознавае-
мых разными РНК-полимеразами [7]. Ранее было
показано, что транскрипция гена COX1 в митохон-
дриях арабидопсиса осуществляется преимуще-
ственно РНК-полимеразой двойной локализации
RPOTmp, в то время как ген RRN26 транскриби-
руется основной митохондриальной РНК-поли-
меразой RPOTm [8]. Методом run-on показано,
что интенсивность транскрипции гена RRN261 Эти авторы внесли равный вклад в выполнение исследования.

УДК 577.29
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арабидопсиса существенно выше, чем гена COX1
[8]. Учитывая эти особенности, мы выбрали для
исследования уровня транскриптов гена GFP
in organello промоторные области генов RRN26 и
COX1: дифференциальный характер экспрессии с
разных промоторных областей позволил бы су-
дить о корректном функционировании данных
регуляторных элементов.

Известно, что в регуляции экспрессии генов в
митохондриях растений ключевую роль играет по-
сттранскрипционный уровень [3, 9]. Вторичные
структуры и сайты связывания белков, присутству-
ющие в 3′-нетранслируемых областях (3′-НТО) ми-
тохондриальных транскриптов, обеспечивают их
защиту от деградации митохондриальными экзори-
бонуклеазами, в первую очередь полинуклеоти-
дфосфорилазой, расщепляющей любые незащи-
щенные транскрипты в митохондриальном мат-
риксе [10, 11], тем самым внося решающий вклад
в контроль уровня РНК в органеллах [12, 13].
В митохондриях растений тРНК-подобные эле-
менты (а иногда и последовательности функцио-
нальных тРНК) нередко играют важную роль в
стабилизации 3′-концов мРНК-транскриптов.
Подобные структуры обнаружены в генах ccmC и
nad6 арабидопсиса, а гены atp6-1 и atp6-2 содер-
жат последовательности, кодирующие тРНКСер,
непосредственно вслед за кодирующей последо-
вательностью [14]. В созревании 3′-концов тран-
скриптов этих генов участвует РНКаза P, обеспе-
чивающая процессинг тРНК [15]. В связи с этим
при создании генетических конструкций логично
использовать в качестве 3′-НТО последователь-
ность гена тРНК.

Однако тРНК-подобные элементы и другие вто-
ричные структуры [16, 17] присутствуют на 3′-кон-
цах лишь некоторых митохондриальных тран-
скриптов растений. Предполагается, что наиболее
распространенным механизмом стабилизации
3′-концов мРНК могут служить сайты, взаимо-
действующие со специфическими РНК-связыва-
ющими белками. Действительно, на 3′-конце зре-
лого транскрипта гена NAD4 арабидопсиса обна-
ружен сайт связывания PPR-белка, названного
MTSF1 [12]. Позднее идентифицировали еще два
подобных белка, стабилизирующих 3′-концы зре-
лого транскрипта NAD2 и одного из экзонов
предшественника транскрипта NAD1 [18, 19]. Мы
использовали 30-нуклеотидную последователь-
ность 3′-НТО гена NAD4 арабидопсиса в качестве
альтернативного варианта области, потенциально
способной обеспечивать стабильность транскрипта
целевого гена.

В результате проделанной работы установле-
но, что уровни транскриптов, синтезированные
in organello с разных генетических конструкций,
импортированных в митохондрии, зависят от
промоторной области (COX1 или RRN26), регули-

рующей транскрипцию GFP. Кроме того, показа-
но, что последовательность тРНКТрп на 3′-конце
образующегося транскрипта стабилизирует его
более эффективно, чем 3′-НТО гена NAD4. Пред-
ставленные в работе данные открывают перспек-
тивы использования разработанной нами систе-
мы импорта и транскрипции рекомбинантной
ДНК in organello для изучения регуляторных по-
следовательностей митохондриального генома
растений и эффективного подбора элементов ге-
нетических конструкций для трансформации ми-
тохондриального генома in vivo.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Растительный материал и условия выращива-
ния. Семена Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. экотип
Columbia (Col-0) подвергали стратификации в те-
чение 3 сут при 4°С, а затем выращивали при 22°С
в ростовой камере KBW720 (“Binder”, Германия)
в горшках, наполненных смесью компост/верми-
кулит в соотношении 2 : 1, при плотности потока
фотосинтетических фотонов 150 мкмоль · м–2 · с–1

и 16-часовом фотопериоде.
Получение генетических конструкций, содержа-

щих регуляторные последовательности митохон-
дриальных генов, для проведения импорта в системе
in organello. Генетические конструкции включали
в себя: (а) 5′-область, содержащую промоторные
элементы митохондриальных генов арабидопсиса
RRN26 (ATMG00020 согласно базе данных TAIR)
или COX1 (ATMG01360); (б) последовательность
гена GFP медузы Aequoria victoria; (в) 3′-область,
представляющую собой ген тРНКТрп из линейной
митохондриальной плазмиды 2.3 т.п.н. кукурузы
(Zea mays) [20], либо принадлежащая гену NAD4
(ATMG00580) A. thaliana. Все генетические
конструкции получены на основе плазмиды
pCK/GFP/PRmt [20]. Входивший в состав плаз-
миды промотор гена 18S рРНК из картофеля был
замещен на промоторную область гена RRN26
(Prrn26) или COX1 (Pcox1) арабидопсиса, в резуль-
тате чего получили генетические конструкции
pCK-Prrn26-tRNA и pCK-Pcox1-tRNA. Для ам-
плификации фрагментов Prrn26-tRNA и Pcox1-tRNA,
содержащих указанные регуляторные элементы,
использованы специфические праймеры, после-
довательности которых представлены в табл. 1.

Для получения на основе pCK-Prrn26-tRNA
генетической конструкции, несущей альтерна-
тивную 3′-НТО, проведена амплификация фраг-
мента, содержащего промоторную область гена
RRN26 и ген GFP без последовательности тРНК
на 3′-конце, с последующим клонированием в
pJET1.2 согласно инструкции производителя
(“Thermo Scientific”, США). Для этого использо-
вали прямой праймер к последовательности ли-
нейной плазмиды 2.3 т.п.н. в паре с обратным
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праймером, содержащим 3'-НТО гена NAD4 из
митохондриального генома арабидопсиса (табл. 1).
В результате получена генетическая конструкция
pJET-Prrn26-NAD4, которая служила матрицей
для амплификации ДНК-субстрата импорта
Prrn26-NAD4.

Получение субстратов для импорта ДНК. ДНК
амплифицировали с использованием Taq-поли-
меразы (“Thermo Scientific”, США) в соответ-
ствии с рекомендациями изготовителя. Генетиче-
ские конструкции получали с помощью специфи-
ческих пар праймеров, используя один и тот же
“прямой” праймер и разные “обратные” праймеры
в зависимости от ДНК-матрицы (табл. 2).

Режим амплификации: 94°С – 3 мин (1 цикл);
94°С – 30 с, 60°С – 45 с, 72°С – 180 с (30 циклов);
72°С – 5 мин. ДНК очищали на колонках Gene-
JETTMPCR Purification Kit (“Thermo Scientific”)
согласно инструкции производителя. Качество
ПЦР-продуктов оценивали электрофоретически
с использованием Gel Doc XR System (“Bio-Rad”,
США), количество ДНК определяли с помо-
щью спектрофотометра NanoPhotometer NP80
(“IMPLEN”, Германия).

Выделение митохондрий. Митохондрии получа-
ли из трехнедельных растений A. thaliana согласно
описанному ранее протоколу [21]. Гомогенизацию
растительного материала проводили в среде выде-
ления (25 мM пирофосфат натрия, 10 мM KH2PO4,
300 мM сахароза, 2 мM EDТА, 0.5% (в/о) бычьего
сывороточного альбумина (БСА), 1% (в/о) поли-
винилпирролидона-40, 5 мM цистеин, 20 мM ас-

корбиновая кислота, pH 7.6). Соотношение веса
растительного материала к объему среды – 1 : 12.
Для получения грубой митохондриальной фрак-
ции проведено два цикла дифференциального
центрифугирования при 2500 g (5 мин) и 17400 g
(20 мин) в среде промывания (1 мМ EGТА, 50 мМ
MOPS, 300 мM сахароза, 0.2% (в/о) БСА, pH 7.2).
Очищенную митохондриальную фракцию полу-
чали путем разделения грубой фракции митохон-
дрий в ступенчатом градиенте плотности перкол-
ла (50–28–20%) в течение 40 мин при 40000 g.
Суспензию митохондрий отбирали на границе
слоев с 50 и 28% перколла. Количество белка в
суспензии митохондрий оценивали по методу
Брэдфорда [22].

Определение дыхательного контроля и интакт-
ности митохондрий. Коэффициент дыхательного
контроля митохондрий (100–150 мкг белка/мл)
определяли как отношение скорости поглощения
кислорода митохондриями в присутствии ADP
(100‒200 мкM) и в отсутствие ADP с использова-
нием в качестве субстратов дыхания сукцината
натрия (10 мМ) и глутамата натрия (5 мМ), в сре-
де, содержащей 0.3 M сахарозу, 10 мМ KH2PO4,
10 мМ KCl, 5 мМ MgCl2, 0.1% БСА (рН 7.2) [23], с
применением платинового кислородного элек-
трода и ячейки Oxytherm system (“Hansatech”, Ве-
ликобритания). Целостность внешней мембраны
митохондрий рассчитывали по разнице скорости
аскорбатзависимого стимулируемого цитохро-
мом с KCN-чувствительного поглощения кисло-
рода в отсутствие и в присутствии 0.04% Тритона
Х-100 [24].

Таблица 1. Праймеры, использованные при создании генетических конструкций

*При клонировании в состав конструкции pCK/GFP/PRmt промоторная область гена RRN26 или COX1 из митохондриаль-
ного генома арабидопсиса встраивается непосредственно перед геном GFP по сайтам EcoRI (подчеркнут) и NcoI (выделен
курсивом), фрагмент промоторной области (Y08501.2) выделен жирным шрифтом.

**Прямой праймер подобран к последовательности линейной плазмиды кукурузы 2.3 т.п.н., находящейся в конструкции
pCK-Prrn26-tRNA перед последовательностями промотора и гена GFP, обратный праймер включает последователь-
ность “3-НТО” митохондриального гена NAD4 (Y08501.2) арабидопсиса (выделена жирным шрифтом) и фрагмент гена GFP.

Синтезируемый 
фрагмент ДНК

Пары праймеров Нуклеотидная последовательность (5'→ 3')
Фрагмент, п.н. 

(матрица)

Prrn26* rrn26-For GAATTCAGGCGTTATTGCTGTGCTTCC 449
(мтДНК)rrn26-Rev CCATGGTCAGGGTACACTGAACACCAC

Pcox1* cox1-For GAATTCGAGTTTGCACCACTGTTTCTCT 525
(мтДНК)cox1-Rev CCATGGAAATTTGAGATTCTTTCGTTTATTACС

Prrn26-GFP-
3'UTR_NAD4**

2.3(257)-For CCAACCACCACATACCGAAA 2752
(pCK-Prrn26- tRNA)nad4-3′UTR-Rev ACCCGTTTTTCTTTTCTTTGCTGATTCCTCTTATTGTATAGTTCATCCATGCCA

Таблица 2. Праймеры для синтеза ДНК-субстратов импорта

Пары праймеров Нуклеотидная последовательность (5' → 3') Фрагмент, п.н. (матрица)

2,3(257)-For
2,3(2989)-Rev

CCAACCACCACATACCGAAA
ACGCTCTGTAGGATTTGAACC

2893 (pCK-Prrn26-tRNA или pCK-Pcox1-tRNA)

2,3(257)-For
pJET(930)-Rev

CCAACCACCACATACCGAAA
GCAGCTGGCACGACAGGTTTC

3260 (pJET-Prrn26-NAD4)
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Импорт рекомбинантных ДНК в митохондрии
арабидопсиса и транскрипция in organello. ДНК
импортировали согласно [25]. К 200 мкл буфера
импорта (0.4 М сахароза, 40 мМ фосфат калия,
рН 7.0), содержащего 500 мкг ДНК, добавляли
200 мкг очищенных митохондрий, затем инкуби-
ровали при 25°С в течение 30 мин. Обработку ми-
тохондрий ДНКазой I (1 ед./мкл) (“Thermo Scientif-
ic”) проводили в 100 мкл буфера импорта в при-
сутствии 10 мM MgCl2 в течение 20 мин при 25°С.
Затем отбирали 1/4 пробы, подвергали отмывке в
среде промывания, содержащей дополнительно
10 мМ EDТА и 10 мМ EGТА, и экстрагировали
мтДНК с целью дальнейшего анализа эффектив-
ности импорта ДНК. Оставшуюся часть пробы
отмывали в буфере импорта, после чего мито-
хондрии ресуспендировали в 200 мкл буфера
транскрипции (330 мM сахароза, 90 мM KCl,
10 мM MgCl2, 12 мM трицин, 5 мM KH2PO4,
1.2 мM EGTA, 1 мM GTP, 2 мM ДТТ, 2 мM ADP,
10 мM сукцинат натрия, 0.15 мM CTP, 0.15 мM UTP,
pH 7.2) [26] и инкубировали в течение 2‒20 ч при
легком помешивании (300 об/мин) и температуре
25°С. мтДНК экстрагировали с использованием
фенола и буфера экстракции (10 мM Трис-HCl,
1 мM EDТА, 1% (в/о) SDS, pH 7.5) в соотношении
1 : 1, как описано ранее [25]. Митохондриальную
РНК выделяли после окончания реакции тран-
скрипции при помощи TRIzol reagent (“Ambion”,
США) согласно инструкции производителя.

Анализ импорта ДНК. Количество импортиро-
ванной в митохондрии ДНК определяли методом
ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) [25] с ис-
пользованием набора qPCRmix-HS SYBR (“Евро-
ген”, Россия) согласно инструкции производителя.
Амплификацию проводили на CFX96 (“Bio-Rad”) в
следующем режиме: 95°С – 5 мин, 1 цикл; 95°С –
20 с, 60°С – 30 с, 72°С – 30 с, 35 циклов. Данные
анализировали при помощи программного обес-
печения CFX Manager (“Bio-Rad”). Использовали
пары праймеров, специфичные к последователь-
ностям гена GFP и гена NAD4 из митохондриаль-
ного генома арабидопсиса (табл. 3).

Анализ экспрессии гена GFP в изолированных
митохондриях. Уровень транскрипта гена GFP
оценивали с помощью обратной транскрипции с
последующей ПЦР-РВ (ОТ-ПЦР-РВ). На первом
этапе синтезировали кДНК с использованием в
качестве матрицы РНК, экстрагированной из ми-

тохондрий после транскрипции, как описано ра-
нее [27]. Содержание транскрипта определяли с
помощью ПЦР-РВ по протоколу, приведенному
выше.

Статистическая обработка результатов. Экспе-
рименты проводили не менее чем в трех биологи-
ческих повторностях. Построение диаграмм вы-
полняли с помощью пакета программ Microsoft
Excel. Степень статистической значимости раз-
личий оценивали по критерию Стъюдента при
уровне значимости (P) ≤0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Для тестирования возможности экспрессии GFP

в митохондриях клонировали (см. раздел “Экспе-
риментальная часть”) промоторные области ми-
тохондриальных генов RRN26 и COX1 араби-
допсиса (рис. 1а). Области для амплификации были
выбраны с учетом данных о позиции промоторов,
согласно которым сайт инициации транскрипции
гена RRN26 находится в положении (–893) от начала
зрелого транскрипта, а промоторная область гена
COX1 содержит два сайта инициации транскрип-
ции (–355) и (–88) [7, 28]. В полученных генети-
ческих конструкциях ген GFP в 3′-направлении
фланкирован последовательностью гена тРНКТрп,
входящей в состав митохондриальной ДНК-плаз-
миды 2.3 т.п.н. кукурузы (рис. 1б). Создана также
альтернативная генетическая конструкция, в ко-
торой последовательность гена тРНК замещена
3′-НТО гена NAD4 арабидопсиса (рис. 1а, 1б).

ДНК-субстраты, полученные на основе опи-
санных генетических конструкций, использовали
для импорта в митохондрии, выделенные из расте-
ний арабидопсиса. Использование нами высоко-
энергизованных митохондрий подтверждено ве-
личиной дыхательного контроля и результатами
оценки интактности наружной митохондриаль-
ной мембраны (данные не приведены). Прежде
всего, было необходимо убедиться, что используе-
мые субстраты ДНК импортируются в изолирован-
ные митохондрии с равной эффективностью вне
зависимости от их последовательности. Контро-
лем служил фрагмент ДНК, в котором отсутство-
вали регуляторные последовательности, контроли-
рующие экспрессию GFP (рис. 2). В первой серии
экспериментов (рис. 2а) в митохондрии араби-
допсиса импортировали фрагменты ДНК, в кото-

Таблица 3. Праймеры, использованные в количественном ПЦР-анализе

Пары праймеров Нуклеотидная последовательность (5'→3') ДНК-матрица для ПЦР-РВ, фрагмент, п.н.

NAD4-L
NAD4-R

GCATTTCAGTGGGTTGGTCTGGT
AGGGATTGGCACGCTTTCGG

мтДНК (146)

GFP-L
GFP-R

GATGTGGAAAACAAGACAGGGGTTT
TGGTGAACCGGGCGTACTATTT

Prrn26-tRNA/-NAD4, Pcox1-tRNA (185)



464

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 3  2023

ТАРАСЕНКО и др.

рых GFP был фланкирован в 5′-направлении про-
моторной областью Prrn26 или Pcox1, а в 3′-на-
правлении – последовательностью тРНКТрп.
Показан приблизительно равный уровень импор-
та ДНК всех генетических конструкций. Сход-
ный результат получен при анализе импорта
ДНК, содержащей один и тот же промотор Pr-
rn26, но разные 3′-НТО (последовательности
тРНКТрп или 3′-НТО гена NAD4) (рис. 2б). Равный

уровень импорта полученных нами конструкций
свидетельствовал об адекватности использования
данной системы для изучения экспрессии импор-
тированной ДНК в митохондриях арабидопсиса.

Эффективность экспрессии чужеродной ДНК
в изолированных митохондриях арабидопсиса
изучали в несколько этапов (рис. 3а). Для опреде-
ления оптимальной продолжительности синтеза
целевого транскрипта GFP in organello после им-

Рис. 1. Регуляторные элементы генетических конструкций, полученных на основе pCK/GFP/PRmt. а ‒ Позиции
праймеров в митохондриальном геноме арабидопсиса (Y08501.2) для амплификации фрагментов, содержащих промо-
торную область генов RRN26 или COX1 (сплошная линия), включавшую промоторы с сайтами инициации (прерыви-
стая линия); альтернативная 3′-НТО из митохондриального генома арабидопсиса (Y08501.2), принадлежащая гену
NAD4; б – генетические конструкции Prrn26-GFP или Pcox1-GFP, включающие промоторную область генов RRN26
или COX1 соответственно, чужеродный ген GFP и один из двух вариантов 3′-НТО: последовательности тРНК линей-
ной плазмиды 2.3 т.п.н. из митохондриального генома Z. mays (20) или 3′-НТО гена NAD4 из митохондриального гено-
ма арабидопсиса (Y08501.2) с дополнительной последовательностью плазмидного вектора pJET1.2 на 3′-конце. На
5′-концах конструкций Prrn26-GFP и Pcox1-GFP находится фрагмент линейной митохондриальной плазмиды
2.3 т.п.н. (1556 п.н.), являющийся частью исходной конструкции pCK/GFP/PRmt [20].
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порта генетической конструкции Prrn26-tRNA в
изолированные митохондрии арабидопсиса ин-
кубацию митохондрий проводили в течение 2, 5
или 20 ч (рис. 3б). Показано, что содержание
транскрипта GFP зависело от времени инкуба-
ции митохондрий: транскрипт детектировался
во всех трех временных точках, при этом уровень
сигнала возрастал с увеличением времени инку-
бации. В качестве контроля использовали фрагмент
ДНК сопоставимой длины (около 3 т.п.н.), в соста-
ве которого отсутствовали промотор и 3′-НТО.
Уровень сигнала, детектируемого в ОТ-ПЦР по-
сле транскрипции in organello с этой конструкции,
мы расценивали как уровень неспецифической
транскрипции. Подобная транскрипция, иници-
ируемая без участия каких-либо промоторных
последовательностей, типична для митохондрий
растений, детектируется в системах in vitro [28, 29]
и, возможно, происходит in vivo [10]. Исходя из
полученных данных, в последующих экспери-

ментах мы использовали наиболее длительный
период инкубации (20 ч), так как в этом случае
нарабатывается наибольшее количество тран-
скрипта, уровень которого существенно превышает
уровень транскрипта, синтезируемого с контроль-
ной конструкции (рис. 3).

В следующей серии экспериментов для им-
порта в митохондрии использовали две генетиче-
ские конструкции, содержащие промоторную об-
ласть гена RRN26, но различающиеся входящей в
их состав 3′-НТО (рис. 4а). НТО играют важную
роль в контроле экспрессии генов в митохондриях
растений, отвечая за стабильность транскрипта,
поэтому тестирование вариантов генетической
конструкции, содержащих последовательности
различных 3′-НТО, было необходимым этапом
исследования. Использованные конструкции со-
держали два варианта последовательности 3′-НТО:
(1) участок митохондриальной плазмидоподоб-
ной ДНК кукурузы, кодирующий тРНКТрп или

Рис. 2. Анализ эффективности импорта генетических конструкций в изолированные митохондрии арабидопсиса с ис-
пользованием ПЦР-РВ: импорт ДНК, содержащей промоторы Prrn26 или Pcox1 и 3′-НТО из митохондриального ге-
нома Z. mays (последовательности тРНК) (а); импорт ДНК, включающих в свой состав промотор Prrn26 и один из двух
вариантов 3′-НТО (последовательности тРНК или 3′-НТО гена NAD4) (б). Уровень импорта ДНК без регуляторных
элементов митохондриального генома (контроль) принят за условную единицу. Допуски на диаграммах обозначают
ошибки среднего.
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Рис. 3. Исследование уровня транскрипта гена GFP под контролем регуляторных элементов митохондриальных генов
in organello. Схема стандартного эксперимента (а). Зависимость уровня транскрипта гена GFP под контролем промо-
тора Prrn26 от времени (б). Уровень неспецифической транскрипции с ДНК-матрицы без регуляторных элементов
(контроль) принят за условную единицу. Допуски на диаграммах обозначают ошибки среднего; * и ** обозначают ста-
тистически значимые различия при Р ≤ 0.02 и Р ≤ 0.01 соответственно.
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(2) 30-нуклеотидную последовательность на
3′-конце транскрипта гена NAD4 арабидопсиса,
служащую сайтом связывания белка MTSF1, иг-
рающего ключевую роль в стабилизации этого
транскрипта [12].

Установлено, что содержание транскриптов, об-
разующихся с ДНК-субстрата, несущего тРНКТрп в
3′-НТО, выше, чем при использовании ДНК-суб-
страта, содержащего последовательность 3′-НТО
гена NAD4 (рис. 4а). Эти результаты позволяют
судить о более эффективной стабилизации тран-
скрипта, синтезируемого в системе in organello, в
случае присутствия на его 3′-конце вторичных
структур, содержащихся в молекуле тРНК.

Следующий этап работы ‒ тестирование уровня
транскрипции с различных промоторных после-
довательностей в митохондриях арабидопсиса ‒
проведен с использованием генетических конструк-
ций, содержащих последовательность тРНКТрп в
3′-НТО (рис. 4б). Уровень транскрипции при ис-
пользовании субстрата импорта, в котором GFP
находился под контролем промоторной области
Prrn26, был более высоким, чем в случае субстра-
та, в котором экспрессия гена контролировалась
промоторной областью Pcox1 (рис. 4б). Эти ре-
зультаты согласуются с ранее полученными дан-
ными о дифференциальной экспрессии митохон-
дриальных генов арабидопсиса, находящихся под
контролем различных промоторов [8].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
На первом этапе работы нами показано, что

ДНК-субстраты, содержащие либо разные про-
моторные области, либо разные 3′-НТО, импор-
тировались в митохондриальный матрикс с та-

кой же эффективностью, как и фрагмент ДНК
без регуляторных элементов. Эти результаты со-
гласуются с данными о том, что процесс импор-
та ДНК не зависит от нуклеотидной последова-
тельности [20].

Анализ содержания транскрипта чужеродного
гена, наработанного в митохондриальном матрик-
се, после нескольких часов инкубации митохон-
дрий выявил достаточно высокий уровень неспе-
цифической транскрипции в условиях in organello.
Об этом свидетельствовало обнаружение тран-
скрипции гена GFP с субстрата импорта ДНК, не
содержавшего регуляторных элементов (рис. 3).
Неспецифические сайты инициации транскрип-
ции – общая ситуация в случае транскрипции с ми-
тохондриальных промоторов в условиях in vitro,
инициируемой обеими митохондриальными РНК-
полимеразами, особенно RPOTmp [28]. Этой
РНК-полимеразе свойственна высокая тран-
скрипционная активность in vitro даже при отсут-
ствии в ДНК-субстрате промоторных последова-
тельностей [28]. Исходя из этого, было необходи-
мо определить продолжительность инкубации
митохондрий после импорта ДНК, при которой
содержание транскрипта, синтезированного с
митохондриальных промоторов, будет суще-
ственно превышать уровень неспецифической
транскрипции. Оптимальный результат получен
после 20 ч инкубации, по истечении которой уро-
вень целевого транскрипта в существенной сте-
пени превышал фоновый (рис. 3).

На следующем этапе работы мы проанализи-
ровали эффективность двух вариантов 3′-конце-
вых последовательностей, обладающих потенци-
альной способностью стабилизировать синтезиру-
емый транскрипт – шпилькоподобной структуры,

Рис. 4. Уровень транскрипта GFP, синтезирующегося in organello в митохондриях арабидопсиса, при использовании
разных генетических конструкций: включающих в свой состав Prrn26 и один из двух вариантов 3'-НТО (последова-
тельности тРНКТрп или 3′-НТО гена NAD4) (а); содержащих Pcox1 или Prrn26 и 3′-НТО из митохондриального ге-
нома Z. mays (последовательности тРНК) (б). Уровень неспецифической транскрипции с ДНК-матрицы без регуля-
торных элементов (контроль) принят за условную единицу. Допуски на диаграммах обозначают ошибки среднего;
* (r), ** (rr) и *** обозначают статистически значимые различия при Р≤ 0.05, Р≤ 0.01 и Р≤ 0.001 соответственно. * обо-
значает отличия от контроля, r обозначает отличия от Prrn26-NAD4 (а) / Pcox1 (б).
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образуемой тРНКТрп, и сайта связывания белка
MTSF1, специфичного для гена NAD4 араби-
допсиса. Нами проведен анализ уровня нараба-
тываемого транскрипта GFP под контролем про-
моторной области гена RRN26 и каждого из двух
вариантов 3′-НТО. В результате оказалось, что
последовательность тРНКТрп на 3′-конце образу-
ющегося транскрипта более эффективно обеспе-
чивает его стабильность, чем 3′-НТО гена NAD4
арабидопсиса (рис. 4а). Такой результат выглядит
достаточно неожиданным, особенно учитывая ви-
довую специфичность последовательности 3′-НТО
гена NAD4. MTSF1 – РНК-связывающий белок,
относящийся к семейству PPR-белков, которое
включает свыше 450 представителей, участвую-
щих во всех этапах метаболизма РНК в органел-
лах арабидопсиса [30]. Показано, что 20-нуклео-
тидной последовательности, локализованной не-
посредственно на 3′-конце зрелого транскрипта
NAD4, достаточно для связывания белка MTSF1
in vitro. Предполагается, что сразу после синтеза
транскрипта-предшественника в митохондриях
MTSF1 связывается с этой последовательностью
и препятствует продвижению полинуклеоти-
дфосфорилазы и других экзонуклеаз, расщепля-
ющих РНК в направлении 3′ → 5′, в результате че-
го происходит стабилизация транскрипта и фор-
мирование его 3′-конца [12]. Тем не менее, нельзя
исключить, что дополнительные последователь-
ности могут играть роль в распознавании тран-
скрипта NAD4 белковым аппаратом экспрессии
in vivo. Известно, что метаболизм РНК в мито-
хондриях растений – сложный и не до конца изу-
ченный процесс, включающий в себя ряд взаимо-
связанных этапов [3, 19]. Можно предположить,
что образующийся в нашей системе чужеродный
транскрипт не распознается в полной мере белко-
вым аппаратом, ответственным за созревание и
стабилизацию специфических митохондриаль-
ных РНК. Альтернативным объяснением полу-
ченного результата может быть отсутствие сво-
бодного белка MTSF1 в митохондриях, использо-
ванных в наших экспериментах.

С другой стороны, шпилькоподобные структу-
ры, образуемые последовательностью тРНКТрп

митохондрий кукурузы, оказались достаточно
эффективными для защиты транскрипта от де-
градации экзонуклеазами. Можно предположить,
что этот механизм менее специфичен и зависит от
меньшего числа факторов, что сделало его более
эффективным в отношении стабилизации чуже-
родного транскрипта in organellо. Ранее в изоли-
рованных митохондриях крысы была выявлена
различная стабильность транскриптов, экспрес-
сируемых с импортированных в митохондрии ге-
нетических конструкций, несущих репортерные
гены с различными 3′-концевыми последователь-
ностями [5]. В том случае, когда вслед за последо-
вательностью репортерного гена в конструкции

располагалась последовательность, кодирующая
тРНК, целевой транскрипт оказывался суще-
ственно более стабильным, чем когда в 3′-области
находилась поли(А)-последовательность. Таким
образом, несмотря на существенные различия в
организации и экспрессии митохондриального
генома растений и животных, в обоих случаях на-
личие последовательности тРНК в 3′-области
оказывается эффективным механизмом стабили-
зации транскрипта в системе in organellо.

Далее мы провели сравнительный анализ со-
держания транскриптов GFP, находящихся под
контролем промоторных областей двух митохон-
дриальных генов – RRN26 и COX1. Эффектив-
ность функционирования промоторов митохон-
дриальных генов арабидопсиса и других растений
ранее изучали в условиях in vitro с использовани-
ем митохондриального экстракта [29, 31] либо ре-
комбинантных РНК-полимераз [28], однако в си-
стеме изолированных митохондрий подобная ра-
бота проведена впервые. Нами показано, что
уровень транскрипта GFP под контролем Prrn26 вы-
ше, чем под контролем Pcox1 (см. рис. 4б), из чего
следует, что интенсивность транскрипции чужерод-
ного гена в митохондриях растений in organellо зави-
сит от эффективности промотора митохондри-
ального гена, входящего в состав импортируемой
генетической конструкции.

Выявленные in organellо различия в уровне экс-
прессии гена GFP под контролем разных промо-
торных последовательностей согласуются с дан-
ными о закономерностях экспрессии генов RRN26 и
COX1 in vivo [8]. Как показано с помощью метода
run-on транскрипции, интенсивность транскрип-
ции гена RRN26 в листьях арабидопсиса примерно в
2 раза превышает интенсивность транскрипции
гена COX1, что отлично коррелирует с нашими
данными [8]. RRN26 представляет собой ген, наи-
более активно транскрибируемый в митохондриях
арабидопсиса [8]. В то же время, в экспериментах
in vitro с использованием рекомбинантной РНК-
полимеразы RPOTm показано, что уровень тран-
скрипции, инициируемой с единственного про-
мотора гена RRN26, многократно ниже интенсив-
ности транскрипции с промотора Patp6-1-200 гена
atp6, транскрибирующегося in vivo на относитель-
но невысоком уровне [28]. Из этого следует, что
данные, полученные нами в системе in organellо,
корректно отражают эффективность митохон-
дриальных промоторных областей, наблюдаемую
в растениях арабидопсиса in vivo, в отличие от ре-
зультатов, полученных в системе in vitro.

Ранее различия в уровне экспрессии репортер-
ных генов, контролируемых двумя основными
промоторными областями митохондриального гено-
ма млекопитающих – HSP и LSP – наблюдали в
изолированных митохондриях крысы [5]. Уро-
вень транскрипта, инициируемого с промотора
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HSP, был в несколько раз выше, чем транскрипта,
находившегося под контролем промотора LSP.
Интересно отметить, что и в этом случае относи-
тельная интенсивность транскрипции была близ-
ка к показанной ранее in vivo [32], но не в системе
in vitro, что служит указанием на отсутствие в по-
следнем случае дополнительных факторов, необ-
ходимых для корректного протекания тран-
скрипции [5, 33].

Вопрос о существовании дополнительных
транскрипционных факторов в митохондриях
растений остается открытым до настоящего вре-
мени. В то время как в митохондриях животных
обнаружено несколько транскрипционных фак-
торов [34], только косвенные данные свидетель-
ствуют в пользу существования таких белков в мито-
хондриях растений [35‒37]. Наши данные, указыва-
ющие на существенные различия в относительной
интенсивности транскрипции, инициируемой с
промоторной области гена RRN26 in organellо и
in vitro, свидетельствуют в пользу существования
дополнительных факторов транскрипции. Ранее
было показано, что 9-нуклеотидный мотив
CATAAGAGA ‒ центральный элемент промотор-
ной области гена RRN26 и ряда других митохон-
дриальных промоторов [7], слабо распознается
рекомбинантными RPOTm и RPOTmp, находясь
в составе промотора Prrn26, и не распознается во-
обще в составе остальных проверенных промото-
ров (Patp6-1-156, Patp9-239 и Patp8-157) [28]. По
нашему мнению, высокая эффективность этого
промотора in organellо, показанная нами, говорит в
пользу участия в распознавании этой последова-
тельности пока не идентифицированных белко-
вых факторов митохондриальной локализации.

Следует отметить, что для инициации специ-
фической транскрипции с митохондриальных
промоторов арабидопсиса рекомбинантными
РНК-полимеразами in vitro строго необходим
ДНК-субстрат с суперспирализованной структу-
рой [28]. Импорт суперспирализованных молекул
ДНК невозможно обеспечить в условиях in organellо в
силу специфичности процесса переноса ДНК в
митохондрии в отношении линейной ДНК [20], од-
нако использование нами линейных субстратов поз-
волило, тем не менее, выявить специфическую
транскрипцию чужеродного гена, находящегося
под контролем митохондриальных промоторов.
Сходным образом линейная ДНК оказывается
подходящим субстратом для инициации тран-
скрипции с митохондриальных промоторов при
использовании в системе in vitro грубого экстрак-
та митохондрий, содержащего все митохондри-
альные белки [29, 38]. Эти данные в совокупности
указывают на то, что в митохондриях растений
присутствуют белковые факторы, модулирующие
изменение конформации ДНК таким образом,
чтобы сделать ее доступной для синтеза РНК.

Таким образом, нами впервые показана воз-
можность детекции транскриптов чужеродного
гена GFP, находящегося под контролем промо-
торных областей митохондриальных генов COX1
или RRN26, после импорта рекомбинантных
ДНК-матриц в изолированные митохондрии ара-
бидопсиса. Обнаруженные ранее различия в
уровне транскрипции митохондриальных генов
in vivo, инициируемой с промоторных областей
Pcox1 или Prrn26, подтверждаются в разработан-
ной нами системе изучения экспрессии чужерод-
ных генов in organellо. При этом установлено, что
уровень транскрипта гена GFP, синтезированного
in organellо, выше при использовании в качестве
3′-НТО последовательности тРНКТрп, чем в при-
сутствии 3′-НТО гена NAD4 арабидопсиса. Полу-
ченные результаты создают возможность исполь-
зования разработанной нами системы импорта
ДНК in organellо для изучения особенностей экс-
прессии митохондриальных генов растений, а
также для подбора митохондриальных генетиче-
ских регуляторных элементов, наиболее эффек-
тивных для обеспечения экспрессии чужеродного
гена при трансформации митохондрий in vivo.
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Differential Expression of a Foreign Gene in Arabidopsis Mitochondria in organello
V. I. Tarasenko1, T. A. Tarasenko1, *, I. V. Gorbenko1,

Yu. M. Konstantinov1, and M. V. Koulintchenko1, 2
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Genetic transformation of higher eukaryotes mitochondria in vivo is one of the unresolved and important
problems. For efficient expression of foreign genetic material in mitochondria, it is necessary to select regu-
latory elements that ensure a high level of transcription and transcript stability. This work is aimed at studying
the effectiveness of regulatory elements of mitochondrial genes f lanking exogenous DNA using the phenom-
enon of natural competence of plant mitochondria. For this purpose, genetic constructs carrying the GFP
gene under the control of the promoter regions of the RRN26 or COX1 genes and one of the two 3'-untrans-
lated regions (3'-UTR) of mitochondrial genes were imported into isolated Arabidopsis mitochondria, fol-
lowed by transcription in organello. It was shown that the level of GFP expression under the control of pro-
moters of the RRN26 or COX1 genes in organello correlates with the level of transcription of these genes ob-
served in vivo. At the same time, the presence of the tRNAТrp sequence in the 3'-UTR leads to a higher level
of the GFP transcript than the presence in this region of the 3'-UTR of the NAD4 gene containing the binding
site of the MTSF1 protein. The results obtained open up prospects for creating a system for efficient transfor-
mation of the mitochondrial genome.

Keywords: regulation of gene expression, DNA import, GFP, promoter region, untranslated region, RPOTmp,
Arabidopsis thaliana mitochondria, in organello
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МикроРНК, участвующие в регуляции экспрессии генов, вовлечены в патогенез широкого спектра
многофакторных заболеваний, в том числе атеросклероза, его факторов риска и осложнений, что
делает актуальным изучение функционально значимых полиморфных вариантов в генах мик-
роРНК у пациентов с клинически выраженным атеросклерозом сонных артерий. Нами проведено
секвенирование экзомов и микроРНК из одних и тех же образцов атеросклеротических бляшек
сонных артерий мужчин (n = 8, возраст 66‒71 лет) с клинически выраженным атеросклерозом.
В подтверждающем исследовании использовали расширенную выборку из 112 пациентов и 72 инди-
видов контрольной группы (этнических славян, жителей Западной Сибири). В образцах сонных ар-
терий, пораженных атеросклерозом, обнаружены 206 пре-микроРНК и 76 зрелых микроРНК, со-
держащих 321 и 97 однонуклеотидных вариантов (SNV) соответственно. Объединение данных се-
квенирования экзомов и микроРНК показало, что 18 генов микроРНК, которые экспрессируются
в атеросклеротических бляшках до зрелого состояния, несут 24 SNV. Из них наибольшей потенциаль-
ной функциональной значимостью в отношении экспрессии микроРНК, предсказанной in silico, об-
ладали варианты rs2910164:C>G (MIR146A), rs2682818:A>C (MIR618), rs3746444:A>G (MIR499A),
rs776722712:C>T (MIR186) и rs199822597:G>A (MIR363). В образцах, полученных от пациентов с ге-
нотипом АС rs2682818 гена MIR618, выявлено снижение уровня экспрессии miR-618 по сравнению
с генотипом СС (log2FC = 4.8; p = 0.012). Обнаружено, что rs2910164:C (MIR146A) ассоциирован с
риском развития клинически выраженного атеросклероза сонных артерий (OR = 2.35; 95%CI:
1.43‒3.85; p = 0.001). Интегративный подход позволил выявить новые наиболее информативные с
точки зрения предсказания функциональной значимости полиморфные варианты в генах мик-
роРНК. Вариант rs2682818:A>C (MIR618) может быть связан с изменением экспрессии miR-618 в
атеросклеротических бляшках сонных артерий, а rs2910164:C (MIR146A) ассоциирован с риском
развития клинически выраженного атеросклероза.

Ключевые слова: микроРНК, секвенирование, атеросклероз сонных артерий
DOI: 10.31857/S0026898423030205, EDN: CHZTLI

ВВЕДЕНИЕ
Атеросклеротическое поражение сонных арте-

рий часто приводит к развитию таких осложне-
ний, как хроническая ишемия головного мозга,
сосудистая деменция, транзиторная ишемиче-
ская атака и ишемический инсульт [1]. На сего-
дняшний день значительно улучшилось понима-
ние патофизиологических процессов, лежащих в
основе формирования атеросклероза и механиз-

мов его клинических осложнений, открыты клю-
чевые сигнальные пути и молекулы, участвующие
в инициации и прогрессии атеросклеротических
бляшек [2].

Среди таких молекул особый интерес пред-
ставляют микроРНК ‒ малые (miRNA; в среднем
22 нуклеотида) одноцепочечные некодирующие
РНК, которые регулируют экспрессию генов в
ядре на уровне транскрипции и на посттран-
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скрипционном уровне в цитоплазме, связываясь
с 3′-нетранслируемой областью мРНК. Связыва-
ние может быть как полностью комплементар-
ным с деградацией мРНК гена-мишени, так и ча-
стично комплементарным (более характерно для
микроРНК) с подавлением трансляции [3]. При
частичной комплементарности одна микроРНК
может иметь сразу несколько сотен мРНК-мише-
ней. Верно и обратное – одна мРНК может свя-
зываться с разными микроРНК.

Полиморфизм в генах микроРНК (в регуля-
торных участках, в при- и пре-микроРНК, в обла-
сти нуклеотидной последовательности зрелой
микроРНК), а также в генах их биогенеза и генах-
мишенях может быть функционально значимым
для формирования атеросклероза и его ослож-
ненного течения [4]. Варианты в генах мик-
роРНК могут влиять на процессинг и уровень
экспрессии соответствующих молекул, на их био-
генез, активность, а также на взаимодействие зре-
лой микроРНК с ее мРНК-мишенью [5]. Однако
нуклеотидная вариабельность в области генов
(при/пре-) микроРНК при сердечно-сосудистых
заболеваниях изучена недостаточно детально [5, 6].

Многочисленные исследования показывают,
что микроРНК участвуют почти во всех этапах
атерогенеза, способствуя или подавляя данный
патологический процесс [7‒9]. В базе данных
HMDD v3.0: the Human microRNA Disease Data-
base (обновление от 27 марта 2019 г.) содержится
информация о 116 экспериментально подтвер-
жденных микроРНК, связанных с атеросклеро-
зом, из них 26 микроРНК ассоциированы с атеро-
склерозом сонных артерий и 67 – с ишемическим
инсультом [10].

В большинстве работ, направленных на поиск
ассоциаций полиморфных вариантов генов мик-
роРНК (miR-let-7, miR-27a, -146a, -149, -196a2, -200b,
-423, -499, -618, -4513) с клиническими осложне-
ниями атеросклерозa, анализировали преимуще-
ственно отдельные однонуклеотидные варианты
(SNV) в популяциях Азии и получали противоре-
чивые результаты [11‒16].

В других работах изменение экспрессии микро-
РНК в клетках сосудов, пораженных атероскле-
розом, анализировали с использованием различ-
ных групп сравнения и методов, включая ПЦР в
режиме реального времени и технологии микро-
чипов [17, 18]. В результате идентифицирована
31 микроРНК (miR-1, let-7f, -9, -10a, -10b, -16,
-19a, -19b, -21, -22, -24, -25, -29b, -29c, -34a, -92a,
-100, -106b, -125a, -127, -133a, -133b, -143, -145,
-146a, -150, -155, -221, -223, -486 и -497), экспрес-
сия которых в атеросклеротических бляшках ко-
ронарных и сонных артерий статистически значимо
отличается от экспрессии в интактных тканях сосу-
дов, либо в нестабильных (симптоматических) и
стабильных (асимптоматических) атеросклеро-

тических бляшках в двух или более исследовани-
ях [19]. Однако вплоть до настоящего времени нет
работ, в которых анализируется вариабельность
генов микроРНК и экспрессия микроРНК в ате-
росклеротических бляшках у одних и тех же паци-
ентов.

В связи с этим актуальным представляется ис-
следование функционально значимых вариантов
в генах микроРНК и анализ их ассоциации с забо-
леваниями, обусловленными атеросклерозом, в
европейских популяциях. Изучение полиморф-
ных вариантов в генах микроРНК, участвующих в
патогенезе атеросклероза, поможет выявить но-
вые молекулярные механизмы развития заболе-
вания, а также возможные биомаркеры и мишени
для таргетной терапии. Полученные данные мо-
гут быть использованы для идентификации и
стратификации индивидов, прогнозирования
риска развития клинических осложнений атеро-
склероза.

В нашей работе с помощью секвенирования эк-
зома и микроРНК охарактеризован спектр функ-
ционально значимых однонуклеотидных поли-
морфных вариантов в генах микроРНК в атеро-
склеротических бляшках сонных артерий одних и
тех же пациентов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалом для исследования послужили об-
разцы пораженных атеросклерозом сонных арте-
рий, полученные в ходе каротидной эндартерэк-
томии от восьми пациентов мужского пола
(66‒71 лет, славяне, жители Западной Сибири).
Степень стеноза сонных артерий при ультразву-
ковом обследовании варьировала от 67 до 90%.
Все пациенты курили, в анамнезе у них отмечена
артериальная гипертензия и ишемическая бо-
лезнь сердца; у двух разных пациентов было
острое нарушение мозгового кровообращения
(ОНМК) и инфаркт миокарда (ИМ), а еще у од-
ного – сахарный диабет типа 2. Все пациенты
принимали лекарственные препараты из групп
статинов, антигипертензивных препаратов и ан-
тикоагулянтов/дезаггрегантов. Биоптаты тканей
сонных артерий замораживали и хранили в жид-
ком азоте до процедуры выделения ДНК и РНК.

ДНК выделяли стандартным методом фе-
нол‒хлороформной экстракции. ДНК-библио-
теки для секвенирования экзома получали с ис-
пользованием SureSelect Clinical Research Exome
Enrichment Kit (“Agilent”, США). Качество ДНК-
библиотек оценивали с помощью прибора Bioana-
lyzer 2100 (“Agilent”). Секвенирование проводили
на приборе HiSeq 1500 (“Illumina”, США) в режи-
ме 2 × 150 п.н. Первичные данные хранятся в ре-
позитории NCBI BioProject, PRJNA758796 [20].
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Анализ генетических вариантов проводили с
использованием алгоритма Genome Analysis Toolkit
(GATK) для поиска унаследованных SNV, корот-
ких инсерций и делеций [21]. Качество прочте-
ний оценивали с помощью программы FastQC
v0.11.5 [22]. Выравнивание на сборку генома
GRCh38 проводили с помощью GATK BwaSpark,
поиск SNV ‒ с использованием GATK Haplotype-
Caller [21]. Из дальнейшего анализа исключали
инсерции и делеции, а также однонуклеотидные
варианты, аннотированные в нескольких локусах
генома.

РНК выделяли с использованием реагента
TRIzol (“ThermoFisher”, США) и набора PureLink
RNA Micro Scale Kit (“ThermoFisher”). Из всех
образцов тканей сонных артерий выделена РНК
хорошего качества (RINs >7.0), кроме одного об-
разца, который исключили из дальнейшего ис-
следования. Для приготовления библиотеки
кДНК использовали набор NEBNext Multiplex
Small RNA Library Prep Set for Illumina (“New En-
gland Biolabs”, Великобритания). Качество биб-
лиотек оценивали с помощью прибора Bioana-
lyzer 2100 (“Agilent”). Секвенирование осуществ-
ляли на приборе HiSeq 1500 (“Illumina”) в режиме
1 × 50 п.н. Данные секвенирования микроРНК
анализировали с использованием пакета про-
грамм miARma-Seq [23]. Качество прочтений
оценивали с помощью программы FastQC v0.11.5.
Для удаления адапторов и обрезки последова-
тельностей использовали пакет программ Trim
Galore [24]. Выравнивание осуществляли на
сборку генома GRCh38 с помощью программного
обеспечения BWA-MEM [25]. Количество про-
чтений микроРНК подсчитывали с использова-
нием алгоритма featureCounts [26]. Уровни экс-
прессии микроРНК оценивали с использованием
пакета “edgeR” в программной среде R. Иденти-
фикацию SNV в данных секвенирования мик-
роРНК проводили с помощью пакета программ
GATK [21]. Информация о предшественниках
(miRNA_primary_transcript) и зрелых микроРНК
(miRNA) получена из базы miRBase v22 [27].
Функциональную значимость SNV для экспрес-
сии микроРНК предсказывали с помощью про-
граммы miRVaS [28]. Связь микроРНК с атеро-
склерозом и его осложнениями оценивали с ис-
пользованием информации, полученной из базы
данных HMDD v3.2 [29].

Для подтверждающего исследования и анали-
за ассоциаций полиморфизма rs2910164 гена
MIR146A с клинически выраженным атероскле-
розом сонных артерий у славян, жителей Запад-
ной Сибири, использовали расширенную выбор-
ку пациентов (n = 112, возраст 65 (59; 69) лет,
78 мужчин и 34 женщины). Степень стеноза сон-
ных артерий при ультразвуковом исследовании
(УЗИ) составила ≥70%, что стало показанием к
каротидной эндартерэктомии. У всех пациентов в

анамнезе была артериальная гипертензия. Курили
68 (60.7%) пациентов, а сахарный диабет типа 2
выявлен у 2 (1.8%) пациентов. ОНМК и ИМ заре-
гистрированы у 38 (33.9%) пациентов, одновре-
менно оба эти события выявлены у 10 (9%) инди-
видов.

Контрольная группа сформирована из относи-
тельно здоровых индивидов без сердечно-сосуди-
стой патологии в анамнезе и признаков ишемии
головного мозга при клиническом обследовании
(n = 72, возраст 69 (67;73) лет, 45 мужчин и 26 жен-
щин). У всех индивидов проведено УЗИ, выявившее
начальные стадии атеросклероза сонных артерий,
но без гемодинамически значимых изменений
(стеноз не превышал 24%).

Генотипирование образцов лейкоцитов перифе-
рической крови индивидов проведено с помощью
ПЦР с последующим анализом полиморфизма
длин рестрикционных фрагментов (ПЦР-ПДРФ),
согласно Yamashita J. и соавт. [30]. Распределение
генотипов по полиморфному варианту rs2910164
гена MIR146A в контрольной группе не выявило от-
клонений от равновесия Харди‒Вайнберга.

Полученные данные анализировали с помо-
щью пакета программ R (The R Foundation).
Сравнение количественных данных проводили с
использованием критерия Вилкоксона, а каче-
ственных – критерия χ2 Пирсона с поправкой
Йетса на непрерывность и/или точного критерия
Фишера. Численные значения приведены далее в
формате медиана [1-квартиль, 3-квартиль]. От-
носительный риск у носителей ассоциированно-
го с болезнью аллеля по полиморфному генетиче-
скому варианту оценивали по величине отноше-
ния шансов (OR), для которой рассчитывали
95%-ный доверительный интервал (95% ДИ). По-
роговый уровень значимости принят равным р =
= 0.05.

Проведение работы одобрено Комитетом по
биомедицинской этике НИИ медицинской гене-
тики Томского НИМЦ. Все доноры подписали
добровольное информированное согласие на уча-
стие в исследовании.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Данные экзомного секвенирования ДНК, вы-

деленной из атеросклеротических бляшек сон-
ных артерий восьми пациентов, характеризова-
лись 55.9 [55.0; 57.5] миллионами парноконцевых
прочтений длиной 150 п.н. на образец. В нуклео-
тидной последовательности предшественников
микроРНК найдено 380 SNV, из которых у 321 по-
крытие ≥×10 выявлено хотя бы в одном образце
(приходящихся на 206 генов микроРНК), из них
234 (72.9%) составили транзиции и 87 (27.1%) ‒
трансверсии. В области нуклеотидной последова-
тельности зрелой микроРНК выявлено 113 SNV, в
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том числе с покрытием ≥×10 – 97 (76 генов), из
них 75 (77.3%) транзиций и 22 (22.7%) трансвер-
сий. Эти результаты согласуются с большей ча-
стотой транзиций в области генов микроРНК,
чем замен других типов [31].

В результате высокопроизводительного секве-
нирования микроРНК, выделенных из атеро-
склеротических бляшек сонных артерий семи па-
циентов, получено в среднем 7.8 [7.2; 12.3] милли-
она одноконцевых прочтений длиной 50 п.н., из
них 467 [253; 852] тысяч приходилось на мик-
роРНК. Экспрессия на уровне больше 10 CPM
(количество прочтений данной микроРНК на
миллион прочтений в образце) хотя бы в одном
образце зарегистрирована у 364 (19%) из 1917 из-
вестных микроРНК, согласно базе miRbase v.22.
Причем большую часть микроРНК (169 (61%)
из 278), обнаруженных в атеросклеротических
бляшках без детализации -5p/-3p, ранее не связы-
вали с атеросклерозом, в том числе сонных арте-
рий и ишемическим инсультом, согласно базе
данных HMDD v3.2. Более того, лишь 28 (8%) из
364 микроРНК с детализацией -5p/-3p или 76 (27%)
из 278 микроРНК без данного уточнения ранее ана-
лизировали в качестве биомаркеров ИБС, острого
коронарного синдрома, ИМ, инсульта [32].

Наиболее высокий уровень экспрессии выявлен
у miR-143-3p ‒ 18.7 [17.3; 18.9], miR-21-5p ‒ 17.0
[16.4; 17.5] и miR-100-5p ‒ 15.9 [15.4; 16.3]. Экс-
прессия этих микроРНК в атеросклеротических
бляшках сонных артерий суммарно составляет
36% от экспрессии всех микроРНК, причем 23%
приходилось на miR-143-3p. Эти результаты со-
гласуются с тем, что экспрессия лишь нескольких
микроРНК обусловливает существенную долю
суммарного уровня микроРНК в анализируемом
образце [33].

С использованием GATK проведен поиск ге-
нетических вариантов микроРНК в данных се-
квенирования. В результате идентифицировано
427 SNV, из которых покрытие ≥ ×10 хотя бы в од-
ном образце установлено у 207 (48%), но только три
SNV (1.5%) (rs4534339, rs771605638 и rs775920236)
располагались в области нуклеотидной последова-
тельности зрелой микроРНК (miR-1843 и miR-100
соответственно). Причем rs4534339 подтвержден и
данными экзомного секвенирования – все паци-
енты имели генотип TT (частота минорного аллеля
(MAF) согласно gnomAD у европейцев – 0.99).

При сопоставлении результатов экзомного се-
квенирования и экспрессии микроРНК выявле-
но 24 SNV, расположенных в 18 генах мик-
роРНК, которые представляют интерес с точки
зрения их влияния на регуляцию экспрессии со-
ответствующих микроРНК в атеросклеротиче-
ских бляшках сонных артерий (табл. 1). Из этих
24 SNV 14 (58%) были частыми, согласно базе
данных gnomAD (MAF gnomAD ≥ 5%). Частые

варианты rs71428439 и rs2292832 расположены в
области гена MIR149, а редкие rs796224492,
rs796361602, rs796973621, rs796153424, rs878994369
и rs796405877 – в гене MIR10527. Потенциально
наибольшей функциональной значимостью для
экспрессии микроРНК, предсказанной in silico, об-
ладали rs776722712:C>T (MIR186), rs2910164:C>G
(MIR146A), rs2682818:A>C (MIR618), rs3746444:A>G
(MIR499A) и rs199822597:G>A (MIR363).

Выявлены пять микроРНК с наиболее высо-
ким уровнем экспрессия в атеросклеротических
бляшках сонных артерий: miR-27a-3p ‒ 12.9 [12.0;
13.3], miR-146a-5p ‒ 15.9 [15.4; 16.2], miR-423-5p ‒
12.1 [10.4; 12.3], miR-423-3p ‒ 11.6 [10.8; 11.7] и
miR-186-5p ‒ 10.3 [9.4; 10.4] (табл. 1).

С риском развития ишемического инсульта ‒
осложнением атеросклероза сонных артерий, ра-
нее связывали аллель С/генотип CC rs2292832
(MIR149) в азиатских популяциях [34, 35], аллель
G/генотип GG rs2910164 (MIR146A) у жителей
Южной Кореи [12, 13, 36], а в популяции Китая
генотипы GT+TT rs2682818 (MIR618) [37] и гено-
тип GG rs3746444 (MIR499A; табл. 1) [13].

С увеличением риска ИБС связаны аллель T
rs2292832 (MIR149) в Южной Корее [38], аллель A
rs6505162 (MIR423) в Индии [39], а в популяциях
Азии ‒ генотипы СС rs2910164 (MIR146A) [12, 15]
и GG rs3746444 (MIR499A; табл. 1) [15]. Риск ИМ
увеличен у носителей генотипов СС rs895819
(MIR27A) [40] и GG rs3746444 (MIR499A; табл. 1)
[41]. Однако проведенный недавно метаанализ
(восемь исследований, 2507 пациентов с ИМ и
3796 здоровых жителей Азии, 11 полиморфизмов
генов микроРНК) показал, что, наоборот, риск
ИМ повышен у носителей генотипа GG rs2910164
(MIR146A), а также AA+AG rs3746444 (MIR499A)
(табл. 1) [42].

Исследования, проведенные на культурах кле-
ток in vitro, показали вовлеченность miR-186-5p,
miR-149-5p, miR-146a-5p, miR-182-5p, miR-27a-3p,
miR-363-3p в развитие атеросклеротического по-
ражения артерий (табл. 1) [43‒50].

На рис. 1 представлен уровень экспрессии
19 микроРНК в атеросклеротических бляшках
сонных артерий в зависимости от генотипа паци-
ентов по SNV, расположенных в области генов мик-
роРНК. Однако экспрессия только одной из них ‒
miR-618 ‒ в атеросклеротических бляшках сон-
ных артерий пациентов с генотипом AС rs2682818
гена MIR618 была в 27 раз ниже, чем у носителей
генотипа СС (log2FC = 4.8; p = 0.012; рис. 1). По-
лиморфизм rs2682818 может влиять на экспрес-
сию miR-618, препятствуя формированию вто-
ричной структуры шпильки и процессингу пред-
шественника miR-618 до ее зрелой формы.
Показано, что аллель A rs2682818 ассоциирован
со снижением уровня зрелой miR-618 в клетках
HeLa по сравнению с аллелем C [51]. Кроме того,
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генотипы AC/AA rs2682818 выступают в роли не-
гативного прогностического фактора рецидива
ишемического инсульта [37].

Из всех микроРНК, экспрессирующихся в ате-
росклеротических бляшках сонных артерий, наи-
более хорошо изучена miR-146a (табл. 1). Экс-
прессия miR-146a повышается в атеросклероти-
ческих бляшках человека и мыши, при этом она
ингибирует передачу сигналов через NF-κB в эн-
дотелиальных клетках и макрофагах путем интер-
ференции с TRAF6 и IRAK1/2, тем самым снижая
экспрессию провоспалительных цитокинов [7,
46, 52–54]. Таким образом, miR-146a представля-
ет собой противовоспалительную микроРНК, ко-
торая придает атеропротективные свойства стен-
ке сосуда.

Генетические варианты в пре-микроРНК за-
трагивают процессинг отдельных микроРНК и,
соответственно, снижают уровень зрелой мик-
роРНК. В частности, наиболее активно при ате-

росклерозе и его осложнениях изучали вариант
rs2910164:C>G гена MIR146A. Однако ассоциа-
ции этого полиморфизма с фенотипами атеро-
склероза сонных и коронарных артерий анализи-
ровали, главным образом, в популяциях Азии.
Лишь в одной работе показана связь генотипа CC
rs2910164 гена MIR146A с риском рестеноза коро-
нарных артерий у европейцев в популяции Гер-
мании [55]. Согласно данным gnomAD, частоты
минорного аллеля С rs2910164 различаются в по-
пуляциях Восточной Азии и Европы – 63 и 23%
соответственно.

В связи с этим, в рамках настоящего исследо-
вания проведено генотипирование лейкоцитов
крови пациентов с осложненным течением атеро-
склероза сонных артерий и у относительно здоро-
вых жителей Западной Сибири, этнических сла-
вян, по полиморфному варианту rs2910164 гена
MIR146A (табл. 2). Сравнение частот аллелей и ге-
нотипов данного полиморфизма в этих двух груп-
пах выявило ассоциацию аллеля C и генотипов

Рис. 1. Уровень экспрессии 19 микроРНК в атеросклеротических бляшках сонных артерий в зависимости от генотипа
пациентов по SNV, расположенных в области генов микроРНК. GT – генотипы; 0/0 – гомозиготы по референсному
аллелю; 1/1 – гомозиготы по альтернативному аллелю; 0/1 – гетерозиготы. Над каждой ячейкой приведено название
SNV и соответствующей микроРНК; по оси Х приведены генотипы (0/0, 0/1 и 1/1), а по оси Y – уровень экспрессии
микроРНК.
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(СС+GC) rs2910164 гена MIR146A с риском кли-
нически выраженного атеросклероза сонных ар-
терий: OR = 2.35 (95%CI: 1.43‒3.85), p = 0.001,
OR = 2.95 (95% CI: 1.60‒5.45) p = 0.001.

Следует отметить, что в популяциях Азии ге-
нотип СС rs2910164 (MIR146A) связан с риском
ИБС, но аллель G/генотип GG ассоциирован с
риском осложненного течения атеросклероза
сонных и коронарных артерий – ОНМК и ИМ
[12, 13, 36]. В нашей работе установлена ассоциа-
ция аллеля C и генотипов (СС+GC) rs2910164 ге-
на MIR146A с риском развития клинически выра-
женного атеросклероза сонных артерий жителей
Западной Сибири славянского происхождения,
однако связь с ОМНК остается неясной, по-
скольку острые сосудистые события зарегистри-
рованы у 38 человек из общей выборки, что недо-
статочно для анализа.

Полиморфизм rs2910164 приводит к замене
нуклеотидов G>C в последовательности пре-
микроРНК гена MIR146A и далее в “пассажир-
ской цепи” зрелой miR-146a-3p. В результате на-
рушается процессинг pre-miR-146a, конформа-
ция ее вторичной структуры и стабильность,
уменьшается продукция зрелой miR-146a в кле-
точной линии U2OS [56]. В этой работе показано,
что генотип СС и аллель С rs2910164 связаны со
снижением экспрессии miR-146a в клетках, что
увеличивает содержание мРНК ее мишеней
(IRAK1, TRAF6), внося вклад в формирование
провоспалительного профиля и, следовательно,
риска заболевания.

Однако в мононуклеарных клетках перифери-
ческой крови пациентов с ИБС и генотипом CC
rs2910164 гена MIR146A выявлено повышение
уровня miR-146a и снижение уровня IRAK-1,
TRAF-6, NF-κB и C-реактивного белка по срав-
нению с носителями генотипа GG [52]. Кроме то-
го, в работе Xiong и соавт. показана ассоциация
генотипов GC/CC rs2910164 с риском развития
ИБС и увеличением экспрессии miR-146a в мо-

нонуклеарных клетках крови пациентов [57]. В то
же время при сахарном диабете типа 2, который
часто регистрируется у пациентов с атеросклеро-
тическим поражением артерий, снижение уровня
miR-146a в мононуклеарных клетках крови связа-
но с генотипом CC rs2910164 [58]. Однако нами не
выявлено связи между экспрессией miR-146a-5p
в атеросклеротических бляшках сонных артерий
и генотипом rs2910164 гена MIR146A. Возможно,
существуют клеточно- и тканеспецифичные раз-
личия в экспрессии miR-146a у носителей разных
генотипов rs2910164 гена MIR146A в зависимости
от стадии и русла атеросклеротического пораже-
ния артерий, коморбидного статуса пациентов.

С другой стороны, относительно малый раз-
мер выборок, используемых для анализа связи
между полиморфизмом гена и экспрессией мик-
роРНК в атеросклеротических бляшках сонных
артерий, может быть причиной различий в ре-
зультатах, полученных в нашей и других работах.
Кроме того, результаты изучения ассоциации
rs2910164 гена MIR146A с патологией необходимо
реплицировать на больших по размеру и разных
по этническому составу выборках, в том числе,
включающих пациентов разного пола, с атеро-
склеротическим поражением артерий разной ло-
кализации и их осложнениями. Не исключено,
что кумулятивный эффект не одного, а многих ге-
нетических вариантов, в том числе локализован-
ных в области генов микроРНК, и факторов сре-
ды играет существенную роль в формировании
предрасположенности к атеросклеротическому
поражению артерий.

Результаты анализа ассоциаций полиморфиз-
ма генов микроРНК с атеросклерозом необходи-
мо интерпретировать в контексте оценки экс-
прессии пре- и зрелой микроРНК и их мишеней в
клетках/тканях органов-мишеней патологии.
С целью установления причинно-следственных
отношений и детальных молекулярно-генетиче-
ских механизмов эти работы следует дополнять
функциональными исследованиями с использо-

Таблица 2. Распределение аллелей и генотипов rs2910164 (G>C) гена MIR146A у пациентов с осложненным тече-
нием атеросклероза сонных артерий и у относительно здоровых жителей Западной Сибири славянского проис-
хождения

Генотип/аллель Здоровые индивиды, 
абс. кол-во (%)

Пациенты с клинически выраженным 
атеросклерозом, абс. кол-во (%) χ2; OR (95%CI); р

GG 46 (63.9) 42 (37.5) χ2 = 11.20;
OR = 2.95

(95% CI: 1.60‒5.45);
p = 0.001

GC + CC 26 (36.1) 70 (62.5)

G 116 (80.5) 143 (63.8) χ 2 = 10.96
OR = 2.35

(95% CI: 1.43‒3.85)
р = 0.001

C 28 (19.5) 81 (36.2)
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ванием культур клеток и модельных животных.
Так, показано, что miR-146a вносит вклад в форми-
рование и стабильность атеросклеротических бля-
шек, регулируя пролиферацию гладкомышечных
клеток через сигнальный путь Notch и процесс вос-
паления в макрофагах IRAK1/TRAF6/NF-κB [59,
60]. Однако функциональная значимость miR-618
при атеросклерозе остается неясной.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящем исследовании впервые охаракте-

ризован спектр SNV в генах микроРНК у прожи-
вающих в Западной Сибири этнических славян, с
клинически выраженным атеросклерозом сон-
ных артерий. С помощью секвенирования экзо-
мов и микроРНК оценена экспрессия зрелых
микроРНК в атеросклеротических бляшках сон-
ных артерий. Выявлены 24 SNV, расположенных
в 18 генах микроРНК, которые экспрессируются
в атеросклеротических бляшках сонных артерий.
Показано снижение экспрессии miR-618 в ате-
росклеротических бляшках сонных артерий у
пациентов с генотипом AС rs2682818 гена MIR618
по сравнению с генотипом СС (log 2FC = 4.8; p =
= 0.012). Установлена ассоциация аллеля C и ге-
нотипов (GC+СС) полиморфного варианта
rs2910164 гена MIR146A с риском развития клини-
чески выраженного атеросклероза сонных арте-
рий у славян, проживающих в Западной Сибири
(OR = 2.35; 95%CI: 1.43‒3.85; p = 0.001, OR = 2.95;
95% CI: 1.60‒5.45; p = 0.001 соответственно).

Работа выполнена в рамках Государственного
задания Министерства науки и высшего образо-
вания Российской Федерации.

Проведение данной работы одобрено Комите-
том по биомедицинской этике НИИ медицин-
ской генетики Томского НИМЦ. Все доноры
подписали добровольное информированное со-
гласие на участие в исследовании.
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miRNAs are vital molecules of gene expression. They are involved in the pathogenesis of various common
diseases, including atherosclerosis, its risk factors and complications. A detailed characterization of the spec-
trum of functionally significant polymorphisms of miRNA genes of patients with advanced carotid athero-
sclerosis is an actual research task. We analyzed miRNA expression and exome sequencing data of carotid
atherosclerotic plaques of the same male patients (n = 8, 66–71 years of age, 67‒90% degree of carotid artery
stenosis). For further study and analysis of the association between rs2910164 polymorphism of the MIR146A
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gene and advanced carotid atherosclerosis, we recruited 112 patients and 72 relatively healthy Slavic residents
of Western Siberia. 321 and 97 single nucleotide variants (SNVs) were detected in the nucleotide sequences
of pre- and mature miRNAs in carotid atherosclerotic plaques. These variants were located in 206 and
76 miRNA genes, respectively. Integration the data of exome sequencing and miRNA expression revealed
24 SNVs of 18 miRNA genes which were processed to mature form in carotid atherosclerotic plaques. SNVs
with the greatest potential functional significance for miRNA expression predicted in silico were
rs2910164:C>G (MIR146A), rs2682818:A>C (MIR618), rs3746444:A>G (MIR499A), rs776722712:C>T
(MIR186), rs199822597:G>A (MIR363). The expression of miR-618 was lower in carotid atherosclerotic
plaques of patients with the AC rs2682818 genotype of the MIR618 gene compared with the CC genotype
(log2FC = 4.8; p = 0.012). We also found the association of rs2910164:C (MIR146A) with the risk of advanced
carotid atherosclerosis (OR = 2.35; 95% CI: 1.43–3.85; p = 0.001). Integrative analysis of polymorphism in
miRNA genes and miRNA expression is informative for identifying functionally significant polymor-
phisms in miRNA genes. The rs2682818:A>C (MIR618) is a candidate for regulating miRNA expression
in carotid atherosclerotic plaques. The rs2910164:C (MIR146A) is associated with the risk of advanced carot-
id atherosclerosis.

Keywords: miRNA, sequencing, carotid atherosclerosis
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Ген Gagr – доместицированный ген gag ретроэлементов у Drosophila melanogaster, функция которого
связана со стрессовым ответом. Ген Gagr и его гомологи у разных видов Drosophila имеют высоко
консервативную структуру, однако демонстрируют определенную изменчивость промоторной об-
ласти, связанную, по-видимому, с постепенным приобретением доместицированным геном новой
функции и вовлечением в новые сигнальные пути. В настоящей работе изучено влияние окисли-
тельного стресса, вызванного персульфатом аммония, на жизнеспособность различных видов рода
Drosophila (D. melanogaster, D. mauritiana, D. simulans, D. yakuba, D. teissieri, D. pseudoobscura), проведен
анализ корреляции структуры промоторных областей и стресс-индуцированных изменений в экс-
прессии гена Gagr и его гомологов у разных видов дрозофил, а также сравнение стресс-индуциро-
ванных изменений в экспрессии генов-маркеров окислительного стресса: активатора сигнального
пути Jak-STAT upd3, эффектора пути Jak-STAT vir-1 и мишени сигнального пути IMD Rel. Обнару-
жено, что у D. simulans и D. mauritiana существенно повышена чувствительность к персульфату ам-
мония, что коррелирует со сниженным уровнем транскрипции ортологов гена vir-1. Последнее обу-
словлено уменьшением числа сайтов связывания транскрипционного фактора STAT92Е, компо-
нента сигнального пути Jak-STAT, в промоторной области ортологов vir-1 у D. simulans и
D. mauritiana. Согласованные изменения экспрессии генов Gagr, upd3, vir-1 наблюдаются у всех ви-
дов подгруппы melanogaster, кроме D. pseudoobscura, что свидетельствует о возрастании роли Gagr в
регуляции путей стрессового ответа в ходе филогенеза рода Drosophila.

Ключевые слова: доместикация, ретроэлементы, gag, Drosophila, стрессовый ответ
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ВВЕДЕНИЕ
Молекулярная доместикация последователь-

ностей мобильных элементов может играть
огромную роль в образовании новых семейств ге-
нов, несущих в себе значимые эволюционные
новшества и во многом определяющие облик
крупных таксонов эукариот. Роль доместициро-
ванных генов ретроэлементов у млекопитающих
изучена достаточно подробно: обнаружено не-
сколько семейств генов ретротранспозонного
происхождения (PNMA, MART, синцитины и
Bex/Tcl), члены которых играют определяющую
роль в формировании плаценты и в эмбриогенезе
[1‒5], а также в функционировании центральной
нервной системы [6, 7]. В защите от ретровиру-
сов, попадающих в организм извне, могут участ-
вовать и другие доместицированные гены. Так, у
мышей есть четыре таких гена – Fv1, Fv4, Rmcf1 и
Rmcf2 [8‒10]. Доместицированные последова-
тельности ретроэлементов найдены и у других по-

звоночных: ген Arc, необходимый для формиро-
вания и поддержания долговременной памяти в
центральной нервной системе, консервативен у
тетрапод [11], а последовательности, кодирующие
SCAN-домен, характерны для многих транскрип-
ционных факторов (ТФ) у амниот – самой разно-
образной и успешной группы тетрапод [12].
Функции многих доместицированных последо-
вательностей ретроэлементов изучены слабо; не-
которые из них охарактеризованы недавно: на-
пример, роль последовательности выше гена
Pparg, произошедшей от ретроэлементов LINE,
как энхансера этого гена, необходимого для
адипогенеза [13], или роль PRLH1 – транскрипта,
происходящего от эндогенного ретровируса ERV-9,
в репарации двухцепочечных разрывов [14].

Случаи молекулярной доместикации ретро-
элементов и их последовательностей у беспозво-
ночных изучены значительно слабее, чем у позво-
ночных. Большая часть исследований ретроэле-

УДК 575.85

ГЕНОМИКА.
ТРАНСКРИПТОМИКА



484

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 57  № 3  2023

ГИГИН, НЕФЕДОВА

ментов проведена на плодовых мухах (Drosophila
melanogaster), для которых характерно высокое
разнообразие ретроэлементов (включая самую
представительную группу – Gypsy, очень близкую
по свойствам к ретровирусам) [15]. На текущий
момент у D. melanogaster известно лишь четыре
доместицированных гена, произошедших от ре-
троэлементов, – Gagr, dARC1, dARC2 (гомологи
гена gag ретроэлементов группы Gypsy) и Iris (го-
молог env ретроэлементов группы Bel) [11, 16, 17].
Ген Gagr и его белковый продукт проявляют опре-
деленную изменчивость среди видов рода Dro-
sophila, связанную с постепенным приобретением
новой функции и вовлечением в новые сигналь-
ные пути [18]. Установление связи между измен-
чивостью последовательности гена Gagr в ряду
видов дрозофил с видоизменением его функций
позволит лучше понять ход процесса молекуляр-
ной доместикации в контексте эволюции.

Ранее было показано, что экспрессия гена Gagr
у D. melanogaster индуцируется индуктором окис-
лительного стресса – персульфатом аммония; при
этом также индуцируется экспрессия ряда других
стресс-активируемых генов, вероятно, имеющих
общие пути регуляции с доместицированным ге-
ном: vir-1, upd3 и Rel [18]. Ген vir-1 – ген с неизвест-
ными функциями, экспрессия которого находит-
ся под контролем каскада Jak-STAT [19]. У D. mela-
nogaster экспрессия vir-1 повышается в ответ на
окислительный стресс [20], а также на вирусную
инфекцию [19]. Ген upd3 – один из трех генов се-
мейства –цитокинов Unpaired, запускающих сиг-
нальный путь Jak-STAT через рецептор Domeless
[21], является мишенью ТФ Sd/Yki (из пути Hippo)
и AP-1 [22, 23]. Экспрессия upd3 у D. melanogaster
индуцируется в ответ на окислительный стресс и
через каскад JNK, активирующий как Yki, так и
AP-1 [23, 24]. Ген Rel кодирует мишень сигнально-
го пути IMD, ТФ, который активируется в ответ на
присутствие патогенных микроорганизмов и неко-
торых окислителей [25, 26].

В задачи нашей работы входило изучение вли-
яния окислительного стресса, вызванного пер-
сульфатом аммония, на жизнеспособность раз-
личных видов рода Drosophila (D. melanogaster,
D. mauritiana, D. simulans, D. yakuba, D. teissieri,
D. pseudoobscura), анализ корреляции структуры
промоторных областей и стресс-индуцированных
изменений экспрессии гена Gagr и его гомологов у
разных видов дрозофил, а также сравнение стресс-
индуцированных изменений экспрессии генов-
маркеров окислительного стресса (vir-1, Rel и
upd3) и их ортологов у разных видов дрозофил.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Виды рода Drosophila и условия культивирования.

В работе использовали лабораторную линию
D. melanogaster дикого типа (Canton-S) и виды

подрода Sophophora (D. simulans, D. mauritiana,
D. yakuba, D. teissieri и D. pseudoobscura) из коллек-
ции кафедры генетики МГУ. Все использованные
в работе виды культивировали на стандартной
агаризованной среде при 21°С. В экспериментах
использовали только самок на стадии имаго, сбор
которых осуществляли спустя 6–8 дней после вы-
лета. Для индукции окислительного стресса имаго
помещали на агаризованную питательную среду,
содержащую персульфат аммония (“Fermentas”,
CША). В экспериментах по изучению экспрессии
использовали персульфат аммония в конечной
концентрации 0.1 М. В качестве контроля ис-
пользовали мух, помещенных на агаризованную
питательную среду без добавления персульфата
аммония. Для снижения дисперсии значений
уровня экспрессии изучаемых генов в дальней-
шем, учитывая индивидуальную реакцию на воз-
действие, и для повышения достоверности ре-
зультатов эксперимент проводили параллельно
на 10 группах мух (шесть тестируемых и четыре
контрольные) по 10 самок в каждой, помещенных
в отдельные пробирки, при температуре 21°С.
Жизнеспособность при окислительном стрессе
изучали, используя персульфат аммония в конеч-
ных концентрациях 0.01 и 0.05 М. Использование
более низкой концентрации позволило несколь-
ко увеличить время выживания особей на среде с
персульфатом и увидеть значимые различия меж-
ду более и менее чувствительными к персульфату
видами. В опытах использовали семь групп мух
каждого вида (пять тестируемых и две контроль-
ные), помещенных в отдельные пробирки и в
сумме дававших не менее 50 самок на опыт и 20 на
контроль. Количество выживших мух фиксиро-
вали спустя 18‒30, 42‒52 и 66‒74 ч после посадки
с промежутками 2 ч в каждом интервале.

Выделение суммарной РНК и ОТ-ПЦР. РНК
выделяли с помощью реактива ExtractRNA (“Ев-
роген”, Россия) по протоколу, рекомендованно-
му фирмой-производителем. РНК выделяли не
из отдельных мух, а из пулов (по пять самок), ото-
бранных из каждой группы (экспериментальной
и контрольной) спустя 24 ч после посадки. Таким
образом, в каждом эксперименте получено шесть
независимых проб РНК из мух, находившихся в
стрессовых условиях, и четыре независимые кон-
трольные пробы. Концентрацию РНК измеряли
спектрофотометрически на приборе NanoDrop
(“Peqlab”). Перед постановкой реакции обратной
транскрипции (ОТ) образцы РНК обрабатывали
ДНКазой I (“Fermentas”) согласно протоколу
фирмы. Для приготовления реакционной смеси
использовали набор реагентов “пятикратная ре-
акционная смесь с горячим стартом на основе
Taq-полимеразы с интеркалирующим красителем
SYBR Green I” (“Евроген”) в соответствии с про-
токолом фирмы-производителя. Реакцию стави-
ли в амплификаторе Mini Opticon Real-Time PCR
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System (“Bio-Rad Laboratories”, США). Определя-
ли относительную экспрессию генов Gagr, vir-1,
upd3 и Rel, нормированную на экспрессию двух
референсных генов – αTub84B и RpL32. Фрагмен-
ты кДНК амплифицировали с использованием
праймеров, подобранных к последовательностям
мРНК тестируемых генов, с помощью модулей
Primer3 и MUSCLE пакета программ UGENE v.41
(табл. 1).

ПЦР проводили, используя следующую про-
грамму: предварительный этап плавления ДНК ‒
10 мин, 95°С, затем 40 циклов: плавление ‒ 15 с,
95°С; отжиг праймеров ‒ 30 с, 55°С; синтез ‒ 60 с,
72°С. После синтеза в каждом цикле измеряли
уровень флуоресценции в пробах. Одновременно
ставили отрицательные контроли для каждого об-
разца: пробы, обработанные ДНКазой I и не про-
шедшие ОТ, а также пробы, содержащие реакти-
вы для ПЦР (включая праймеры), инкубирован-
ные без внесения амплифицируемой ДНК. Для
проверки специфичности реакции после завер-
шения ПЦР определяли температуру плавления
продуктов. Продукт ПЦР анализировали с помо-
щью электрофореза в агарозном геле. Относи-
тельный уровень экспрессии рассчитывали мето-
дом ΔCt с нормированием на два референсных гена.
Статистическую значимость различий нормиро-
ванной экспрессии генов оценивали с помощью
теста Манна‒Уитни (p <0.05).

Множественное выравнивание и биоинформати-
ческий анализ биологических последовательностей.
В работе использовали нуклеотидные и амино-
кислотные последовательности, загруженные из
баз данных FlyBase (https://flybase.org) и NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Выравнивание по-

следовательностей ДНК и белков проводили на
платформе Unipro Ugene v.41 с помощью инстру-
мента MUSCLE (https://www.ebi.ac.uk/msa). По-
иск и визуализацию консервативных мотивов
осуществляли с помощью Интернет-ресурса
WebLogo 3 (weblogo.threeplusone.com).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние окислительного стресса, вызванного 
персульфатом аммония, на жизнеспособность 

видов рода Drosophila

В качестве индуктора окислительного стресса
использовали персульфат аммония [27]. Окисляя
биологические макромолекулы, персульфат-ани-
он и продукты его распада вызывают обширные
повреждения клеточных структур, способствуя
быстрой активации стрессовых каскадов. Пока-
зана высокая эффективность персульфата аммо-
ния как индуктора экспрессии Gagr и маркеров
окислительного стресса у D. melanogaster [18].

Для выявления общих закономерностей функ-
ционирования сигнальных путей ответа на окис-
лительный стресс у разных видов дрозофил оцени-
ли жизнеспособность мух каждого вида на среде,
содержащей персульфат аммония. Концентрация
окислителя 0.1 М, использованная для определе-
ния экспрессии генов-маркеров окислительного
стресса в работе [18], оказалась неподходящей для
длительной экспозиции: гибель мух нарастала
слишком быстро, не позволяя зафиксировать по-
дробную динамику (у некоторых видов 100% мух
погибли менее чем за сутки). Понижение концен-
трации в предварительных опытах до 0.05 М расши-
рило возможный диапазон наблюдений до 3 сут.

Таблица 1. Праймеры, использованные в работе

Сокращения: a – D. mauritiana, m – D. melanogaster, p – D. pseudoobscura, s – D. simulans, t – D. teissieri, y – D. yakuba.

Ген Прямой праймер (5′ → 3′) Обратный праймер (5′ → 3′)

Gagr amst CCTCGATGGCAGTGATCCTG ATTTGTCGCGTGAAGACCG
Gagr y CCTCGATGGCAGTGATCCTG CGCTCGTTCTGTGCACTTAT
Gagr p AACTTCGATGGCAGCGATC CCGATCAGTGCACTTGTTCT
vir-1 ams GGCCGAATTCGATCAGGATC GCCAAATCGTTGACGGCTAT
vir-1 ty GGCCGAATTCGATCAGGATC GCCACATCGTTGACGGCTAT
vir-1 p AACACTGGACCAGGATCAGG GCAAAATCGTTGACGGCGAT
Rel amsty TCATACACACCGCCAAGAAG AGTTCATGTCCTTGGCCTCA
Rel p TCATACACACGGCCAAGAAG TTTCCAGCTTCTGTACCTCC
upd3 ams GACCAGGAACCCAGTGGAA GGCAAACTGGGACATGGC
upd3 ty CAATGTGACCAACCTGCTCT CGCGGCAGGATCTTGTAG
upd3 p GCCAACACGCGTGAAAGA ACTGCTGCAACTGGTACATG
RpL32 amsty GCACCAAGCACTTCATCCG GACGCACTCTGTTGTCGATAC
RpL32 p AGCACTTCATCCGTCACCA GTAACCGATGTTGGGCATCA
aTub84B TACGCCAAGCGTGCCTT GTCCATGCCGACCTCCTC
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Результаты эксперимента представлены на
рис. 1. Время, за которое происходит гибель по-
ловины мух большинства изученных видов, со-
ставляет порядка 48 ч, но два близкородственных
вида (D. simulans и D. mauritiana) из подгруппы
melanogaster проявляют повышенную чувстви-
тельность к 0.05 М персульфату. У этих видов ги-
бель половины особей наступает уже через 24 ч.
Повышенная чувствительность к персульфату
аммония может быть связана с изменениями экс-
прессии стресс-активируемых генов, специфич-
ными для D. simulans и D. mauritiana, поскольку
этот эффект отсутствует у D. melanogaster, а дина-
мика жизнеспособности при окислительном
стрессе принципиально схожа с динамикой у ме-
нее близкородственных видов (включая D. pseu-
doobscura).

Влияние окислительного стресса на экспрессию 
гена Gagr и стрессовых маркеров

у видов рода Drosophila
Влияние окислительного стресса на экспрес-

сию гена Gagr и генов-маркеров окислительного
стресса изучали с использованием 0.1 М персуль-
фата аммония. Оценивали экспрессию как самого
гена Gagr, так и ряда других стресс-активируемых
генов, вероятно, имеющих общие пути регуляции
с доместицированным геном Gagr: vir-1, upd3 и Rel.

Согласно полученным данным, у разных ви-
дов экспрессия гена Gagr в стрессовых условиях
может существенно различаться (рис. 2). Эффек-
тивную индукцию демонстрируют виды D. melan-
ogaster, D. mauritiana и D. yakuba. У D. simulans и
D. teissieri индукция не зафиксирована, но уро-
вень экспрессии Gagr в контроле у этих видов со-
поставим с уровнем у D. yakuba в стрессовых усло-
виях. У D. pseudoobscura экспрессия Gagr также

повышена и не реагирует на присутствие окисли-
теля.

Эффективность индукции Gagr, зарегистриро-
ванная у разных видов, согласуется с различиями
в структуре промотора доместицированного гена,
исследованными в работе [18]. Промотор Gagr у
D. melanogaster содержит сайт связывания ТФ пу-
ти JNK kay и два сайта связывания ТФ пути Jak-
STAT STAT92Е. У D. mauritiana и D. simulans про-
моторы гомологов Gagr содержат сайт связыва-
ния kay и два сайта связывания STAT92Е.
У D. yakuba и D. teissieri ортологичные гены содер-
жат сайт связывания kay и только один сайт свя-
зывания STAT92Е. У D. pseudoobscura есть только
сайт связывания kay, но нет сайтов связывания
STAT92Е.

Повышение экспрессии vir-1 в условиях окис-
лительного стресса обнаружено у большинства
исследованных видов. У D. teissieri и D. pseudoob-
scura эффективность индукции снижена (в 2.5 ра-
за по сравнению с более чем десятикратным уве-
личением экспрессии у D. melanogaster и D. yakuba).
У двух близкородственных видов (D. simulans и
D. mauritiana) vir-1 не индуцируется и экспресси-
руется на низком уровне. Эти же виды показали
наименьшую жизнеспособность в условиях окис-
лительного стресса. Таким образом, жизнеспо-
собность этих видов в условиях окислительного
стресса может коррелировать с уровнем экспрес-
сии гена vir-1.

Мы провели поиск и сравнительный анализ
сайтов связывания ТФ STAT92Е в промоторных
областях vir-1 у разных видов, поскольку ген vir-1,
как и Gagr, является мишенью ТФ STAT92Е. В по-
иске мы опирались на данные, полученные в ра-
боте [19], в которой экспериментально обнаруже-

Рис. 1. Доля выживших мух в зависимости от времени экспозиции на 0.05 М персульфате аммония.
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ны два сайта связывания ТФ STAT92Е в промо-
торной области vir-1 D. melanogaster.

Согласно полученным данным (рис. 3), про-
моторные области всех исследуемых видов, кроме
D. simulans и D. mauritiana, содержат два сайта свя-
зывания ТФ STAT92Е. Таким образом, слабый
уровень экспрессии vir-1 и индукции в условиях
стресса у этих видов может объясняться более низ-
ким уровнем индукции экспрессии ТФ STAT92Е.

От экспрессии гена upd3 в стрессовых услови-
ях во многом зависит эффективность активации
пути Jak-STAT, а значит, индукция экспрессии ге-
нов vir-1 и Gagr (при наличии хотя бы одного сайта
связывания STAT92Е в промоторе). У D. melano-

gaster, D. mauritiana, D. yakuba и D. teissieri экс-
прессия upd3 значительно повышается в присут-
ствии персульфата аммония, обеспечивая эф-
фективную передачу сигнала по пути Jak-STAT.

Рис. 2. Относительный уровень экспрессии генов Gagr, vir-1, upd3 и Rel у самок D. melanogaster и их гомологов у D. mau-
ritiana, D. simulans, D. yakuba, D. teissieri, D. pseudoobscura. К – уровень экспрессии у контрольных особей (не подвер-
гавшихся окислительному стрессу); О – уровень экспрессии у особей, подвергавшихся воздействию персульфата ам-
мония. Уровень экспрессии нормирован на экспрессию двух референсных генов, αTub84B и RpL32, для D. melanogaster
и их гомологов для других видов. Данные представлены в виде среднего со стандартным отклонением. *Значимые раз-
личия (тест Манна–Уитни, p < 0.05, N = 6).
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У D. simulans и D. pseudoobscura наблюдается иная
ситуация. D. simulans не демонстрирует индук-
ции upd3, что может существенно ограничивать
STAT-зависимую активацию vir-1 и Gagr и при-
водить к наблюдаемой низкой жизнеспособно-
сти в условиях стресса. У D. pseudoobscura экс-
прессия upd3 в опыте остается на низком уровне,
что может свидетельствовать о пониженной роли
пути Jak-STAT в реакциях ответа на индуциро-
ванный персульфатом стресс у этого вида и об
альтернативном пути активации гена vir-1.

Экспрессия гена Rel у большинства изученных
видов значимо не повышалась в ответ на стресс,
вызванный персульфатом аммония. Это может
быть связано с особенностями функционирова-
ния сигнального пути IMD, необходимого для
передачи сигнала на каскады JNK и MAPK, но в
то же время ограничивающего биологические эф-
фекты этих путей (как напрямую, так и вслед-
ствие развития иммунологических реакций).
Экспрессия Rel в опыте значительно (в 3 раза) по-
вышена только у D. mauritiana и вместе со слабой
индукцией vir-1 может обуславливать низкую
жизнеспособность этого вида.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Важнейшую роль в обеспечении ответа дрозо-

филы на окислительный стресс играют пути IMD
[26], JNK [24], MAPK (p38) [28, 29] и Jak-STAT [23].
Ген Gagr приобретен предком дрозофил в резуль-
тате молекулярной доместикации ретроэлемен-
та, в ходе дальнейшего филогенеза он был вовлечен
в сложную систему ответа на окислительный
стресс, став частью JNK-, а затем и STAT-регулиру-
емой группы стресс-индуцируемых генов [17, 18].
Ген Gagr и его белковый продукт предположи-
тельно участвуют в обеспечении регенеративной
пролиферации и выхода клеток из стрессового со-
стояния, способствуя, возможно, выживанию ор-
ганизма в присутствии окислителей. Структура

гена Gagr и свойства его продукта различаются у
разных видов, что может означать различную сте-
пень вовлеченности доместицированного гена в
клеточные процессы [17, 18].

Полученные результаты свидетельствуют о
различном характере экспрессии Gagr и функци-
онирования пути Jak-STAT в условиях окисли-
тельного стресса у разных видов дрозофил. Эф-
фективность стресс-индукции Gagr зависит от
количества сайтов связывания ТФ STAT92Е на
промоторе доместицированного гена [18]. Виды,
предположительно обладающие двумя сайтами
связывания STAT92Е (D. melanogaster, D. mauritiana),
имеют более высокий уровень экспрессии Gagr в
опыте, чем D. yakuba, содержащий только один
сайт связывания. У всех этих видов существует
также сходство стресс-индукции Gagr и upd3 (от
которого зависит STAT-регуляция доместициро-
ванного гена) [21].

У вида D. pseudoobscura, не входящего в под-
группу melanogaster, экспрессия ортолога Gagr на-
ходится на высоком уровне на фоне низкой экс-
прессии upd3 и не зависит от присутствия стрессо-
вого фактора. Это согласуется с другой структурой
промотора (без сайтов связывания STAT92Е) и,
предположительно, иными свойствами белково-
го продукта ортолога Gagr у этого вида, предпола-
гающими меньшую вовлеченность доместициро-
ванного гена в стрессовые каскады [18].

Наличие хотя бы одного сайта связывания
STAT92Е в промоторе Gagr может играть суще-
ственную роль в обеспечении совместной регуля-
ции этого гена с vir-1 – маркером окислительного
стресса [19, 20]. Согласно экспериментальным
данным, наибольшая стресс-индукция vir-1 на-
блюдается у тех видов, у которых эффективно ин-
дуцируется Gagr (кроме D. mauritiana) (рис. 4).
Молекулярные функции обоих этих генов не
вполне ясны, но их совместная экспрессия может
быть важна для выживания мух в стрессовых

Рис. 3. Промоторные области гена vir-1 и его ортологов у видов Drosophila. В рамках показано множественное вырав-
нивание ортологичных последовательностей промоторных областей vir-1 у разных видов, соответствующих консен-
сусной последовательности сайта связывания ТФ STAT92Е.
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условиях. Согласно полученным результатам,
самую низкую жизнеспособность на персульфа-
те аммония показали виды, у которых наблюда-
лась низкая экспрессия vir-1 в стрессовых усло-
виях (D. simulans и D. mauritiana). Для D. simulans
также характерно отсутствие индукции upd3, что
может означать сниженную роль Jak-STAT в отве-
те на стресс у этого вида (рис. 4б). С другой сторо-
ны, более слабая стресс-индукция vir-1 (и upd3) у
D. teissieri по сравнению с D. yakuba на фоне оди-
наковой экспрессии Gagr не повлияла на жизне-
способность. Это может быть связано с непосред-
ственным участием Gagr в регенеративной проли-
ферации и, возможно, во взаимодействии с vir-1,
компенсирующим его пониженную экспрессию
(рис. 4в). У D. pseudoobscura, не входящего в под-
группу melanogaster, характер экспрессии vir-1 в
условиях стресса различается и, по-видимому,
никак не согласован с экспрессией Gagr (не реа-
гирующей на стресс в обоих случаях). Это согла-
суется с предполагаемым отсутствием STAT-зави-
симой регуляции Gagr у этого вида (рис. 4г).

В отличие от стресс-индуцируемой экспрессии
Gagr, vir-1 и upd3, демонстрирующей межвидовую
изменчивость, ген Rel сильно индуцируется только
у D. mauritiana и очень слабо – у D. melanogaster.
Практически полное отсутствие межвидовых раз-
личий в экспрессии Rel по сравнению с другими

тестируемыми генами свидетельствует об отсут-
ствии прямого влияния сигнального пути IMD на
стресс-индукцию Gagr у исследованных видов
дрозофил.

Полученные результаты свидетельствуют о ро-
сте вовлеченности доместицированного гена в
клеточные сигнальные каскады стрессового отве-
та в ходе филогенеза рода Drosophila, но конкрет-
ные молекулярные функции гена Gagr и его бел-
кового продукта, а также его партнеров до сих пор
недостаточно изучены. Слабо охарактеризованы
и функции ряда генов, имеющих общую с Gagr
JNK/STAT-регуляцию и по характеру экспрессии
являющихся маркерами стрессовых воздействий
(в том числе vir-1). Функциональный анализ ге-
нетического и белкового окружения Gagr позво-
лит лучше понять природу эволюционных преоб-
разований, происходящих в процессе молекуляр-
ной доместикации.

Работа поддержана грантом Российского на-
учного фонда (№ 22-24-00305).

Статья не содержит каких-либо исследований
с участием людей или животных в качестве объек-
тов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.

Рис. 4. Предполагаемая схема стресс-зависимой регуляции Gagr у видов рода Drosophila. а – Схема регуляции у D. mela-
nogaster, б – D. mauritiana и D. simulans, имеющие два сайта связывания STAT92Е в промоторе Gagr, но различный харак-
тер индукции vir-1. в – Схема регуляции у D. yakuba и D. teissieri, имеющих один (действующий) сайт связывания STAT.
г – Схема регуляции у D. pseudoobscura, не имеющей сайтов связывания STAT в промоторе доместицированного гена.
Пояснения в тексте.
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Involvement of the Gagr Gene, a Domesticated gag Gene of Retrovirus,
in the Stress Response Pathway in Different Drosophila Species

A. N. Gigin1 and L. N. Nefedova1, *
1Department of Biology, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia

*e-mail: nefedova@mail.bio.msu.ru

The Gagr gene is a domesticated gag retroelement gene in Drosophila melanogaster, whose function is associ-
ated with a stress response. The protein products of the Gagr gene and its homologues in different Drosophila
species have a highly conserved structure; however, they demonstrate a certain variability in the promoter re-
gion of the gene, apparently associated with the gradual acquisition of a new function and involvement in new
signaling pathways. In this work we studied the effect of oxidative stress caused by ammonium persulfate on the
survival of various species of the genus Drosophila (D. melanogaster, D. mauritiana, D. simulans, D. yakuba,
D. teissieri, D. pseudoobscura), analyzed the correlation between the structure of promoter regions and stress-
induced changes in the expression of the Gagr gene and its homologues in different Drosophila species and
comparison of stress-induced changes in the expression of oxidative stress markers: Jak-STAT signaling path-
way activator gene upd3, Jak-STAT pathway effector vir-1, and signaling pathway target IMD Rel. It was
found that in D. simulans and D. mauritiana sensitivity to ammonium persulfate is significantly increased,
which correlates with a reduced level of transcription of vir-1 gene orthologues. The latter is due to a decrease
in the number of binding sites for the transcription factor STAT92E, a component of the Jak-STAT signaling
pathway, in the vir-1 promoter region. Consistent changes in the expression of the Gagr, upd3, vir-1 genes are
observed in all species of the melanogaster subgroup, except D. pseudoobscura, which indicates an increase in
the role of Gagr in the regulation of stress response pathways during the phylogenesis of the genus Drosophila.

Keywords: domestication, retroelements, gag, Drosophila, stress response
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Неходжкинские лимфомы (НХЛ) представляют собой гетерогенную группу онкологических забо-
леваний, различающихся по патогенезу и прогнозу. К основным методам лечения НХЛ относятся
химиотерапия, иммунохимиотерапия и лучевая терапия. Однако значительная часть этих опухолей
отличается химиорезистентностью или быстрым рецидивированием после непродолжительной ре-
миссии, индуцированной химиотерапией. В связи с этим актуален поиск альтернативных терапев-
тических циторедуктивных методов. Аберрантная экспрессия микроРНК (miРНК) ‒ один из меха-
низмов возникновения и опухолевой прогрессии злокачественных лимфоидных неоплазий. Мы
проанализировали профиль экспрессии miРНК в биопсийном материале лимфоузлов, пораженных
диффузной B-крупноклеточной лимфомой (DLBCL). Ключевым материалом исследования стали
гистологические препараты лимфатических узлов, полученные в результате эксцизионной диагно-
стической биопсии и обработанные с использованием классических гистоморфологических мето-
дов фиксации в формалине. Группу исследования составили пациенты с DLBCL (n = 52), а кон-
трольную – пациенты с реактивной лимфоаденопатией (RL) (n = 40). Показано, что в DLBCL уровень
экспрессии miR-150 снижен более чем в 12 раз (p = 3.6 × 10‒15) в сравнении с RL. Биоинформацион-
ный анализ выявил участие miR-150 в регуляции гемопоэза и лимфопоэза. Полученные данные поз-
воляют рассматривать miR-150 в качестве перспективной терапевтической мишени, обладающей
большим потенциалом в клинической практике.

Ключевые слова: микроРНК, гемопоэз, лимфома, неходжкинская лимфома, диффузная B-крупно-
клеточная лимфома
DOI: 10.31857/S0026898423030175, EDN: CHWPDX

Согласно классификации гематолимфоидных
опухолей WHO-HAEM5, опубликованной Все-
мирной организации здравоохранения в 2022 году,
лимфомы представляют собой гетерогенную
группу онкологических заболеваний, различаю-
щихся по прогнозу и патогенезу. Неходжкинские
лимфомы (НХЛ) делят на В- и Т-клеточные. К ос-
новным подтипам НХЛ относятся следующие: диф-
фузная В-крупноклеточная лимфома (DLBCL),
фолликулярная лимфома, лимфома Беркитта, хро-

нический лимфолейкоз, ассоциированные со
слизистыми оболочками опухоли лимфоидной
ткани, лимфома из клеток мантийной зоны и
лимфома маргинальной зоны. Классификация
лимфом основана на комбинации данных морфо-
логии, иммунофенотипа, специфических генетиче-
ских аномалий и клинических признаков заболева-
ния. У пациентов с диагностированным заболева-
нием клиническое течение крайне вариабельно: от
индолентного до агрессивного. Так что стратегии
их лечения и ответа на терапию тоже сильно раз-
личаются, как и клинические результаты. Основ-
ными методами лечения НХЛ считаются химиоте-
рапия, иммунохимиотерапия и лучевая терапия,

Сокращения: НХЛ ‒ неходжкинская лимфома; DLBCL
(diffuse large B-cell lymphoma) ‒ диффузная B-крупнокле-
точная лимфома; miРНК (microRNA) ‒ микроРНК; RL (re-
active lymphadenopathy) ‒ реактивная лимфоаденопатия.

УДК 577.218

ГЕНОМИКА. 
ТРАНСКРИПТОМИКА
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однако значительная часть этого типа опухолей
химиорезистентна или рецидивирует после лече-
ния [1]. В связи с этим поиск новых терапевтиче-
ских подходов сохраняет актуальность.

Успехи в изучении молекулярных механизмов,
лежащих в основе лимфомагенеза, привели к раз-
работке таргетных препаратов [2]. В последние
годы в качестве таких лекарственных средств рас-
сматривают микроРНК (miРНК) [3]. Аберрант-
ная экспрессия miРНК описана для большинства
видов злокачественных опухолей, включая лим-
фомы [4]. В экспериментах in vitro показано, что
использование длинной интерферирующей РНК
для одновременного ингибирования 13 онко-
miРНК значительно снижало клеточную проли-
ферацию, индуцировало остановку клеточного цик-
ла и апоптоз в клеточных линиях DLBCL в основном
за счет повышения экспрессии белков PTEN,
p27Kip1, TIMP3, RECK и подавления p38/MAPK,
Survivin, CDK4, c-Myc [5]. H. Due и соавт. [6] со-
общали, что повышение уровня miR-155 в кле-
точных линиях DLBCL индуцировало изменения
в чувствительности этих клеток к винкристину.
Кроме того, трансфекция миметиков miR-197 и
miR-187 в клеточные линии DLBCL повышала их
чувствительность к доксорубицину, усиливая
апоптоз [7, 8]. Повышение экспрессии miR-10а и
miR-26а ингибировало пролиферацию и индуци-
ровало апоптоз клеток DLBCL [9, 10]. Повыше-
ние экспрессии miR-223-3p снижало пролифера-
цию и ускоряло апоптоз клеток в мантийнокле-
точной лимфоме in vitro и in vivo через модулирование
сигнального пути CHUK/NF-κB2 [11]. miR-373
значительно замедляла рост клеток Т-клеточной
лимфомы [12]. M. Morales-Martinez и соавт. [13]
отмечали, что miR-7 регулирует химиочувстви-
тельность НХЛ посредством негативной регуля-
ции генов YY1 и KLF4 [13]. Показано, что miR-150
можно рассматривать в качестве потенциального
терапевтического сенсибилизатора, который ре-
гулирует путь PI3K/AKT/mTOR при лечении
NK/T-клеточной лимфомы [14]. K. Musilova и со-
авт. [15] показали, что трансфекция miR-150 в
клетки фолликулярной лимфомы приводила к
значительному снижению доли клеток в S-фазе,
что коррелировало со снижением пролиферации
опухолевых клеток.

Возможность доставки синтетических миме-
тиков или ингибиторов miРНК открыла новые
терапевтические перспективы. MRX34 (миметик
miR-34), mesomiR-1 (миметик miR-16) и кобо-
марсен (анти-miR-155) проявляли противоопухо-
левую активность в клинических испытаниях фа-
зы I. Эти исследования не были специально раз-
работаны для НХЛ, но в них участвовали
пациенты с B-клеточными НХЛ [3, 16, 17].

Эти данные подтверждают терапевтический
потенциал miРНК. Персонализированная ком-

бинированная терапия может напрямую воздей-
ствовать на главную проблему при лечении опу-
холей различной локализации – лекарственную
устойчивость.

Целью работы было определение профиля экс-
прессии miРНК в материале лимфоузлов DLBCL и
поиск miРНК, которые в перспективе могут быть
использованы в качестве таргетных препаратов,
позволяющих максимально персонализировать
проводимую терапию.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследуемые группы. В экспериментальную

группу вошли пациенты с DLBCL (n = 52). Кон-
трольную группу составили пациенты с реактив-
ной лимфоаденопатией (RL) (n = 40). От каждого
пациента было получено письменное информи-
рованное согласие, все данные обезличены. Ис-
следование было одобрено Этическим комитетом
Новосибирского государственного медицинско-
го университета.

Исследование проведено на гистологических
препаратах биоптатов опухолевых лимфатиче-
ских узлов, которые были обработаны с исполь-
зованием классических методов фиксации в
формалине, обезвоживания в изопропиловом
спирте, обезжиривания ксилолом и пропитаны
парафином.

Экстракция РНК. Для выделения нуклеиновых
кислот из фиксированных в формалине парафи-
нированных образцов проводили их депарафини-
зацию. Для этого в пробирку, содержащую 3 па-
рафиновых среза ткани лимфатического узла тол-
щиной 15 мкм, добавляли 1 мл минерального
масла и тщательно перемешивали в течение 10 с
на вортексе (“BioSan”, Латвия), затем пробирку
переносили в термошейкер и инкубировали при
65°С и частоте перемешивания 1300 об/мин в те-
чение 2 мин. Полученную суспензию центрифу-
гировали при 13000‒15000 g в течение 4 мин и
удаляли надосадочную жидкость. В осадок вно-
сили 1 мл 96%-ного этанола, перемешивали в те-
чение 10 с на вортексе и центрифугировали при
13000‒15000 g в течение 4 мин. Надосадочную жид-
кость удаляли, а в осадок вносили 1 мл 70%-ного
этанола, центрифугировали при той же скорости
в течение 2 мин. Полученный осадок использова-
ли для выделения нуклеиновых кислот.

Выделение нуклеиновых кислот из образцов
проводили с использованием набора реагентов
РеалБест экстракция 100 (АО “Вектор-Бест”,
Россия).

Выбор miРНК. На основании анализа данных
E. Sebestyén и соавт. [18] для исследования были
выбраны miРНК, число копий которых в образце
превышало 100 единиц, и они были представлены,
как минимум, в 80% исследованных авторами образ-
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цов. Этим критериям удовлетворяло 29 miРНК:
miR-124-3p, -144-5p, -15а-5р, -16-5p, -196b-5p, -
221-3p, -29b-3p, -148b-3p, -150-5p, -18a-5p, -183-5p,
-185-5p, -205-5p, -20a-5p, -23a-3p, -23b-3p, -26b-5p,
-30b-5p, -34a-5p, -451a, -9-5p, -128-3p, -141-3p, -200b-3p,
-574-3p, -96-5p, let-7a-5p, let-7c-5p и let-7f-5p. Для
нормализации использовали среднее геометриче-
ское значений CT трех miРНК: miR-378-3p, -191-5p
и -103a-3p, ‒ которые тоже были выбраны на осно-
ве литературных данных [19‒21]. Все олигонуклео-
тиды были синтезированы в АО “Вектор-Бест”. В
зависимости от системы значение Е (эффектив-
ность реакции) варьировало от 92.5 до 99.7%.

Обратная транскрипция (ОТ). Синтез кДНК
проводили в реакционной смеси объемом 30 мкл,
содержащей 3 мкл выделенной РНК, 16.2 мкл
40%-ного раствора трегалозы, 3 мкл 10× буфера
для ОТ (500 мM Трис-НCl, рН 8.3 (при 25°C),
500 мM KCl, 40 мМ MgCl2), 3 мкл 4 мМ раствора
дезоксинуклеозидтрифосфатов, 3 мкл 10%-ного
раствора BSA, 0.32 мкл обратной транскриптазы
(АО “Вектор-Бест”), 1.5 мкл 10 мкМ раствора со-
ответствующего праймера для ОТ. Смесь инкуби-
ровали в течение 15 мин при 16°С и 15 мин при
42°С с последующей инактивацией в течение
2 мин при 95°С.

ПЦР в реальном времени. Уровни экспрессии
miРНК оценивали методом ПЦР в реальном вре-
мени на амплификаторе CFX96 (“Bio-Rad Labo-
ratories”, США). Реакционная смесь объемом
30 мкл содержала 3 мкл образца кДНК, ПЦР-бу-
фер (АО “Вектор-Бест”), 0.5 мкМ каждого прай-
мера и 0.25 мкМ зонд. Условия реакции: 2 мин
при 50°С, 2 мин при 94°С и 50 циклов денатура-
ции (10 с при 94°С), отжига и элонгации цепи (20 с
при 60°С).

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз выполнен с использованием программы Sta-
tistica v13.1 и U-критерия Манна‒Уитни. Значе-
ния р < 0.05 считали статистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ экспрессии исследуемых miРНК 
в клинических образцах

Методом ОТ-ПЦР в реальном времени про-
анализированы уровни экспрессии 29 miРНК:
miR-124, -144, -15а, -16, -196b, -221, -29b, -148b, -150,
-18a, -183, -185, -205, -20a, -23a, -23b, -26b, -30b, -34a,
-451a, -9, -128, -141, -200b, -574, -96, let-7a, let-7c и
let-7f ‒ в 52 образцах DLBCL и 40 образцах RL.
В образцах DLBCL по сравнению с RL выявлено
статистически значимое изменение экспрессии
для 21 miРНК: снижение для miR-26b, -30b, -150,
-451a, -574, -144, -15a, -16, -196b, -221, -29b, -23a, -23b,
-148, -128, let-7a, let-7c, let-7f и повышение для
miR-124, -9 и -96 (p < 0.05) (табл. 1).

Наиболее значимые различия, более чем в
2 раза, в экспрессии miРНК зарегистрированы
для 10 представителей: miR-26b, -150, -451a, -196b,
-221, -29b, -23b, -128, let-7a и let-7c. Распределе-
ние относительных уровней экспрессии этих
miРНК, включая медианное значение и межквар-
тильный диапазон, представлено на рис. 1.

Таким образом, наибольший размах в измене-
нии экспрессии среди исследованных miРНК вы-
явлен для miR-150: ее уровень понижен более чем
в 12 раз в клетках DLBCL в сравнении с неопухо-
левой тканью. По-видимому, аберрантная экс-
прессия этой miРНК ассоциирована с развитием
опухоли.

Таблица 1. Сравнительный анализ уровней miРНК, дифференциально экспрессируемых в образцах пациентов
с DLBCL и RL

aРазличия в уровнях экспрессии представлены как кратные величины.
bРазличия считали статистически значимыми при p < 0.05.

miРНК Уровень различийа p-valueb miРНК Уровень различийа p-valueb

miR-26b ‒3.64 1.5 × 10‒13 miR-29b ‒2.12 1.1 × 10‒7

miR-30b ‒1.96 1.2 × 10‒4 let-7c ‒2.75 3 × 10‒6

miR-150 ‒12.47 3.6 × 10‒15 let-7f ‒1.76 2.9 × 10‒9

miR-451a ‒2.57 4.8 × 10‒3 miR-9 1.55 7 × 10‒3

miR-574 ‒1.56 3.3 × 10‒3 miR-23a ‒1.35 1.7 × 10‒2

let-7a ‒2.33 1.1 × 10‒10 miR-23b ‒2.01 1 × 10‒3

miR-124 1.90 1.2 × 10‒2 miR-96 1.54 1.9 × 10‒2

miR-144 ‒1.78 5 × 10‒3 miR-148b ‒1.83 6.2 × 10‒12

miR-15a ‒1.47 1.1 × 10‒4 miR-128 ‒2.00 4.1 × 10‒7

miR-16 ‒1.75 9 × 10‒6 miR-221 ‒2.47 1.5 × 10‒4

miR-196b ‒2.50 1.7 × 10‒3
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Рис. 1. Относительные уровни дифференциально экспрессируемых miРНК в образцах DLBCL и RL. Горизонтальная
черная линия в пределах бокса ‒ медиана, бокс ‒ межквартильный диапазон, усы – диапазон без выбросов, выбросы
обозначены кружками. Для всех приведенных miРНК различия в экспрессии были статистически значимыми (p < 0.05
по критерию Манна‒Уитни).
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Биоинформационный анализ
генов-мишеней miРНК-150

Понимание механизмов регуляции генов от-
носится к одной из основных задач молекулярной
биологии и биоинформатики. С помощью ресурса
miRPathDB 2.0 (https://mpd.bioinf.uni-sb.de/) опре-
делены экспериментально подтвержденные пу-
ти, которые значительно обогащены мишенями
miR-150 и нарушения в которых могут быть ассо-
циированы с DLBCL (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Лимфоциты относятся к важнейшим клеточ-
ным компонентам иммунной системы. Большин-
ство лимфом происходит из В-лимфоцитов, под-
вергшихся неопластической трансформации.
Подтипы В-клеточной лимфомы гетерогенны в от-
ношении генетических и клинических характери-
стик [22]. Развитие В-клеток представляет собой
сложный процесс, в котором участвуют как факто-
ры транскрипции и цитокины, так и miРНК [23].
S. Koralov и соавт. [24] показали, что в развитии
В-лимфоцитов участвует рибонуклеаза Dicer ‒
ключевой участник процессинга miРНК, ‒ из че-
го можно сделать вывод о том, что в регуляцию
этого биологического процесса вовлечен слож-
ный сигнальный каскад.

Мы провели анализ уровней экспрессии
29 miРНК в образцах DLBCL и RL и выявили
наиболее значимые различия, более чем 2 раза,
для 10 miРНК: miR-26b, -150, -451a, -196b, -221, -29b,
-23b, -128, let-7a и let-7c. Согласно литературным
данным, эти miРНК участвуют в регуляции нор-
мального гемопоэза и, следовательно, их абер-
рантная экспрессия может быть вовлечена в раз-
витие как миелоидных, так и лимфоидных опухо-
лей [25‒31]. Стоит отметить, что экспрессия miR-150
снижена более чем в 12 раз (p = 3.6 × 10‒15) в об-
разцах DLBCL в сравнении с тканями неопухоле-
вых узловых образований. Таким образом, miR-150
может быть одним из ключевых участников зло-
качественной трансформации В-лимфоцитов.

На сегодняшний день опубликован ряд работ,
отражающих роль miРНК в дифференцировке

В-клеток и развитии В-клеточных лимфом [32].
miR-150 контролирует дифференцировку В-кле-
ток, воздействуя на фактор транскрипции c-Myb
[33]. c-Myb, играет важную роль во время разви-
тия В-клеток, в поддержании их пролиферации, а
также в контроле клеточного цикла гемопоэтиче-
ских клеток [34]. Нарушения на каждом из этих
биологических процессов способствуют прогрес-
сии опухолей различного генеза, характеризуя
c-Myb в качестве важного звена в развитии как
солидных, так и гематологических опухолей. В
исследованиях механизмов канцерогенеза лимфомы
Беркитта выявлена ключевая роль генов ZDHHC11 и
ZDHHC11B в поддержании пути MYC‒miR-
150‒MYB, обеспечивающего развитие опухоли [35].
Лимфома Беркитта, как и DLBCL, ‒ это агрес-
сивная В-клеточная лимфома. Показано, что ге-
ны MYC, MYB и ZDHHC11 участвуют и в онкоге-
незе DLBCL [36]. Таким образом, не исключено,
что в развитии DLBCL могут быть задействованы
аналогичные регуляторные пути, в которые во-
влечена miR-150. М. Wang и соавт. [37] идентифи-
цировали miR-150 в качестве супрессора опухоли,
снижающего пролиферацию клеток лимфомы
Беркитта, определив в качестве мишеней этой
miРНК c-Myb и Survivin. В клетках NK/T-клеточ-
ной лимфомы повышенная экспрессия miR-150
коррелирует с усилением апоптоза и снижением
пролиферации клеток, что подтверждает роль
этой miРНК как супрессора; при этом гены DKC1
и AKT2 идентифицированы в качестве ее прямых
мишеней [38]. Кроме того, miR-150 участвует в
развитии Т-клеток, регулируя экспрессию
NOTCH3, а также сигнальный путь AKT3/Bim
[39, 40]. Снижение экспрессии miR-150 способ-
ствует мультиорганной инвазии и метастазирова-
нию Т-клеточной лимфомы за счет усиления экс-
прессии мишени ‒ CCR6 [41].

C фундаментальной точки зрения miR-150
можно считать регулятором развития лимфом.
Кроме того, на сегодняшний день уже показан
потенциал этой miРНК в качестве клинико-био-
логического маркера. Так, М. Mraz и соавт. [42]
выявили, что у пациентов c хроническим лимфо-
лейкозом повышенный уровень miR-150 в крови
коррелирует с более длительной общей выживае-

Таблица 2. Процессы, в регуляции которых участвуют гены-мишени miR-150

Процесс p-value Гены-мишени

Активация В-клеток 0.030 CCR6, EP300, FLT3, MMP14, STAT5B, TP53

Дифференцировка B-клеток 0.019 EP300, FLT3, MMP14, STAT5B, TP53

Контроль клеточного цикла 0.049 BIRC5, EP300, POLD3, PRKCA, TP53

Гемопоэз 0.018 CCR6, CREB1, EP300, FLT3, MMP14, MYB, PRKCA, STAT1, 
STAT5B, TP53, VEGFA, ZEB1
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мостью. А Х. Wang и др. [43] показали, что пони-
женная экспрессия miR-150 коррелирует с более
коротким временем общей выживаемости и пе-
риодом без прогрессирования у пациентов с пер-
вичной желудочно-кишечной формой DLBCL.

Как отмечалось выше, miРНК ‒ это важные
регуляторы нормального гемопоэза. В частности,
miR-150 регулирует терминальный эритропоэз у
человека [44]. J. Lu и соавт. [45] отмечали, что
miR-150 модулирует развитие мегакариоцитарно-
эритроцитарных предшественников, при этом
уровень ее экспрессии значительно снижается в
условиях повышенной потребности в эритропоэ-
зе. Очень часто у пациентов с DLBCL заболева-
ние сопровождается анемией, что позволяет рас-
сматривать miR-150 в качестве одного из потен-
циальных регуляторов и этого физиологического
процесса. Так, C. Apple и соавт. [46] обнаружили
дифференциальную экспрессию miR-150, miR-223,
miR-15а и miR-24 в костном мозге у пациентов с
травмой тазобедренного сустава, отмечая важную
роль этих miРНК в эритропоэтической дисфунк-
ции, связанной с анемией.

Анализ уровней экспрессии miРНК может
быть использован в качестве биомаркеров не
только в тканях, но и в плазме крови. H. Fayyad-
Kazan и соавт. [47] считают, что уровни miR-150 и
miR-342 в плазме можно рассматривать как пер-
спективные биомаркеры в диагностике острого
миелоидного лейкоза.

Таким образом, можно предположить, что
miR-150 опосредует многие патофизиологиче-
ские процессы, регулируя экспрессию своих ге-
нов-мишеней. На основании полученных данных
miR-150 можно рассматривать в качестве пер-
спективной терапевтической мишени с большим
потенциалом в клинической практике.

Исследование выполнено при поддержке Рос-
сийского фонда фундаментальных исследований
(проект № 19-34-60024) и Российского научного
фонда (проект № 20-14-00074). Исследование
было финансировано в рамках государственного
задания (проект № FWGZ-2021-0014).

Все процедуры, выполненные в данной рабо-
те, соответствуют этическим стандартам Инсти-
туционального комитета по исследовательской
этике и Хельсинкской декларации 1964 года и ее
последующим изменениям или сопоставимым
нормам этики. От всех пациентов получено ин-
формированное согласие.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
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The Profile of microRNA Expression in Diffuse Large B-Cell Lymphoma
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Non-Hodgkin’s lymphoma (NHL) is a heterogeneous group of cancers characterized by different pathogenesis
and prognosis. The main methods for treating NHL are chemotherapy, immunochemotherapy, and radia-
tion therapy; however, most of these cancers are known to be chemoresistant or return rapidly after the short
chemotherapy-induced remission. Therefore, searching for alternative cytoreductive therapy options is quite
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relevant today. Aberrant microRNA (miRNA) expression is one of the mechanisms responsible for the emer-
gence and progression of lymphoid malignancies. This study was aimed at identifying the miRNA expression
profile in diagnostic biopsy specimens harvested from the lymph nodes affected by diffuse large B-cell lympho-
ma (DLBCL) and identifying miRNA markers, which can potentially be used to design a novel type of
targeted anticancer drugs that would allow one to achieve maximum therapy personalization and increase its
efficacy. The key study objects were histological specimens harvested from the lymph nodes by excisional
diagnostic biopsy and treated using the conventional histomorphological formalin fixation methods. The
study group consisted of patients with DLBCL (n = 52). The biopsy specimens harvested from patients with
reactive lymphadenopathy (RL) (n = 40) constituted the control group. The miR-150 expression level was
reduced over 12-fold (p = 3.6 × 10‒15) compared to that in the tissues of non-cancerous nodular masses.
Bioinformatic analysis revealed that miR-150 is involved in regulation of hematopoiesis and lymphopoiesis.
The findings obtained in this study allow considering miR-150 a promising therapeutic target having a great
potential for clinical applications.

Keywords: microRNA, hematopoiesis, lymphoma, non-Hodgkin lymphoma, B-cell non-Hodgkin lymphoma
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ВЛИЯНИЕ РЕЦЕПТОРА-γ, АКТИВИРУЕМОГО ПРОЛИФЕРАТОРОМ 
ПЕРОКСИСОМ, НА МОДУЛЯЦИЮ СИНТЕЗА

АНГИОПОЭТИН-ПОДОБНОГО БЕЛКА 4 В КЛЕТКАХ Caco-2, 
ОБРАБОТАННЫХ Clostridium butyricum1
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Ангиопоэтин-подобный белок 4 (ANGPTL4) считается одним из важных циркулирующих меди-
аторов, связывающих кишечные микроорганизмы с метаболизмом липидов хозяйского организ-
ма. В представленной работе изучено влияние рецептора-γ, активируемого пролифератором пе-
роксисом (PPARγ) на модуляцию синтеза ANGPTL4 в клетках Caco-2, обработанных Clostridium
butyricum. Жизнеспособность клеток Caco-2 и экспрессию в них PPARγ и ANGPTL4 определяли по-
сле cокультивирования с клетками C. butyricum в концентрации 1 × 106, 1 × 107 и 1 × 108 КОЕ/мл.
Показано повышение жизнеспособности клеток в присутствии C. butyricum. Кроме того, экспрес-
сия и секреция PPARγ и ANGPTL4 в клетках Caco-2 значительно возрастали в присутствии 1 × 107

и 1 × 108 КОЕ/мл C. butyricum. Более того, влияние PPARγ на модуляцию синтеза ANGPTL4 в
клетках Caco-2, обработанных 1 × 108 КОЕ/мл C. butyricum, проверено также на модели актива-
ции/ингибирования PPARγ в клетках Caco-2 и с использованием метода иммунопреципитации
хроматина (ChIP). Обнаружено, что C. butyricum стимулирует взаимодействие PPARγ с сайтом
связывания PPAR, локализованным перед сайтом старта транскрипции гена angptl4 (chr19:
8362157-8362357) в клетках Caco-2. Однако PPARγ это не единственный путь стимуляции продук-
ции ANGPTL4 под действием C. butyricum. В целом, PPARγ участвует в регуляции синтеза
ANGPTL4 в клетках Caco-2, обработанных C. butyricum.

Ключевые слова: Clostridium butyricum, рецептор-γ, активируемый пролифератором пероксисом, ан-
гиопоэтин-подобный белок 4, клетки Caco-2
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Angiopoietin-Like Protein 4 Synthesis in Caco-2 Cells 
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Angiopoietin-like protein 4 (ANGPTL4) is considered to be one of the important circulating mediators link-
ing intestinal microorganisms and host lipid metabolism. The objective of this study was to assess the effects
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of peroxisome proliferator-activated receptor γ (PPARγ) on modulating ANGPTL4 synthesis in Caco-2 cells
exposed to Clostridium butyricum. The viability of Caco-2 cells and the expression of PPARγ and ANGPTL4
in Caco-2 cells were detected after the Caco-2 cells were co-cultured with C. butyricum at the concentration
of 1 × 106, 1 × 107 and 1 × 108 CFU/mL. The results showed that cell viability was enhanced by C. butyricum.
Besides, PPARγ and ANGPTL4 expression and secretion in Caco-2 cells was significantly increased by
1 × 107 and 1 × 108 CFU/mL of C. butyricum. Furthermore, the effects of PPARγ on modulating ANGPTL4
synthesis in Caco-2 cells regulated by 1 × 108 CFU/mL of C. butyricum was also be expounded in PPARγ ac-
tivation/inhibition model based on Caco-2 cells and via ChIP technique. It was found that C. butyricum pro-
moted the binding of PPARγ to the PPAR binding site (chr19: 8362157-8362357, located upstream of the
transcriptional start site of angptl4) of the angptl4 gene in Caco-2 cells. However, the PPARγ was not the only
way for C. butyricum to stimulate ANGPTL4 production. Taken together, PPARγ played a role in the regula-
tion of ANGPTL4 synthesis by C. butyricum in Caco-2 cells.

Keywords: Clostridium butyricum, peroxisome proliferator activated receptor γ, angiopoietin-like protein 4,
Caco-2 cell
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EBF1 ПОВЫШАЕТ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ КЛЕТОК РАКА
ШЕЙКИ МАТКИ К ЦИСПЛАТИНУ ПОСРЕДСТВОМ

АКТИВАЦИИ ТРАНСКРИПЦИИ FBN11
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Цисплатин широко используется в химиотерапии рака шейки матки, четвертого по частоте злока-
чественного заболевания у женщин в мире. Однако у некоторых пациенток развивается резистент-
ность к препарату, что ведет к неэффективности химиотерапии, рецидиву опухоли и плохому про-
гнозу. Поэтому разработка стратегий идентификации регуляторных механизмов, лежащих в основе
развития рака шейки матки, и способов повышения чувствительности опухолевых клеток к циспла-
тину поможет повысить выживаемость пациентов. Нами изучены механизмы EBF1-зависимой ре-
гуляции FBN1, которая повышает чувствительность клеток рака шейки матки к химиотерапии.
В тканях рака шейки матки, резистентных или чувствительных к химиотерапии, а также в линиях
клеток, резистентных или чувствительных к цисплатину (SiHa и SiHa-DDP), определена экспрес-
сия EBF1 и FBN1. Клетки SiHa-DDP трансдуцировали лентивирусами, кодирующими EBF1 или
FBN1, для оценки влияния этих двух белков на жизнеспособность клеток, экспрессию MDR1 и
MRP1, и агрессивность клеток. Более того, предсказано и показано взаимодействие между EBF1 и
FBN1. Наконец, для дальнейшей верификации механизма EBF1/FB1-зависимой регуляции чув-
ствительности клеток рака шейки матки к цисплатину клетки SiHa-DDP, трансдуцированные лен-
тивирусами, несущими ген EBF1 и экспрессирующими шпилечную РНК, специфичную к FBN1,
трансплантировали мышам и получили модель рака шейки матки. Показано снижение экспрессии
EBF1 и FBN1 в тканях и клетках рака шейки матки, в частности в устойчивых к химиотерапии.
Трансдукция клеток SiHa-DDP лентивирусами, кодирующими EBF1 или FBN1, ведет к снижению
жизнеспособности, IC50, пролиферативной активности, способности к образованию колоний,
агрессивности и повышению уровня апоптоза клеток. Показано, что EBF1 активирует транскрип-
цию FBN1, связываясь с промоторной областью гена FBN1. Кроме того, установлено, что сайлен-
синг FBN1 отменяет стимулирующее действие сверхэкспрессии EBF1 на чувствительность клеток
рака шейки матки к химиотерапии in vivo. Таким образом, EBF1 стимулирует чувствительность кле-
ток рака шейки матки к химиотерапии путем активации транскрипции FBN1.

Ключевые слова: рак шейки матки, фактор 1 ранних В-клеток, фибриллин-1, факторы транскрип-
ции, цисплатин, химиотерапия
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Cisplatin (DDP) is widely used in the chemotherapy of cervical cancer (CC), the fourth most common female
malignancy worldwide. However, some patients progress to chemotherapy resistance, which leads to chemo-

1 Статья представлена авторами на английском языке.
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therapy failure, tumor recurrence, and poor prognosis. Therefore, strategies to identify the regulatory mecha-
nisms underlying CC development and increase tumor sensitivity to DDP will help improve patient survival.
This research was designed to ascertain the mechanism of EBF1-dependent regulation of FBN1 which pro-
motes chemosensitivity of CC cells. The expression of EBF1 and FBN1 was measured in CC tissues resistant or
sensitive to chemotherapy and in DDP-sensitive or -resistant cells (SiHa and SiHa-DDP cells). SiHa-DDP
cells were transduced with lentiviruses encoding EBF1 or FBN1 to evaluate the influence of these two proteins
on cell viability, expression of MDR1 and MRP1, and cell aggressiveness. Moreover, the interaction between
EBF1 and FBN1 was predicted and demonstrated. Finally, to further verify the EBF1/FB1-dependent mech-
anism of DDP sensitivity regulation in CC cells a xenograft mouse model of CC was established using SiHa-
DDP cells transduced with lentiviruses carrying EBF1 gene and shRNA directed to FBN1.EBF1 and FBN1
showed decreased expression in CC tissues and cells, particularly in those resistant to chemotherapy. Transduc-
tion of SiHa-DDP cells with lentiviruses encoding EBF1 or FBN1 lead to decreased viability, IC50, proliferation
capacity, colony formation ability, aggressiveness, and increased cell apoptosis. We have shown that EBF1 acti-
vates FBN1 transcription by binding to FBN1 promoter region. Additionally, it was revealed that FBN1 silenc-
ing reversed the promoting effect of EBF1 overexpression on chemosensitivity of CC cells in vivo. EBF1 facili-
tated chemosensitivity in CC cells by activating FBN1 transcription.

Keywords: cervical cancer, early B cell factor 1, fibrillin-1, transcription factor, chemosensitivity, cisplatin
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К S-БЕЛКУ SARS-CoV-2
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Противодействие распространению новых респираторных инфекций и снижение ущерба, наноси-
мого ими обществу, требует разработки способов быстрого создания средств направленной тера-
пии, таких как моноклональные антитела и подобные им структуры. Нанотела ‒ антигенраспозна-
ющие фрагменты особых антител Верблюдовых, состоящие из тяжелых цепей, ‒ обладают рядом
характеристик, которые делают их применение наиболее удобным. Высокие темпы распростране-
ния пандемии COVID-19, вызванной новым коронавирусом ‒ SARS-CoV-2, ‒ указывают на то, что
ключевым фактором в разработке средств терапии является быстрота получения высокоэффектив-
ных блокирующих антител, а также разнообразие эпитопов, с которыми эти антитела связываются.
Мы провели оптимизацию процесса селекции нанотел из генетического материала животных се-
мейства Верблюдовых и получили панель вариантов, обладающих сродством к белку шипа (S-бел-
ку) SARS-CoV-2 в нижнем наномолярном и пикомолярном диапазоне и высокой специфичностью
связывания. В экспериментах in vitro и in vivo были отобраны нанотела, блокирующие взаимодей-
ствие между S-белком и клеточным рецептором SARS-CoV-2 ‒ ангиотензинконвертирующим фер-
ментом-2 (ACE2). Эпитопы, с которыми связываются нанотела, располагаются в рецепторсвязыва-
ющем домене (RBD) S-белка и слабо перекрываются, поэтому смесь нанотел может сохранять по-
тенциальную терапевтическую эффективность и в отношении новых вариантов S-белка. Смесь
нанотел, обладающих компактным размером и высокой стабильностью, может стать основой для
создания терапевтического препарата, доставляемого к пораженному органу в виде аэрозоля.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, нанотела, белок шипа, ангиотензинконвертирующий фермент-2,
нейтрализующие антитела, моноклональные антитела, иммунотерапия
DOI: 10.31857/S0026898423030230, EDN: CIBRDB

Пандемия COVID19, вызванная вирусом
SARS-CoV-2, наглядно продемонстрировала, что
для эффективного противодействия возникаю-
щим новым биологическим угрозам необходимы
отработанные пути создания новых вакцин и спе-
цифических терапевтических агентов [1]. В кон-
тексте противодействия вирусным инфекциям на
роль последних лучше всего подходят различные
варианты специфических антител [2]. Однако, в
отличие от быстрой сертификации и массового
применения новых вакцин, терапевтические мо-
ноклональные антитела к белкам SARS-CoV-2 не
были массово внедрены в медицинскую практику
по ряду причин. Среди них – относительно высо-
кая себестоимость производства и результаты ис-
следований, в которых показано, что для дости-
жения терапевтического эффекта такие препара-
ты необходимо применять на ранних стадиях
развития заболевания [3]. Дополнительная про-

блема, препятствующая внедрению противови-
русных моноклональных антител, – возникнове-
ние новых, устойчивых к ним вариантов SARS-
CoV-2 с мутациями в поверхностном белке шипа (S),
на который и вырабатываются нейтрализующие
антитела, в том числе моноклональные [4, 5].

Большинство перечисленных ограничений ос-
новано на особенностях структуры моноклональ-
ных антител: антигенная специфичность в них
определяется участками двух белковых цепей, что
усложняет получение подходящих по характери-
стикам вариантов. Для их производства подходят
только эукариотические системы, что сильно
влияет на стоимость производства и, следова-
тельно, терапии, а поэтому не подходит для ши-
рокого применения. Кроме того, крупный размер
молекул иммуноглобулинов ограничивает ткане-
вую проницаемость, что не позволяет эффектив-
но использовать их на ранних стадиях или в каче-
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стве профилактического средства. Периодиче-
ское появление новых вариантов SARS-CoV-2
дополнительно усугубляет эти ограничения и
снижает эффективность терапии с использовани-
ем моноклональных антител [4].

Как минимум, часть перечисленных ограниче-
ний можно преодолеть путем применения анти-
тел альтернативной структуры, например фраг-
ментов особых антител, характерных для пред-
ставителей семейства Верблюдовых и состоящих
из гомодимера тяжелых цепей, – нанотел [6]. За
счет того, что антигенная специфичность таких
антител определяется последовательностями,
расположенными на одной полипептидной цепи,
селекция высокоэффективных вариантов из биб-
лиотек технически проще и производится быст-
рее. Кроме того, нанотела могут быть синтезиро-
ваны в прокариотических экспрессионных систе-
мах и, в отличие от фрагментов моноклональных
антител, для повышения их стабильности и рас-
творимости не требуется дополнительная моди-
фикация [7]. Малый размер нанотел обеспечивает
им лучшую тканевую проницаемость, а высокая
стабильность структуры облегчает их использова-
ние не только как препарата для инъекций, но и
для местного или аэрозольного применения.

Скорость и эффективность отбора подходя-
щих последовательностей однодоменных антител
определяется рядом параметров: иммуногенно-
стью целевого белка в организме животного, вы-
бранной методикой проведения селекции и си-
стемами тестирования кандидатных вариантов.
Поверхностный белок шипа (spike, S) SARS-CoV-2
распознает клеточный рецептор – ангиотензин-
конвертирующий фермент-2 (ACE2), ‒ связыва-
ется с ним и тем самым обеспечивает проникно-
вение вируса в клетку. Важно заметить, что этот
гликопротеин SARS-CoV-2 обладает высокой гомо-
логией с соответствующим белком другого вируса
семейства Coronaviridae, ‒ коронавируса ближне-
восточного респираторного синдрома, MERS-
CoV [8]. Этот вирус попал в человеческую популя-
цию от животных семейства Верблюдовые, пре-
одолев межвидовой барьер. На основании этого
логично предположить высокую иммуногенность
белков этого типа в организмах лам и альпак.

Увеличить долю последовательностей, облада-
ющих терапевтическим потенциалом в итоговой
библиотеке антител можно следующими спосо-
бами: 1) за счет обогащения исходных В-клеточ-
ных популяций [9] фракциями, несущими распо-
знающие целевой белок рецепторами; 2) приме-
нением на стадии отбора фрагмента S-белка,
ответственного за взаимодействие с клеточным ре-
цептором, ‒ рецепторсвязывающего домена (RBD);
3) использованием рекомбинантного лиганда для
выделения последовательностей нанотел, конку-
рирующих с ним за общий сайт связывания. Ре-

зультатом таких действий должно стать получе-
ние высокообогащенной библиотеки, содержа-
щей множество вариантов последовательностей
нанотел, обладающих высоким сродством к ми-
шени, специфичностью взаимодействия и спо-
собностью блокировать связывание S-белка и
ACE2. Антитела, отобранные из такой библиоте-
ки, могут применяться либо в виде монотерапев-
тического средства, нацеленного на конкретный
вариант S-белка, либо в виде коктейля, обладаю-
щего более широким действием за счет множе-
ства распознаваемых эпитопов.

Целью данной работы было проведение опти-
мизации условий получения библиотек последо-
вательностей нанотел и последующей селекции
вариантов, обладающих потенциальной терапев-
тической эффективностью, а также конструиро-
вание панели блокирующих нанотел к S-белку
SARS-CoV-2 и тестирование их активности в
условиях in vitro и in vivo.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культивирование клеток. Использованные в

работе линии клеток HEK-293 и HEK-293Т (куль-
туры трансформированных клеток человека), а так-
же H1299 (немелкоклеточный рак легкого) были
получены из Американской коллекции типовых
клеточных культур (ATCC, США). Их культиви-
ровали в атмосфере с 5% CO2 при 37°С в среде
DMEM-F12 (“PAA”, Австрия) с добавлением
10%-ной эмбриональной сыворотки крупного ро-
гатого скота (FSB; “Gibco”, США), 2 мМ аланил-
глутамина (“ПанЭко”, Россия), 20 мМ HEPES,
100 мкг/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрепто-
мицина (“ПанЭко”).

Выделение РНК, обратная транскрипция и ко-
личественная ПЦР. Выделение РНК из клеток
проводили на колонках с использованием набора
RNeasy Mini kit (“Qiagen”, США) или в препара-
тивных количествах с применением реагента Ex-
tractRNA (“Евроген”, Россия) в соответствии с
рекомендациями производителей.

Очищенную РНК использовали для синтеза
кДНК при помощи ProtoScript II First Strand cDNA
Synthesis Kit (“NEB”, США). Реакционная смесь
содержала 500 нг РНК и компоненты вышеприве-
денного набора с использованием праймера d(T)23.
Для получения целевой кДНК использовали
специфичный праймер CH2_IgG_sp rev (5'-GG-
TACGTGCTGTTGAACTGTTCC-3'), инкубиро-
вали смесь в течение 1 ч при 42°С, затем 5 мин
при 80°С.

Получение генетических конструкций для экспрес-
сии ACE2, эктодоменов S-белка и RBD. кДНК, по-
лученную из клеток линии H1299, амплифициро-
вали с использованием высокоточной полимеразы
Tersus (“Евроген”) и праймеров: ACE2_XbaI_dir
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(5'-TATATCTAGAGCCACCATGTCAAGCTCTTCCT-
GGCTC-3') и ACE2_8His_SalI_rev (5'-CTCTCTCT-
GTCGACTTATCAATGGTGATGGTGATGGTGAT-
GG-TGGGAAACAGGGGGCTGGTTAGGAG-3')
либо ACE2_SalI_rev (5'-ATATGTCGACCTAAAAG-
GAGGTCTGAACATCATCAGTG-3'). Ампликоны
разделяли электрофорезом в 1%-ном агарозном
геле, очищали методом твердофазной экстракции
и, используя лигазу T4 (“Евроген”), клонировали
по сайтам рестрикции XbaI и SalI (“NEB”) в лен-
тивирусный экспрессионный вектор pLCMV-
PL4-puro.

Для получения последовательности тримери-
зирующегося эктодомена S-белка и его RBD ис-
пользовали плазмиды pCAGGS-Spike и pCAGGS-
RBD соответственно [10]. Последовательность, ко-
дирующую эктодомен S-белка, амплифицировали с
праймерами: S_CO_BsmBI_AGCT_dir (5'-AGAGAGC-

GTCTCAAGCTTAGGCCACCATGTTCGTGTTTC-3')
и S_CO_XbaI_rev (5'-AGAGAGTCTAGATTAGTGAT-
GATGATGATGATGTCCCAAGAAGGTCGACAG-3');
а последовательность, кодирующую RBD, – с прайме-
рами S_CO_BsmBI_AGCT_dir и RBD_CO_XbaI_rev
(5'-AGAGAGCGTCTCAAGCTTAGGCCACCAT-
GTTCGTGTTTC-3'). Полученные конструкции
клонировали в вектор pSI-PL1-10His-puro по сай-
там HindIII и XbaI.

Получение упаковочной плазмиды pMD2-S. Для
конструирования плазмиды, кодирующей после-
довательность полноразмерного S-белка, исполь-
зовали кДНК генома вируса SARS-CoV-2. Фраг-
менты последовательности, кодирующей S-бе-
лок, амплифицировали и соединяли при помощи
ПЦР с амплификацией перекрывающихся участ-
ков (OE-PCR) с праймерами:

SC2_S_dir (5'-GAACAATGTTTGTTTTTCTTGTTTTATTGCC-3'),
SC2_S_dir2 (5'-CCACTAGTCTCTAGTCAGTGTGTTAATC-3'),
SC2_S_rev (5'-TTATGTGTAATGTAATTTGACTCCTT TGAGC-3'),
SC2_S_RT (5'-GTAGCATCCTTGATTTCACCTTGCTTC-3'),
SC2_RBD_D1 (5'-AAATCGCTCCAGGGCAA- ACT-3'),
SC2_RBD_D6 (5'-TGCACTTGACCCTCTCTCAG-3'),
SC2_RBD_R1 (5'-TGTGGATCACGGACAGCATC-3'),
SC2_RBD_R6 (5'-ACACCTGTGCCTGTTAAACCA-3'),
SC2_Sm_D1 (5'-CACCAGCAACTGTTTGTGGAC-3'),
SC2_Sm_R1 (5'-GCACCAAAGGTCCAACCAGA-3') и
SC2_St_D1 (5'-ACGGCCTTACTGTTTTGCCA-3') ‒ и клонировали в вектор pMD2-G по сайту ре-

стрикции EcoRI.

Получение клеточных линий, гиперэкспрессиру-
ющих ACE2, и линий-продуцентов рекомбинантных
белков. Плазмиды pSI-S-puro и pSI-RBD-puro ис-
пользовали для химический трансфекции клеток
линии HEK-293T. Трансфекцию проводили по
протоколу, адаптированному из опубликованной
ранее работы [11], в среде Opti-MEM (“Gibco”,
США). Через 24 ч среду меняли на свежую с до-
бавлением 1 мкг/мл пуромицина и продолжали
культивирование до получения устойчивой к се-
лективному антибиотику культуры.

Плазмиды pLCMV-ACE2-puro и pLCMV-
ACE2-His-puro использовали для лентивирусной
трансдукции клеток HEK-293 и HEK-293T. Для
приготовления препарата лентивируса 1 × 106 кле-
ток HEK-293T высевали на культуральную чашку
диаметром 10 см. На следующий день плазмиду
pLCMV-ACE2-puro или pLCMV-ACE2-His-puro
смешивали в весовом соотношении 5 : 3 : 2 (сум-
марная масса ‒ 20 мкг) с упаковывающими плаз-
мидами psPAX2 (#12260 Addgene plasmid; http://n2t.
net/addgene:12260; RRID:Addgene_12260) и pMD2.G
(#1225912259 Addgene plasmid; http://n2t.net/
addgene:12259; RRID:Addgene_12259) (обе плазми-

ды были любезно предоставлены Didier Trono).
Через сутки среду заменяли на бессывороточную ‒
DMEM-F12 ‒ с добавлением Serum replacement
solution и Lipid mixture (“Peprotech”, США) и
4 мМ кофеина (“Sigma-Aldrich”, США). Через
48 ч обогащенную вирусом среду собирали, филь-
тровали, добавляли полибрен (“Sigma-Aldrich”) до
концентрации 10 мкг/мл и использовали для зара-
жения клеток линии HEK-293Т либо HEK-293,
высаженных на чашку диаметром 10 см в количе-
стве 5 × 105 клеток. Через сутки среду заменяли на
обычную. Через 72 ч после заражения в среду до-
бавляли пуромицин (“Sigma-Aldrich”) до концен-
трации 1 мкг/мл и продолжали культивировать в
течение 10 сут.

Наработка, выделение и очистка рекомбинант-
ных белков. Для наработки рекомбинантных рас-
творимых фрагментов S-белка (тримера эктодо-
мена и RBD) и ACE2 клетки высеивали на
6 культуральных чашек диаметром 15 см (в расчете
2.5 × 107 клеток/чашка) со средой DMEM-F12, в
которую добавляли Serum replacement solution и
Lipid mixture, и культивировали в стандартных
условиях. Культуральную жидкость, содержащую
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целевой белок, собирали через каждые четверо
суток в течение 16 дней. После сбора из культу-
ральной жидкости либо немедленно выделяли
целевой белок, либо хранили ее при 4°С для объ-
единения со следующей партией. Очистку реком-
бинантных белков проводили с использованием
HIS Mag Sepharose Excel (“Cytiva”, США) по про-
токолу производителя. После очистки образцы
переводили в фосфатно-солевой буфер (PBS) на
колонках PD-10 (“Cytiva”). Концентрацию белка
измеряли на спектрофотометре Nanodrop OneC
(“Thermo Fisher Scientific”, США) при длине
волны 280 нм (OD280). Качество препаратов оце-
нивали по результатам электрофореза в полиак-
риламидном геле (10%-ный ПААГ в присутствии
SDS) с окрашиванием Coomassie Blue G-250 по
стандартному протоколу.

Постановка количественной ПЦР. Экспрессию
ACE2 в клетках HEK-293-ACE2 и HEK-293T-
ACE2 оценивали методом количественной ПЦР с
использованием полимеразы HS-Taq (“Евроген”)
и праймеров ACE2_qPCR_d1 (5'-GGGATCA-
GAGATCGGAAGAAGAAA-3') и ACE2_qPCR_r1
(5'-GGAGGTCTGAACATCATCAGTG-3') (“ДНК-
синтез”, Россия). Праймеры подбирали с исполь-
зованием Primer-BLAST (NIH NCBI, США). Для
анализа вторичной структуры праймеров исполь-
зовали OligoAnalyzer Tool (IDT, США). Все экспе-
рименты проводили в 6 независимых повторах.
Представленность в образцах целевых тран-
скриптов сравнивали с использованием метода
порогового цикла (CT). В качестве внутреннего
контроля при проведении количественной ПЦР
использовали уровень экспрессии гена GAPDH,
относительно которого нормализовали показате-
ли экспрессии целевых генов (ΔСT). Изменения
уровня экспрессии гена ACE2 в образцах рассчи-
тывали по формуле , где ΔСTe и ΔСTk ‒
разницы значений пороговых циклов для ACE2 и
GAPDH соответственно [12, 13]. ПЦР проводили
на приборе MyiQ Single-Color Real-Time PCR De-
tection System (“Bio-Rad”, США).

Иммунизация животных и получение генетиче-
ского материала. В работе использовали живот-
ных семейства Верблюдовые ‒ Vicugna pacos (альпа-
ки). Для первичной иммунизации использовали го-
могенную суспензию, содержащую внеклеточную
часть тримера S-белка или полный RBD в кон-
центрации 600 мкг в 500 мкл PBS и 500 мкл пол-
ного адъюванта Фрейнда (“Pierce”, США). Для
бустирования использовали 400 мкг того же ре-
комбинантного белка в 500 мкл PBS, в смеси с
500 мкл неполного адьюванта Фрейнда. Всего
было проведено три бустирования с интервалом в
две недели; антигены вводили подкожно и внут-
римышечно в бедро животного. При каждой им-
мунизации у животных брали по 10 мл венозной
крови, отделяли сыворотку и хранили при теме-

−Δ −ΔTe TkC C2

пературе 4°С для последующего определения сы-
вороточной концентрации антител к S-белку.

Забор крови для выделения генетического ма-
териала проводили через 5 суток после третьего
бустирования. Фракции мононуклеарных клеток
периферической крови получали из 100 мл свеже-
взятой крови центрифугированием в фиколле
плотностью 1.077 г/см3 (“ПанЭко”) согласно
стандартному протоколу.

Предварительный отбор B-лимфоцитов. Препа-
рат тримерного эктодомена S-белка коньюгиро-
вали с NHS-LC-biotin (“Covachem”, США) по
стандартному протоколу. Биотинилированный
препарат использовали для магнитной сепарации
В-лимфоцитов при помощи EasySep Biotin Posi-
tive Selection Kit II (“Stemcell Technologies”, Кана-
да) согласно протоколу производителя. Для выде-
ления РНК из селектированной фракции клеток ис-
пользовали соосадитель Satellite red (“Евроген”).

Сборка библиотек последовательностей, кодиру-
ющих нанотела. Для приготовления библиотек
использовали кДНК, полученную в 8 независи-
мых реакциях ‒ в каждой из них использовали по
500 нг мРНК. Амплификацию целевых последо-
вательностей проводили с использованием вы-
сокоточной полимеразы Tersus (“Евроген”) и
праймеров: AlpVHH3_uni_fwd (5'-CCACCAT-
GTCTAGASAGKTGCAGSTSGTRGAGTCTGK-
GGGAGG-3'), AlpVHH_R1 (5'-AATCCGGATCCGG-
GGGGTCTTCGCTGTGGTGCG-3') и AlpVHH_R2
(5'-AATCCGGATCCGGTTGTGGTTTTGGT-
GTCTTGGG-3') (последние два сконструирова-
ны на основании последовательностей, опубли-
кованных ранее [14]) ‒ по следующей программе:
30 с при 95°С, 30 с при 61°С, 30 с при 72°С
(30 циклов). Фагмидную библиотеку получали
клонированием амплифицированных VHH-по-
следовательностей в фагмиду pHEN2-XB с ис-
пользованием эндонуклеаз XbaI и BamHI-HF и
ElectroLigase (“NEB”). Трансформацию клеток
Escherichia coli, штамм TG-1, проводили с помо-
щью электропоратора Genepulser (“Bio-Rad”).
Селекцию проводили по опубликованному ранее
протоколу [15] с использованием антигена, им-
мобилизованного на иммунологических пробир-
ках Maxibinding (“SPL Lifesciences”, Корея). Для
элюции связавшихся с антигеном фаговых частиц
использовали 100 мМ водный раствор триэтил-
амина. В элюат сразу вносили 1/2 объема 1 М
Трис-HCl (pH 7.4). Амплификацию выделенных
фаговых частиц, а также оставшихся связанными
с иммобилизированным антигеном проводили
путем последующего заражения экспоненциаль-
но растущей культуры клеток E. coli TG-1.

Экспрессия и очистка биотинилированных вари-
антов кандидатных нанотел. Последовательности
VHH-фрагментов из препаратов фагмид, полу-
ченных из индивидуальных клонов после селек-
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ции, клонировали по сайтам XbaI и BamHI в экс-
прессионный вектор pET-BAD. Полученные
конструкции трансформировали в клетки штам-
ма BL21DE3-BirA, экспрессирующие биотинли-
газу. Индивидуальные колонии использовали для
получения растворимого белка в жидкой среде в
соответствии с описанным ранее протоколом [16]
с добавлением в среду для культивации 0.2 мМ
D-биотина (“Covachem”). Растворимые нанотела
выделяли из периплазмы путем лизиса осажден-
ных бактерий в буфере, содержащем 50 мM Трис-
HCl (pH 7.4), 150 мM NaCl, 0.1% Triton X-100 и
10 мг/мл лизоцима, с добавлением PMSF, трех-
кратной обработкой на ультразвуковом дезинте-
граторе Soniprep-100 (“Soniprep”, США) с после-
дующей очисткой на HIS Mag Sepharose Excel
(“Cytiva”) и переводом в PBS.

Иммуноферментный анализ (ИФА). Содержа-
ние антител в сыворотках животных определяли
методом ИФА по стандартному протоколу. Для
этого 96-лучночные планшеты (“SPL Lifesciences”)
сенсибилизировали полученным ранее тример-
ным эктодоменом S-белка SARS-CoV-2 в концен-
трации 5 мкг/мл, вносили образцы сывороток
животных и обрабатывали поликлональными
овечьими антителами, специфичными к IgG аль-
паки (получены ранее в нашей лаборатории). Для
детекции использовали меченные пероксидазой
хрена (HRP) поликлональные ослиные антитела
против IgG овцы (“Santa Cruz”, США).

Оценку обогащения библиотек целевыми ва-
риантами нанотел в ходе селекции проводили по
опубликованному ранее протоколу [15]. Лунки
планшета сенсибилизировали тримерным экто-
доменом S-белка (5 мкг/мл), для детекции ис-
пользовали HRP-меченые моноклональные ан-
титела к фагу M13 11973-MM05T-H (“Sino Biolo-
gical”, Китай).

При проведении прямого ИФА с нанотелами
планшет также покрывали S-белком и обрабаты-
вали нанотелами в концентрации 1 мкг/мл. Де-
текцию проводили с использованием биотинили-
рованных антител к эпитопу Myc (“СайСторЛаб”,
Россия) и стрептавидина, конъюгированного с
HRP (“R&D Systems”, США), а для биотинили-
рованных нанотел ‒ напрямую с HRP-коньюги-
рованным стрептавидином. Непрямой ИФА с на-
нотелами проводили на планшетах, сенсибили-
зированных небиотинилированным нанотелом-1
в концентрации 5 мкг/мл, а для детекции исполь-
зовали биотинилированное нанотело-2 в концен-
трации 1 мкг/мкл с последующей обработкой
HRP-меченым стрептавидином.

Для постановки конкурентного ИФА лунки
планшета сенсибилизировали рекомбинантным
эктодоменом ACE2 в концентрации 5 мкг/мл и
вносили смесь анализируемых нанотел (в различ-
ных концентрациях) с биотинилированным три-

мерным эктодоменом S-белка (конечная концен-
трация 1 мг/мл) в пропорции 1 : 1. После инкуба-
ции в течение 1 ч при комнатной температуре в
лунки планшета вносили HRP-меченый стрептави-
дин. В качестве субстрата использовали готовый
раствор тетраметилбензидина (“Sigma-Aldrich”).
Результаты регистрировали при длине волны
450 нм на микропланшетном сканере Triad
(“Dynex”, США).

Измерение активности нанотел с помощью псев-
довирусного репортера. Для приготовления псев-
довирусных частиц использовали векторную
плазмиду pLCMV-luc-puro, кодирующую после-
довательность люциферазы светлячка. Приготов-
ление лентивирусных частиц, псевдотипирован-
ных S-белком SARS-CoV-2, проводили по прото-
колу, описанному выше для лентивирусной
трансдукции, за исключением того, что вместо
упаковочной плазмиды pMD2.G использовали
плазмиду pMD2-S. После сбора и фильтрации
вируссодержащей среды вирусные частицы кон-
центрировали центрифугированием при 35000 g в
течение 3 ч. Полученный осадок перерастворяли
в среде DMEM-F12 (“PAA”), смешивали в про-
порции 1 : 1 с исследуемыми нанотелами, раство-
ренными в различных концентрациях в такой же
питательной среде, и инкубировали смесь в те-
чение 20 мин. После этого в смесь добавляли по-
либрен (“Sigma-Aldrich”) до концентрации
5 мкг/мл и вносили в клетки линии HEK-293-
ACE2 или HEK-293T-ACE2, которые за 24 ч до
эксперимента высевали на 96-луночный планшет
(1.2 × 104 клеток/лунка). Планшет центрифугиро-
вали при 850 g в течение 3 ч при 37°С, заменяли
псевдовируссодержащую среду на обычную и
культивировали клетки в течение 48 ч. Люминес-
центный сигнал регистрировали с использовани-
ем Luciferase Assay System (“Promega”, США) на
микропланшетном сканере Triad (“Dynex”). За
100% принимали величину люминесцентного
сигнала в лунках с псевдовирусом без нанотел.

Биослойная интерферометрия. Для определе-
ния константы диссоциации (Kd) взаимодействия
нанотел с тримерным эктодоменом S-белка ис-
пользовали очищенные препараты биотинилиро-
ванных нанотел и препарат экспонированного
тримера S-белка. Определение проводили при
помощи биосенсоров Streptavidin (SA) и прибора
BLItz (“ForteBio”, США). Для оценки перекрыва-
ния эпитопов различных нанотел использовали
пары “биотинилированное нанотело-1–небиоти-
нилированное нанотело-2” и препарат рекомби-
нантного RBD. На биосенсор сорбировали биоти-
нилированное нанотело-1, погружали биосенсор в
раствор препарата RBD (1 мг/мл), отмывали и по-
мещали в раствор нанотела-2 (1 мг/мл). Критерием,
определяющим взаиморасположение эпитопов,
служила высота плато сигнала после добавления
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RBD и после отмывки от нанотела-2. В случае,
когда оба плато были одинаковой высоты, счита-
ли, что эпитопы перекрываются; когда второе
плато было выше первого, считали, что эпитопы
отделены друг от друга. Для каждой пары нанотел
эксперимент повторяли в прямой и обратной по-
становке.

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку результатов проводили с помощью пакета
статистических программ Prism 8 (GraphPad Soft-
ware, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Для конструирования иммунных библиотек

использовали генетический материал, получен-

ный от двух иммунизированных альпак (Vicugna
pacos). Для иммунизации одного из животных
использовали тримерный эктодомен S-белка
SARS-CoV-2 (Уханьский штамм), второго имму-
низировали рекомбинантным RBD S-белка. По-
сле проведения четырехкратной иммунизации и
достижения высоких уровней сывороточных ан-
тител против S-белка по данным ИФА (рис. 1в) у
животных проводили забор периферической кро-
ви и выделяли субфракции мононуклеарных кле-
ток, связывающихся с иммобилизованным на
микроносителях S-белком. Помимо отобранных
с помощью селекции фракций В-клеток для со-
здания библиотек использовали и тотальные
фракции периферических мононуклеаров. Даль-
нейшую селекцию проводили в два раунда, при-

Рис. 1. Селекция нанотел из иммунных библиотек. а – Cхема приготовления библиотек и проведения селекции. Sff,
Rff – библиотеки, полученные из тотальных фракций периферических мононуклеаров животных; S и R приготовлены
из селектированных с тримерным эктодоменом S-белка (etS) В-клеток. Под цифрой 1 (1S, 1R, 1Sff, 1Rff) приведены
библиотеки, полученные после второго раунда селекции против RBD; под цифрой 2 (2S, 2R, 2Sff, 2Rff) ‒ библиотеки
после второго раунда селекции против S-белка. б – Доля специфических антител в каждой из библиотек после прове-
дения селекции, определенная по результатам ИФА на единичных клонах. в – Специфическая активность сывороточ-
ных антител в крови животных на момент каждого из раундов иммунизации. И ‒ иммунизация.
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чем для второго раунда использовали в параллели
либо тримерный эктодомен S-белка, либо RBD.
Схема процесса селекции приведена на рис. 1а.
По окончании селекции в каждой из библиотек
оценивали долю клонов, специфически связыва-
ющихся с эктодоменом S-белка. Установлено,
что наибольшая доля специфических клонов вы-
явлена в библиотеках 2R и 1S. Наименьшее число
релевантных вариантов нанотел содержали биб-
лиотеки, полученные из тотальных фракций пе-
риферических мононуклеаров (рис. 1б). Это озна-
чает, что предварительная селекция В-клеток на
иммобилизированном антигене позволяет изба-
виться от нецелевых последовательностей, кото-
рые иначе продолжают контаминировать смесь
бактериофагов даже после проведения двух раун-
дов селекции. Кроме того, использование в каче-
стве мишени для селекции альтернативной фор-

мы целевого белка (эктодомена S-белка в случае
RBD-библиотеки или RBD для библиотеки, по-
лученной от животного, иммунизированного эк-
тодоменом S-белка) позволяет добиться большей
представленности релевантных последователь-
ностей за счет обеднения вариантов, распознаю-
щих недоступные эпитопы.

Рестрикционное картирование индивидуаль-
ных клонов нанотел, связывающихся с S-белком,
и последующее выборочное секвенирование
представителей каждого типа показало, что в
библиотеках 1S, 2S, 1R и 2R доминируют 13 се-
мейств последовательностей. Представленность
каждого из них варьировала от единственной ко-
пии до 15% от всех проанализированных клонов, а
длина наиболее вариабельных областей (CDR3) –
от 10 до 22 аминокислотных остатков (рис. 2а).
Структура нанотел была характерной для пред-

Рис. 2. Характеристики отобранных нанотел. а – Перечень наиболее распространенных последовательностей нано-
тел. Длина вариабельных областей (CDR) приведена в виде числа аминокислотных остатков. б – Общая характеристи-
ка полученных нанотел: иммуноген, в ответ на который сформировалось нанотело; исходная библиотека, в которой
оно было обнаружено; мишени, использованные для селекции на первом и втором раундах, и константа диссоциации
для растворимого варианта нанотела. в – Выравнивание аминокислотных последовательностей нанотел. Сверху – ну-
мерация по Кабату; цветом выделены аминокислоты, входящие в CDR.
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ставителей Верблюдовых Нового света; однако
наличие дополнительной дисульфидной связи,
как отличительной особенности состоящих из тя-
желых цепей антител Верблюдовых, было выяв-
лено только у одного варианта ‒ 2B2 (50C‒100C).
Сравнение последовательностей различных се-
мейств нанотел приведено на рис. 2в.

Представители каждого из отобранных се-
мейств нанотел были экспрессированы в свобод-
ной форме и исследованы методом биослойной
интерферометрии для определения степени
сродства к S-белку и специфичности такого вза-
имодействия (рис. 2б). Наиболее сильное связы-
вание было зафиксировано для варианта 1H3
(Kd = 9.51 × 10‒10 M), а наименьшее – для вариан-
та 2G11 (Kd = 1.07 × 10‒7 M). Все проанализиро-
ванные варианты характеризовались минималь-
ной фоновой активностью в тесте с клеточными
лизатами.

Для анализа ингибиторной активности ото-
бранных вариантов в отношении взаимодействия
S-белка с ACE2 был использован конкурентный

формат ИФА. При оценке активности нанотел в
диапазоне концентраций от 5 мкг/мл до 2.5 пг/мл
показано, что варианты 1G11, 1C8, 2F8, 2G11,
1H3, 2B4 и 1D10 блокируют взаимодействие S-белка
с ACE2, причем наименьшие концентрации тре-
бовались для вариантов 1G11, 1C8 и 2F8, а наи-
большая – для 1D10 (рис. 3а). Все другие проана-
лизированные нанотела (2A7, 2E6, 2F12, 1B6) за-
метной ингибиторной активностью не обладали.
С целью верифицировать релевантность полу-
ченных результатов на модели, более приближен-
ной к естественным условиям вирусной инфек-
ции, мы получили клеточную линию HEK-293T-
ACE2, экспрессирующую на плазматической мем-
бране белок ACE2, и конструкцию pMD2-Swt, ко-
дирующую полноразмерную последовательность
S-белка. Используя эту конструкцию, мы полу-
чили лентивирусные частицы, псевдотипирован-
ные S-белком и несущие репортерный ген люци-
феразы. Варианты нанотел, сработавшие в кон-
курентном ИФА, были проанализированы на
способность подавлять инфекцию чувствитель-

Рис. 3. Функциональная активность отобранных нанотел и эпитопное картирование. а – Результаты конкурентно-
го ИФА на эктодомен ACE2 с отобранными нанотелами; детекция ‒ по биотинилированному эктодомену S-белка.
б – Ингибирование нанотелами трансдукции чувствительных клеток репортерными псевдовирусами. За 100% при-
нят люминесцентый сигнал в контрольных лунках (без добавления нанотел). в – Пример анализа на перекрывание
эпитопов связывания для двух нанотел (2F8‒2F8 – общий эпитоп; 2F8‒1H3 – различные эпитопы) и схематиче-
ское изображение взаимного расположения эпитопов, распознаваемых нанотелами. г – Ингибирование нанотела-
ми трансдукции клеточной линии HEK-293T-ACE2 репортерными псевдовирусами.
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ных клеток линии HEK-293T-ACE2 репортерсо-
держащими псевдовирусными частицами. Пока-
зано, что варианты 1D10, 1H3, 2F8, 2F12, 2B4 и
2E6 блокируют трансдукцию клеток псевдовиру-
сами. Лучшим ингибитором в этом случае оказал-
ся вариант 1D10 ‒ с 50%-ной концентрацией ин-
гибирования (IC50) 0.0016 мкг/мл, а самыми слабыми
были варианты 2E6 и 2F12 (IC50 = 1 мкг/мл). Нано-
тела 1G11 и 1B6 не ингибировали трансдукцию
(рис. 3б и 3г).

С целью определить, связываются ли отобран-
ные нанотела с каким-то одним эпитопом в со-
ставе S-белка либо их области связывания не пе-
рекрываются, мы провели эксперимент с парным
эпитопным картированием. Для этого на биосен-
сор BLI сорбировали первое нанотело и реги-
стрировали сигнал, после чего сенсор обрабаты-
вали эктодоменом S-белка либо RBD, а затем
вторым нанотелом. В том случае, когда обработка
вторым нанотелом приводила к увеличению сиг-
нала, считали, что все три белка сохраняют связь
с сенсором. Следовательно, анализируемые на-
нотела связываются с разными эпитопами S-белка.
В том случае, когда сигнал сохранялся на преж-
нем уровне либо снижался, считали, что эпитопы
исследуемых нанотел перекрываются. На основа-
нии полученных данных построена схематичная
карта расположения эпитопов нейтрализующих
нанотел. Все варианты нанотел связывались с до-
меном RBD, причем эпитоп нанотела 2F8 частич-
но перекрывался с эпитопами 2G11, 2B4 и 1D10,
которые при этом взаимно не перекрывались; а
эпитоп варианта 1H3 незначительно перекрывал-
ся только с эпитопом 1D10 (рис. 3в).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
При сравнении эффективности проведения

селекции из библиотек, полученных с использо-
ванием и без использования процедуры обогаще-
ния В-клеточной фракции целевыми последова-
тельностями, можно заключить, что ее введение
повышает выход релевантных последовательно-
стей и снижает контаминацию выходных пулов
неспецифическими вариантами нанотел. Для
проведения обеих стадий селекции использовали
более интенсивные, чем обычно, режимы отмыв-
ки, что теоретически должно снижать влияние
селекции В-клеток за счет быстрого удаления не-
связавшихся бактериофагов [17], однако разли-
чия в содержании целевых клонов между библио-
теками сохранились на достаточно высоком
уровне. На основании этого можно сделать вы-
вод, что обогащение целевыми В-клетками перед
приготовлением библиотеки позволяет снизить
трудозатраты и быстро получить высокоспеци-
фичные нанотела против мишени. Вместе с тем, в
библиотеках, полученных из тотальной фракции
мононуклеаров, помимо примесных, по-видимо-

му, сохранялось большее разнообразие редких
целевых последовательностей нанотел [18], что
позволило получить из них варианты, обладаю-
щие высоким сродством к S-белку и хорошей
нейтрализующей активностью (например, 2F8).
Сравнивая результаты проведенной нами селек-
ции с полученными другими авторами [19‒24],
можно отметить их хорошую сходимость. Так,
при селекции нанотел к SARS-CoV-2 из синтети-
ческих библиотек [22], либо с использованием
глубокого секвенирования последовательностей
между раундами селекции [23], либо с примене-
нием бактериального диспля [24] максимальные
значения аффинности находились в нижнем на-
номолярном или субнаномолярном диапазоне,
что примерно соответствует характеристикам на-
нотел, полученных нами. Это подтверждает, что
использование обогащения В-клеточной фрак-
ции позволяет ускорить получение высокоспеци-
фичных нанотел без снижения качества по срав-
нению с другими методами селекции.

Оба варианта использованных антигенов об-
ладали высокой иммуногенностью в организме
альпак, а высокое содержание специфически свя-
зывающихся с ними клонов нанотел уже после
двух раундов селекции может быть обусловлено
тем, что в ходе отбора чередовали использование
S-белка и RBD. При анализе структуры отобран-
ных нанотел следует обратить внимание на низ-
кую частоту возникновения характерной для тя-
желоцепочечных антител Верблюдовых дополни-
тельной дисульфидной связи, что может быть
связано с особенностями наиболее иммуноген-
ных эпитопов в структуре белка. Это может за-
труднить использование этих нанотел в качестве
лекарственных средств, для которых важны такие
показатели как устойчивость к агрегированию и
высокая стабильность в широком диапазоне тем-
ператур [25].

Сравнивая результаты тестирования отобран-
ных нанотел в конкурентном ИФА и в тесте с ре-
портерными псевдовирусными частицами, мы
пришли к заключению, что применение ИФА
позволяет с высокой долей вероятности предска-
зать наличие биологической активности нанотел
и в тестах in vivo, так как этот метод нечувствите-
лен к побочным факторам и определяет только
взаимодействие между S-белком и его мишенью –
ACE2. При этом следует учитывать, что конку-
рентный ИФА не позволяет выявлять нанотела,
нейтрализующие вирус иным образом, например
за счет блокирования конформации S-белка в не-
активированной форме, что препятствует слия-
нию мембран вируса и клетки [26]. Мы предпола-
гаем, что именно этим эффектом можно объяс-
нить результаты, полученные при измерении
активности нанотел 2E6 и 2F12: неактивные в
конкурентном ИФА, они блокировали трансдук-
цию чувствительных клеток репортерными псев-
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довирусными частицами. В целом, по результа-
там проведенной работы, для дальнейших иссле-
дований ‒ с целью создания терапевтического
препарата ‒ логично выбрать наиболее активные
нанотела: 1D10, 1H3 и 2F8, ‒ для которых получе-
ны наименьше значения IC50 как в конкурентном
ИФА, так и в тесте с псевдовирусными частицами.

Эпитопы, с которыми связываются отобран-
ные нанотела, различаются и перекрываются на
небольших областях. Это повышает вероятность
того, что как минимум часть идентифицирован-
ных нанотел сохранит свою активность и в отно-
шении мутантных вариантов S-белка, в частности
B.1.617.2 и B.1.1.529. Мы считаем, что наибольшей
терапевтической эффективностью будет обладать
коктейль из нескольких вариантов нанотел [27].
Это позволит перекрыть широкий спектр эпито-
пов SARS-CoV-2 и нейтрализовать появляющие-
ся эволюционные варианты вируса без необходи-
мости изменять формулу лекарственного сред-
ства [28]. Малый размер нанотел, их физико-
химические свойства и возможность быстрого
получения ‒ эти факторы позволяют надеяться
на применение такого коктейля в ингаляционной
форме [29]. Это важно для быстрой доставки пре-
парата к цели ‒ в клетки легочного эпителия [30].
Такой способ введения обеспечит быстрое дости-
жение терапевтического эффекта на ранней ста-
дии заражения, а также позволит применять пре-
парат в профилактических целях.

При помощи селекции В-клеток перед сбор-
кой фагмидных библиотек и чередования антиге-
нов в ходе отбора нам удалось получить панель
нейтрализующих нанотел к S-белку SARS-CoV-2,
которые эффективно ингибируют взаимодей-
ствие между S-белком и его клеточным рецепто-
ром ‒ ACE2. Полученные нанотела с высокой аф-
финностью и специфичностью связываются с
разными эпитопами в области RBD S-белка
SARS-CoV-2. Терапевтическое применение кок-
тейля таких нанотел можно рассматривать как
потенциальное противовирусное средство, эф-
фективное в отношении вновь появляющихся ва-
риантов вируса SARS-CoV-2, быстро эволюцио-
нирующего в человеческой популяции.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ
№ 20-04-60488.

Все манипуляции, проведенные с животными,
соответствовали этическим стандартам, сформу-
лированным в Хельсинкской декларации и при-
нятой практике проведения таких процедур.
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Development of a Series of Neutralizing Nanobodies
against SARS-CoV-2 Spike Protein

V. A. Zhuchkov1, S. V. Ivanov1, J. E. Kravchenko1, and S. P. Chumakov1, *
1Shemyakin‒Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, 117997 Russia

*e-mail: hathkul@gmail.com

Countering the spread of new respiratory infections and reducing the damage they cause to society requires
efficient strategies for rapid development of targeted therapeutics, such as monoclonal antibodies. Nanobo-
dies, defined as variable fragments of heavy-chain camelid antibodies, have a set of characteristics that make
them particularly convenient for this purpose. The speed at which the SARS-CoV-2 pandemic had spread has
confirmed that a key factor in the development of therapeutics is obtaining highly effective blocking agents as
soon as possible, as well as the diversity of epitopes to which these agents bind. We have optimized the process
of selection of blocking nanobodies from the genetic material of camelids and obtained a panel of nanobody
structures with affinity to spike protein in the lower nanomolar and picomolar ranges and high binding spec-
ificity. The subset of nanobodies that demonstrate the ability to block the interaction between the spike pro-
tein and the cellular ACE2 receptor was selected in experiments in vitro and in vivo. It has been established
that the epitopes bound by the nanobodies are located in the RBD domain of the spike protein and have little
overlap. The diversity of binding regions may allow the mixture of nanobodies to retain potential therapeutic
efficacy towards new variants of the spike protein, and the structural features of nanobodies, in particular,
their compact size and high stability, indicate the possibility of their utilization in the form of aerosols.

Keywords: nanobodies, SARS-CoV-2, spike protein, RBD, ACE2, neutralizing antibodies, monoclonal an-
tibody, immunotherapy
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Синтезирована серия новых флуоресцентных узкобороздочных лигандов DB3(n) и охарактеризова-
ны свойства этих лигандов. Соединения DB3(n) на основе димерных трисбензимидазолов обладают
способностью связываться с АТ-участками ДНК. Синтез DB3(n), трисбензимидазольные фрагмен-
ты которых связаны олигометиленовыми линкерами разной длины (n = 1, 5, 9), основан на конден-
сации мономерного трисбензимидазола MB3 с α,ω-алкилдикарбоновыми кислотами. DB3(n) в суб-
микромолярной концентрации (0.20–0.30 мкМ) оказались эффективными ингибиторами катали-
тической активности интегразы ВИЧ-1. Обнаружено, что DB3(n) ингибирует каталитическую
активность ДНК-топоизомеразы I в низких микромолярных концентрациях.

Ключевые слова: ДНК, специфичный к последовательности узкобороздочный лиганд, флуо-
реcцентные димерные трисбензимидазолы DB3(n), спектральные методы, интеграза ВИЧ-1,
ДНК-топоизомераза I
DOI: 10.31857/S0026898423030023, EDN: CGXJLT

ВВЕДЕНИЕ

Создание и изучение низкомолекулярных со-
единений, сайт-специфически узнающих нук-
леотидные последовательности в дцДНК, остает-
ся одной из актуальных проблем биоорганиче-

ской химии и молекулярной биологии, поскольку
химиотерапевтическая активность большинства
из существующих противоопухолевых препара-
тов зависит от аффинности и селективности их
взаимодействия с ДНК. В перспективе подобные
молекулярные инструменты могут использовать-
ся для изучения и контроля экспрессии конкрет-
ных генов. Создание таких мишень-направлен-
ных низкомолекулярных соединений представ-
ляет важную фармакологическую задачу.

Низкомолекулярные сайт-специфичные со-
единения, способные образовывать нековалент-
ные комплексы с ДНК, можно разделить на две
группы в зависимости от механизма их взаимо-
действия с ДНК: интеркаляторы и соединения,

Сокращения: топо-I – ДНК-топоизомераза I; ВИЧ-1 –
вирус иммунодефицита человека типа 1; сcДНК – супер-
скрученная ДНК; релаксирДНК – релаксированная
ДНК; PBS – фосфатно-солевой буфер; IC50 – 50%-ная
ингибирующая концентрация; HBTU – (2-(1H-бензотриа-
зол-1-ил)-1,1,3,3-тетраметилурония гексафторфосфат; Boc-
GlyOH – N-третбутилоксикрбонилглицин; i-BuOC(O)Cl –
изобутилхлорформиат; NMM – N-метилморфолин; DMF –
N,N-диметилформамид; DIPEA – N,N-диизопропилэтил-
амин.

УДК 577.113.7

СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ
БИОПОЛИМЕРОВ И ИХ КОМПЛЕКСОВ
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связывающиеся в широкой либо в узких борозд-
ках двойной спирали. Наша работа посвящена
синтезу и изучению свойств лигандов, связываю-
щихся с дцДНК по узкой бороздке, к которым от-
носятся узкобороздочные лиганды, в том числе
антибиотики нетропсин и дистамицин А, флуо-
ресцентные красители Hoechst 33258 и DAPI, а
также беренил и подобные диамидины [1, 2]. Су-
ществует прямая зависимость между биологиче-
ской активностью этих лигандов и прочностью их
комплекса с АТ-последовательностями в узкой
бороздке. Узкая бороздка ДНК важна для функ-
ционирования большого числа ДНК-зависимых
ферментов и аллостерической регуляции тран-
скрипционных факторов. Поэтому она пред-
ставляет собой наиболее удобную мишень для
проявления биологической активности синте-
тических терапевтических препаратов и соеди-
нений, способных специфически взаимодейство-
вать с ДНК [3]. К числу таких перспективных со-
единений относятся производные бензимидазола.
Бензимидазол, структурно родственный пури-
новым основаниями ДНК, обнаружен в биоло-
гически значимом природном соединении ‒ ви-
тамине B12 [4]. Производные бензимидазола
проявляют широкий диапазон биологической
активности [5‒8]. Кроме того, бисбензимидазо-
лы интенсивно изучают в качестве узкобороздоч-
ных агентов [9, 10], а замещенные производные
бензимидазола нашли применение в различных
терапевтических областях. Keri и соавт. [11] опуб-
ликован всесторонний обзор текущих разрабо-
ток соединений на основе бензимидазола во
всем спектре приложений медицинской химии в
качестве противоопухолевых, антибактериаль-
ных, противогрибковых, противовоспалитель-
ных, обезболивающих, анти-ВИЧ, антиоксидант-
ных, противосудорожных, противотуберкулезных,
противодиабетических, противолейшманиозных,
антигистаминных, противомалярийных и дру-
гих лекарственных средств.

Наша работа посвящена синтезу и изучению
АТ-специфичных узкобороздочных лигандов на
основе бисбензимидазольного красителя Hoechst
33258 (рис. 1), широко используемого в цитоло-
гии в качестве ДНК-специфичной флуоресцент-
ной метки [12].

Так называемые узкобороздочные лиганды в
значительной степени лишены недостатков,
свойственных традиционным биологически ак-
тивным препаратам на основе алкилирующих
агентов и интеркаляторов. Они, в частности, не
повреждают ДНК, не вызывают значительного
искажения ее пространственной структуры и не
проявляют мутагенного эффекта.

Нами осуществлен синтез флуоресцентного
мономерного трисбензимидазола MB3. На его ос-
нове получены димерные трисбензимидазолы
DB3(n), где n – число метиленовых групп в линкере,
соединяющем два трисбензимидазольных блока
(рис. 2), и изучены их физико-химические и био-
логические свойства.

Структура линкеров, содержащих олигомети-
леновые группы, конформационно подвижна.
Она обладает низким сродством к сахарофосфат-
ному остову и основаниям ДНК. Это позволяет
молекулам DB3(n) принимать форму, изоспи-
ральную узкой бороздке ДНК, благодаря чему
они способны взаимодействовать с ДНК как би-
дентантные лиганды, связываясь с двумя сайтами
(каждый из трех AT-пар), разделенных двумя и
более парами любых нуклеотидов (рис. 3).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и методы. В работе использовали:
HBTU, NMM, N-метилморфолин, DMSO (“Alfa
Aesar”, США); диизопропилэтиламин (“Fluka”,
Германия); ундекандиовую кислоту, 4-амино-
бензонитрил (“Merck”, Германия); пимелиновую
кислоту, изобутилхлорформиат, 1-метилпипера-
зин (“Acros Organics”, Бельгия); Boc-глицин,
DMF, AcOH, AcOEt, EtOH, MeOH, iPrOH (“Реа-
хим”, Россия). Растворы веществ в органических
растворителях сушили над Na2SO4. Растворители
упаривали на роторном испарителе в вакууме во-
доструйного насоса, как правило, при 40–50°С.
Вещества высушивали в вакууме над P2O5 и
NaOH. Температуры плавления определяли на
приборе Boethius (Германия) и не исправляли.
Гидрирование проводили над 10% Рd/C (“Merck”)
при атмосферном давлении и комнатной темпе-
ратуре до прекращения поглощения водорода.

Рис. 1. Химическая структура Hoechst 33258.
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Чистоту полученных соединений контролирова-
ли с помощью TCX на пластинках Kieselgel 60 F254
(“Merck”) в системах А, МеOH–конц. NH4OH
(25 : 1); В, MeOH-TFA-H2O (5 :1 : 2). Вещества на
хроматограммах обнаруживали в УФ-свете по по-
глощению при 254 нм и/или по флуоресценции
при 365 нм.

Спектры 1Н-ЯМР регистрировали на спектро-
метре Avance 3 300 МГц (“Bruker”, Германия) в
DMSO-d6 (δ, м.д.; J, Гц) при 30°C; в качестве
внутреннего стандарта использовали сигнал оста-
точных протонов растворителя.

Масс-спектры регистрировали методом
MALDI-TOF на приборе 4800 Plus (“AB Sciex”,

США) в режиме регистрации положительных
ионов; матрица – 2,5-дигидроксибензойная кис-
лота; лазер Nd:YAG, 355 нм.

Спектральные исследования DB3(n). Спектры
поглощения регистрировали на спектрофотометре
Shimadzu UV-3101 (Япония).). Препарат – ДНК
из спермы лосося (Деринат, Россия).

Спектры флуоресценции регистрировали на
спектрофлуориметре Fluorate Panorama (Россия);
возбуждение при 320 нм. Препарат – ДНК из
спермы лосося (Деринат).

Спектры КД регистрировали на спектрополя-
риметре Jasco J715 (“Jasco”, Япония). Препарат –

Рис. 2. Химическая структура мономерного трисбензимидазола MB3 и димерных трисбензимидазолов DB3(n).
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АРУТЮНЯН и др.

жидкокристаллическая дисперсия, приготовлен-
ная из фрагментированной ДНК спермы лосося.

Химический синтез. Синтез 4-[6-(4-метилпи-
перазин-1-ил)-1H-1,3-бензодиазол-2-ил]-2-нит-
роанилина (III). К раствору 5-(4-метилпиперазин-
1-ил)бензол-1,2-диамина (I) [13] в 50 мл AcOH,
полученного из 3.74 г (15.6 мМ) исходного
5-(4-метилпиперазин-1-ил)-2-нитрофенилами-
на, добавили 3.83 г (15.6 мМ) дихлоргидрата ими-
доэфира (II) [14], реакционную смесь кипятили в
течение 1 ч. Выпавший осадок отфильтровывали,
промывали на фильтре AcOH до отсутствия
окраски фильтрата и растворяли полученное жел-
тое твердое вещество в минимальном количестве
горячей воды. К водному раствору приливали
концентрированную NH4OH до получения сильно
щелочной среды, выпавший осадок отфильтро-
вывали и высушивали. Выход соединения (III) в
виде кирпично-красного порошка 2.53 г (46%),
Rf 0.60 (А), т. пл. 152°С. 1Н-NMR (DMSO-d6):
2.26 (3Н, s, N–CH3), 3.13 (4H, m, pip), 7.01 (3H, m,
ArH), 7.39 (1H, dd, J = 8.6, J = 34.7, ArH), 7.74 (2H,
brs, –NH2), 8.14 (1H, m, ArH), 8.75 (1H, dd, J = 1.8,
J = 9.9, ArH), 12.59 (1H, s, BimNH).

Синтез (4-[6-(4-метилпиперазин-1-ил)-1H-1,3-
бензодиазол-2-ил]бензол-1,2-диамина (IV). Сус-
пендировали 25 г 10% Pd/C в 20 мл AcOH и при
перемешивании пропускали интенсивный ток
водорода до полного прекращения поглощения.
Затем приливали раствор 2.53 г (7.18 мМ) соеди-
нения (III) в 30 мл AcOH и через получившуюся
смесь начинали пропускать водород. Через 2.5 ч
(по данным ТСХ в системе этанол/NH4OH (25 : 1))
исходного вещества не осталось. Реакционную
массу отфильтровывали от катализатора, филь-
трат упаривали при пониженном давлении. К об-
разовавшемуся маслу добавляли 50 мл концен-
трированной NH4OH и оставляли на ночь при
4°С. На следующий день твердый осадок отфиль-
тровывали и высушивали. Выход целевого продук-
та в виде серого порошка 2.12 г (92%), Rf 0.52 (А),
т. пл. 156–159°С. 1Н-NMR (DMSO-d6): 2.24 (3Н, s,
N–CH3), 3.09 (4H, m, pip), 4.62 (2H, br.s, –NH2),
4.88 (2H, br.s, –NH2), 6.59 (1H, d, J = 7.95, ArH),
6.84 (2H, dd, J = 1.8, 8.7 Hz, ArH), 7.16 (1H, dd,
J = 1.2, 8.1 Hz, ArH), 7.34 (2H, d, J = 1.65, ArH),
12.06 (1H, s, BimNH).

Синтез 4-{6-[6-(4-метилпиперазин-1-ил)-1H-1,3-
бензодиазол-2-ил]-1H-1,3-бензодиазол-2-ил}-
2-нитроанилина (V). Растворяли 2.12 г (6.6 мМ) ди-
амина (IV) и 1.6 г (6.6 мМ) дихлоргидрата имидо-
эфира (II) [14] в 80 мл смеси EtOH/2,2,2-три-
фторэтанола (1 : 1), реакционную маcсу кипятили
c обратным холодильником в течение 3 ч. Выпав-
ший осадок отфильтровывали и заливали 50 мл
конц. NH4OH. Выпавшее твердое вещество оран-
жевого цвета было отфильтровано и высушено.

Выход соединения (V) 1.26 г (41%), Rf 0.41(А),
т. пл. 240°С. 1H-NMR (DMSO-d6): 2.24 (3H, s,
N–CH3), 3.12 (4H, m, pip), 6.93 (1H, dd, J =1.5,
9 Hz, ArH), 7.01 (1H, s, ArH), 7.20 (1H, d, J = 8.6,
ArH), 7.44 (1H, d, J = 8.7, –NH2), 7.67 (1H, d, J =
= 8.4, ArH), 7.84 (2H, brs, Ar-NH2), 8.02 (1H, d, J =
= 8.5, ArH), 8.25 (1H, dd, J = 1.5, 8,9 Hz, ArH), 8.30
(1H, s, ArH), 8.88 (1H, d, J = 8.5, ArH).

Синтез 4-{6-[6-(4-метилпиперазин-1-ил)-1H-
1,3-бензодиазол-2-ил]-1H-1,3-бензодиазол-2-ил}бен-
зол-1,2-диамина (VI). Суспендировали 0.12 г 10% Pd/C
в 20 мл AcOH и при перемешивании пропускали
интенсивный ток водорода до полного прекраще-
ния поглощения. Затем прилили раствор 1.26 г
(2.7 мМ) 2-нитроанилина (V) в 30 мл AcOH и на-
чали пропускать водород через получившуюся
смесь. Через 2.5 ч (по данным ТСХ в системе
EtOH/NH4OH (25 : 1)) исходного вещества не
осталось. Реакционный раствор отфильтровыва-
ли от катализатора, фильтрат упаривали при по-
ниженном давлении. Образовавшееся масло бы-
ло залито 50 мл концентрированной NH4OH и
оставлено на ночь при 4°С. Твердый осадок от-
фильтровали и высушили. Выход соединения (XII)
в виде серого порошка 1.13 г (95%), Rf 0.45 (А), т. пл.
234°С. Масс-спектр: 438.49, рассчитано: 438.52
(C25H26N8), 1Н-NMR (DMSO-d6): 2.24 (3Н, s,
N‒CH3), 3.13 (4H, m, pip), 4.69 (2H, br.s, –NH2), 5.01
(2H, br.s, Bim-NH2), 6.63 (1H, d, J = 8.1, ArH), 6.92
(1H, d, J =7.9, AHr), 6.99 (1H, m, ArH), 7.27 (1H,
dd, J = 7.9, 0.6 Hz, Bim-NH2), 7.44 (1H, d, J =1.8,
ArH), 7.49 (2H, m, ArH), 7.94 (1H, d, J = 8.1, ArH),
8.20 (1H, s, ArH), 12.55 (2H, brs, BimNH).

Синтез трет-бутил-N-{[(2-amino-5-{6-[6-((4-
метилпиперазин-1-ил)-1H-1,3-бензодиазол-2-ил]-
1H-1,3-бензодиазол-2-ил}фенил)карбомоил]ме-
тил}карбамата (VII). К 0.49 г (2.8 ммоль) Boc-Gly-
OH приливали 10 мл абс. DMF и 0.5 мл NMM.
Смесь охлаждали при перемешивании до –25°С,
затем добавляли 0.35 г (2.57 ммоль) i-BuOCOCl.
Через 10 мин в реакционную смесь вносили пред-
варительно охлажденный до –30°С раствор 1.13 г
(2.57 ммоль) диамина (VI) в 15 мл абс. DMF. Реак-
ционную массу выдержали при –30°С в течение
1.5 ч, дали нагреться до комнатной температуры, а
затем упарили. Полученное в виде масла соедине-
ние (VII) использовали в дальнейшем без очистки.

Синтез мономерного трисбензимидазола MB3.
Масло (VII), полученное из 1.13 г диамина (VI),
растворили в 30 мл AcOH и кипятили c обратным
холодильником в течение 10 ч. AcOH упарили при
пониженном давлении, образовавшееся масло
заливали 30 мл концентрированной NH4OH и
оставляли на 4 дня при 4°С. Полученный серый
порошок без дополнительной очистки растворя-
ли в конц. HCl и кипятили c обратным холодиль-
ником в течение 5 ч, затем реакционную маcсу при
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перемешивании вливали в 100 мл изопропанола.
Выпавший осадок отфильтровывали и очищали
методом колоночной хроматографии на силикаге-
ле 40–63 мкм, элюент MeOH/NH4OH (25 : 1). Вы-
ход MB3 в виде светло-коричневого порошка 0.41 г
(33.46% после 3 стадий), Rf 0.14 (А); Rf 0.68 (B),
т. пл. >350°С. Масс-спектр: 477.59, рассчитано:
477.56 (C27H27N9). 1Н-NMR (CD3OD): 2.29 (3Н, s,
N–CH3), 2.54 (4H, m, pip), 3.16 (4H, m, pip), 4.10
(2H, s, CH2), 6.93 (1H, dd, J = 2.0, 8.8 Hz, ArH),
7.04 (1H, s, AHr), 7.45 (1H, d, J = 8.4, ArH), 7.70
(2H, m, ArH), 8.02 (1H, d, J = 6.7, ArH), 8.08 (1H,
dd, J = 0.75, J =8.3, ArH), 8.32 (1H, s, ArH), 8.39
(1H, s, ArH).

Общий метод синтеза DB3(n). К раствору α,ω-
алкилдикарбоновой кислоты (0.1 мМ) в 2 мл абс.
ДМФА прибавляли HBTU (0.25 мМ), DIPEA
(0.50 мМ) и перемешивали при комнатной темпе-
ратуре в течение 30 мин. К полученному раствору
добавляли 0.10 г (0.2 мМ) MB3, перемешивали в
течение еще 1 ч и оставляли реакционную массу
на ночь. Растворитель упаривали при понижен-
ном давлении, получившееся масло затирали с
абс. EtOH. В образовавшуюся суспензию добав-
ляли 0.5 мл 35% HCl в диоксане, отфильтровыва-
ли выпавший осадок в виде желтого порошка и
высушивали в вакууме над NaOH/P2O5. По дан-
ным ТСХ в системе MeOH–TFA–H2O (5 : 1 : 2)
продукт реакции – димерный трисбензмидазол
DB3(n) – был гомогенным.

DB3(1)·8HCl: Выход 121 мг (92%), т. пл. >350°С,
Масс-спектр, m/z: 1024.27 [M + H]+, рассчитано
М 1023.16 (C57H54N18O2), 1Н-NMR (DMSO-d6):
δ 2.88 (4H, m, pip), 2.91 (6H, s, M–Me), 3.07 (2H, s,
–CO–CH2CO–) 3.20 (4H, m, pip), 3.27 (8H, m,
pip), 4.53 (4H, s, 2Bim-CH2-N), 6.95 (2H, d, J =
= 1.3 Hz, ArH), 7.03 (2H, dd, J = 4.5, 1.3 Hz, ArH),
7.47 (2H, d, J = 4.5 Hz, ArH), 7.74 (2H, d, J = 1.9,
0.4 Hz, ArH), 7.81 (2H, dd, J = 5.1, 0.4 ArH), 8.04
(2H, d, J = 1.3, Hz, ArH)), 8.17 (6H, m, ArH).

DB3(5)·8HCl: Выход 122 мг (89%,), т. пл.
>350°С. Масс-спектр, m/z: 1080.32 [M + H]+, рас-
считано М 1079.26 (C61H62N18O2), 1Н-NMR
(DMSO-d6): δ 1.51 (2H, m, CH2), 1.59 (4H, m,
2CH2), 2.22 (4H, t, J = 6 Hz, 2CH2CO–), 2.88 (4H,
m, pip), 2.91 (6H, s, N-Me), 3.20 (4H, m, pip), 3.27
(8H, m, pip), 4.53 (4H, s, 2Bim-CH2-N), 6.95 (2H,
d, J = 1.3 Hz, ArH), 7.03 (2H, dd, J = 4.5, 1.3 Hz,
ArH), 7.47 (2H, d, J = 4.5 Hz, ArH), 7.74 (2H, d, J =
= 1.9, 0.4 Hz, ArH), 7.81 (2H, dd, J = 5.1, 0.4 Hz, ArH),
8.04 (2H, d, J = 1.3, Hz, ArH)), 8.17 (6H, m, ArH).

DB3(9)·8HCl: Выход 124 мг (87%,), т. пл.
>350°С. Масс-спектр, m/z: 1136.44 [M + H]+, рас-
считано М 1135.37 (C65H70N18O2), 1Н-NMR (DMSO-d6):
δ 1.26 (10H, m, (CH2)5), 1.64 (4H, m, 2CH2), 2.23
(4H, t, J = 6 Hz, 2CH2CO–), 2.88 (4H, m, pip), 2.91

(6H, s, N-Me), 3.20 (4H, m, pip), 3.27 (8H, m, pip),
4.53 (4H, s, 2Bim-CH2-N), 6.95 (2H, d, J = 1.3 Hz,
ArH), 7.03 (2H, dd, J = 4.5, 1.3 Hz, ArH), 7.47 (2H,
d, J = 4.5 Hz, ArH), 7.74 (2H, d, J = 1.9, 0.4 Hz,
ArH), 7.81 (2H, dd, J = 5.1, 0.4 ArH), 8.04 (2H, d, J =
= 1.3, Hz, ArH)), 8.16 (6H, m, ArH).

Антивирусная активность DB3(n) и MB3 в отно-
шении интегразы ВИЧ-1. Рекомбинантную инте-
гразу ВИЧ-1 экспрессировали в Escherichia coli
штамм BL21 (DE3) Codon Plus и очищали в при-
сутствии ионов Zn2+ в отсутствие детергентов со-
гласно [15].

Ингибирование 3'-концевого процессинга, ката-
лизируемого интегразой ВИЧ-1. дцДНК-субстрат
U5 интегразы ВИЧ-1 (5 нМ), состоящий из
21-звенных олигодезоксирибонуклеотидов U5A
(5'-ACTGCTAGAGATTTTCCACAC-3') и флуо-
ресцентно меченного U5B-FAM (5'-FAM-TGTG-
GAAAATCTCTAGCAGT-3'), инкубировали с 100 нМ
интегразой в 50 мкл буфера (20 мM HEPES, pH
7.2, 7.5 мM MgCl2, 1 мM DTT) в присутствии воз-
растающих концентраций ингибитора (0–50 мкM)
при 37°C в течение 100 мин. Реакцию останавли-
вали, добавляя 15 мкл стоп-раствора (30 мM EDTA,
1.2 M NaOAc, 40 мM Трис-HCl, pH 8.0, 0.5 мг/мл
гликоген). ДНК-дуплекс осаждали, добавляя
200 мкл этанола и центрифугируя при 10000 g в
течение 10 мин, анализировали в 20%-ном полиа-
криламидном геле в присутствии 7 М мочевины.
Гель анализировали в многофункциональном
сканере GE Healthcare Typhoon FLA 9500. За про-
хождением реакции следили по появлению по-
лосы, соответствующей укороченному в резуль-
тате 3'-процессинга меченому олигонуклеотиду
U5B-FAM. Эффективность прохождения реак-
ции определяли с использованием программы
Quantity OneTM 4.6.6. Значения параметров IC50,
соответствующих концентрациям ингибиторов,
при которых эффективность реакции снижается
вдвое, рассчитывали с использованием програм-
мы GraphPad prism 7.03.

Ингибирование топо-I. Топо-I – одна из наибо-
лее широко используемых мишеней ряда проти-
воопухолевых средств. Влияние синтезирован-
ных соединений на каталитическую активность
фермента сравнивали с помощью теста для оцен-
ки способности веществ ингибировать топо-I
(Topogen, TG1018-2).

Исследуемые соединения добавляли в различ-
ных концентрациях в смесь, содержащую плаз-
мидную ссДНК pHot, воду и реакционный буфер.
Смесь инкубировали в течение 30 мин при 37°С
для комплексообразования и добавляли топо-I.
Далее реакцию проводили согласно методике
производителя. Продукты реакции разделяли с
использованием электрофореза в 1%-ном агароз-
ном геле, с последующим окрашиванием броми-
стым этидием. ДНК визуализировали на тран-
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силлюминаторе при длине волны 312 нм (Vilber
Lourmat transilluminator, Франция). Эффект ин-
гибирования топо-I оценивали по способности
тестируемых соединений задерживать релакса-
цию ссДНК. Эксперимент повторяли дважды.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Синтез DB3(n)

Схема синтеза димерных трисбензимидазолов
DB3(n) представлена на рис. 4.

Мономерный трисбензимдазол MB3 был син-
тезирован исходя из 5-(4-метилпиперазина-1-

ил)бензол-1,2-диамина (I) [13]. Он был сконден-
сирован с хлоргидратом имидоэфира (II), полу-
ченного по реакции Пиннера из соответствующе-
го нитрила [14]. Полученное соединение (III) было
восстановлено каталитическим гидрированием в
диамин (IV), который при конденсации с имидо-
эфиром (II) образовывал нитроамин (V). При его
гидрировании над палладиевым катализатом по-
лучен диамин (VI). Бисбензимидазол (VI) синте-
зирован в реакции диамина (VI) с Boc-Gly-OH
методом смешанных ангидридов с последующим
кипячением в уксусной кислоте с образованием
N-ацетильного производного (VIII). При кипяче-

Рис. 4. Схема синтеза димерного трисбензимидазола DB3(n).
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нии этого производного в концентрированной
HCl получен мономерный трисбензимидазол MB3.
Димерные трисбензимидазолы DB3(n) получены
с выходом 89–92% при конденсации MB3 с α,ω-
алкилдикарбоновыми кислотами (в соотноше-
нии 2 : 1) в присутствии HBTU. Все синтезирован-
ные соединения обладали хорошей флуоресцен-
цией. Структура этих соединений подтверждена
методами 1H-NMR-спектроскопии и спектромет-
рии MALDI-TOF.

Физико-химические исследования
Взаимодействие димерных трисбензимидазо-

лов DB3(1, 5, 9) с ДНК охарактеризовано метода-
ми спектрофотометрии и спектрофлуориметрии. За-
регистрированы спектры поглощения DB3(1, 5, 9) в
присутствии дцДНК из спермы лосося (Деринат).
На рис. 5 в качестве примера представлен спектр
DB3(1) и DB3(9) в присутствии ДНК в разных кон-
центрациях (кривые 1–6 и 1–5). При увеличении
концентрации ДНК в растворе наблюдался не-
большой сдвиг полосы поглощения в длинновол-
новую область спектра. Такой характер измене-
ния спектров поглощения DB3(n) свидетельствует
об образовании комплексов DB3(n)–ДНК.

Спектры флуоресценции DB3(1, 5, 9) зареги-
стрированы в отсутствие и в присутствии дцДНК.
Все они также имели схожий характер. На рис. 6 в
качестве иллюстрации приведены спектры флуо-
ресценции DB3(1) и DB3(9). Добавление ДНК
приводило к смещению положения максимума
флуоресценции DB3(1) от 486 к 470 нм и DB3(9) от
486 к 472 нм, при этом интенсивность флуорес-

ценции DB3(1) в присутствии ДНК увеличивалась
почти в 15 раз.

Локализацию DB3(n) в комплексе с ДНК опре-
деляли методом кругового дихроизма (КД), осно-
ванном на использовании холестерических
жидкoкристаллических ДНК (ХЖКД) (рис. 7).

Сопоставление кривых (рис. 7, заполненные
кружки) показало, что в спектрах КД комплексов
DB3(n) с ХЖКД ДНК наблюдается появление не-
большой положительной полосы в области по-
глощения лигандов (300–400 нм). Положитель-
ные значения КД в области поглощения хромо-
форов DB3(n) свидетельствуют о том, что угол
между плоскостью хромофоров лиганда и спи-
ральной осью молекулы ДНК составляет менее
54°, что возможно только в случае локализации
данных хромофоров в одной из бороздок ДНК
[16, 17]. Поскольку согласно данным рентгено-
структурного анализа Hoechst 33258 связывается
с ДНК в узкой бороздке [18, 19], а молекулы
DB3(n) являются димерами производного Hoechst
33258, то мы полагаем, что они также располага-
ются именно в узкой бороздке ДНК, т.е. пред-
ставляют собой узкобороздочные лиганды.

Биологические исследования: антивирусная 
активность DB3(n) в отношении интегразы ВИЧ-1

Интеграза ВИЧ-1 осуществляет интеграцию
кДНК вируса в геном человека и поэтому счита-
ется привлекательной мишенью для терапии ин-
фекции ВИЧ-1 [20].

Ранее в качестве ингибиторов активности ин-
тегразы ВИЧ-1 мы изучали различные димерные

Рис. 5. а – Спектр поглощения DB3(1) в отсутствие (1.38 × 10–6 M, кривая (0) и в присутствии (кривые 1–6) ДНК в
концентрации 0.42 (1); 2.1 (2); 6.18 (3); 29.17 (4); 58.4 (5); 97.7(6) × 10–6 М п.н. соответственно. Буфер 10 мM PBS
(pH 7.4), 22°C. Оптический путь 10 мм. б ‒ Спектр поглощения DB3(9) (1.4 × 10–6 M, кривая 0) и в присутствии (кри-
вые 1–5) ДНК; концентрации ДНК 0.42 (1); 2.1 (2); 6.18 (3); 29.17 (4); 58.4 (5) × 10–6 М п.н. соответственно. Буфер
10 мM PBS (pH 7.4), 22°C. Оптический путь 10 мм.
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производные бисбензимидзолов [1, 13, 14]. В на-
стоящей работе мы решили расширить данные
исследования и использовать синтезированные
димерные трисбензимидазолы. В первую очередь

изучили активность мономерного трисбензими-
дазола MB3. Оказалось, что это соединение спо-
собно ингибировать каталитическую активность
интегразы ВИЧ-1 с IC50 = 1.2 мкМ. Димерные

Рис. 6. а – Спектр флуоресценции буфера (0), DB3(1) в отсутствие (1) и в присутствии ДНК (2–7). Концентрация
DB3(1) 1.34 × 10–6 M; концентрация ДНК: 1.0 × 10–6 (2); 2.1 × 10–6 (3); 41.8 × 10–6 (4); 0.21 × 10–5 (5); 0.42 × 10–5 (6);
0.84 × 10–5 М п.н. (7). Буфер 10 мM PBS (pH 7.4), 22°C. λexc = 340 нм, оптический путь 10 мм. б – Спектр флуоресцен-
ции буфера (0), DB3(9) в отсутствие (1) и в присутствии ДНК (2–7). Концентрация DB3(9) 1.34 × 10–6 M; концентрация
ДНК: 1.0 × 10–6 (2); 2.1 × 10–6 (3); 41.8 × 10–6 (4); 0.21 × 10–5 (5); 0.42 × 10–5 (6); 0.84 × 10–5 М п.н. (7). Буфер 10 мM PBS
(pH 7.4), 22°C. λexc = 340 нм, оптический путь 10 мм.
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Рис. 7. Спектры КД холестерической жидкокристаллической дисперсии фрагментированной ДНК из спермы лосося
в отсутствие (открытые кружки) и в присутствии DB3(1) (а) и DB3(9) (б) (заполненные кружки). Буфер 0.3 М NaCl +
+ 0.002 М Na3PO4 рН 6.85 в присутствии ПЭГ (4000) 170 мг/мл. Длина оптического пути 10 мм. Концентрация ДНК
10–4 M п.н., концентрация DB3(1) (а) и DB3(9) (б) 4 мкМ.
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трисбензимидазолы оказались еще более актив-
ными, чем MB3 (табл. 1). При этом соединение
DB3(1) c самым коротким метиленовым линке-
ром между трисбензимидазольными фрагмента-
ми было примерно в 1.5 раза менее активным, чем
соединения DB3(5) и DB3(9), имеющие более
длинные линкеры.

Полученные нами результаты интересно срав-
нить с данными работы [14], в которой нами ис-
следовано влияние красителя Hoechst 33258 на
активность интегразы. Данный недимеризован-
ный бисбензимидазол Hoechst в отличие от моно-
мерного трисбензимидазола MB3 оказался неак-
тивным вплоть до концентрации 100 мкМ. При
этом димеризация молекулы Hoechst 33258 с ис-
пользованием метиленового линкера длиной
пять или семь звеньев (bis-Ht(5) и bis-Ht(7)) при-
водила к появлению активности на уровне 3.2 и
2.6 мкМ соответственно. Таким образом, димер-
ные трисбензимидазолы DB3(n) оказались при-
мерно в 10–15 раз более активными, чем димер-
ные бисбензимидидазолы bis-Ht(n) с аналогич-
ной структурой. Более того, DB3(n) обладают
таким важным преимуществом, как более высо-
кая растворимость в воде.

Биохимические эксперименты: MB3 и DB3(n) 
ингибируют каталитическую активность 

эукариотической ДНК-топоизомеразы I в реакции 
релаксации суперскрученной ДНК

Топо-I – одна из наиболее широко используе-
мых мишеней ряда противоопухолевых средств.
Способность соединений новой серии DB3(n) ин-
гибировать топo-I из тимуса теленка протестирова-
ли в бесклеточной системе. Реакцию релаксации
ДНК топо-I проводили в присутствии исследуе-
мых лигандов, взятых в низких (микромолярных)
концентрациях. В отсутствие ингибиторной ак-
тивности топо-1 приводит к полной релаксации
плазмидной ссДНК (рис. 8, дорожка 2). Моно-
мерный трисбензимидазол MB3 (рис. 2), содер-
жащий в своей структуре только один трисбензи-
мидазольный блок, практически не ингибировал
топо-I.

Ингибирование топо-I мономером MB3 на-
блюдается, начиная с концентрации 10 мкМ, но
на начальной стадии происходит образование то-
поизомеров без накопления ссДНК. Все новые
димерные трисбензимидазолы обладали лучшей,
чем у МВ3, способностью ингибировать тoпo-I,
но различия в их эффективности были небольшими.
При концентрации всех соединений 1, 5 и 5 мкМ
ДНК находилась в релаксированной форме, что
свидетельствует об отсутствии ингибирования
топо-1. В случае димеров при небольшой разнице
DB3(1) в концентрации 10 мкМ лучше, чем DB3(5)
и DB3(9), ингибирует топо-I, о чем свидетельствует
накопление ссДНК. Таким образом, наиболее
функциональный размер линкера имеет DB3(1).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Малые молекулы, образующие нековалентные
комплексы, сайт-специфично связывающиеся c

Таблица 1. Ингибирование реакции 3'-процессинга,
катализируемой интегразой ВИЧ-1, использованны-
ми соединениями

Соединение IC50, мкМ

DB3(1) 0.30 ± 0.07

DB3(5) 0.19 ± 0.04

DB3(9) 0.21 ± 0.06

MB3 1.2 ± 0.3

Рис. 8. Сравнение ингибирования топо-I мономерным трисбензимидазолом MB3 и тремя его димерными аналогами
DB3(1), DB3(5) и DB3(9).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Топо-I 1.5 5 10 1.5 5 10 1.5 5 10 1.5 5 10 мкВ
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узкой бороздкой ДНК, способны регулировать
специфические эндогенные пути экспрессии ге-
нов [21]. Вероятно, регулирование работы гена
происходит либо с прямой пространственной
блокадой связывания ДНК-зависимого фермента
или фактора транскрипции, либо за счет аллосте-
рического изменения топологии ДНК. Исследо-
вание водорастворимых флуоресцентных димер-
ных трисбензимидазолов DB3(n) выявило широ-
кий спектр их биологической активности. Будучи
АТ-специфичными узкобороздочными лиганда-
ми, DB3(n) проявили ингибиторную активность в
отношении интегразы ВИЧ-1, ингибируя in vitro
3'-процессинг катализируемый интегразой ВИЧ-1
в субмикромолярных концентрациях (0.20–
0.30 мкM). Кроме того, DB3(n) способны ингиби-
ровать топo-I в бесклеточной системе из тимуса
теленка в низких (микромолярных) концентра-
циях. Мы полагаем, что новые АТ-сайт-специ-
фичные соединения – димерные трисбензимида-
золы DB3(n) могут найти применение в молеку-
лярной биологии и медицине.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (№ 20-33-90287).
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DNA Sequence-Specific Ligands. XIX. Synthesis, Spectral Properties, Virological 
and Biochemical Studies of Fluorescent Dimeric Trisbenzimidazoles DB3(n)
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In this work, we synthesized and characterized the properties of a series of new fluorescent narrow-groove
ligands DB3(n). DB3(n) compounds based on dimeric trisbenzimidazoles have the ability to bind to the AT
regions of DNA. The synthesis of DB3(n), trisbenzimidazole fragments of which are linked by oligomethylene
linkers of different lengths (n = 1, 5, 9), is based on the condensation of monomeric trisbenzimidazole MB3
with α,ω-alkyldicarboxylic acids. DB3(n) proved to be effective inhibitors of the catalytic activity of HIV-1
integrase at submicromolar concentrations (0.20–0.30 μM). DB3(n) was found to inhibit the catalytic activity
of DNA topoisomerase I at low micromolar concentrations.
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Формирование G4-структур в двойной спирали ДНК конкурирует с комплементарной нитью. Ло-
кальное окружение в ДНК может изменять равновесные G-квадруплексы, изучаемые на одноните-
вых моделях. Для обнаружения квадруплексов в промоторных областях генома необходимы методы
их локализации в составе протяженных ДНК природной последовательности. Порфириновое про-
изводное ZnP1 избирательно связывается и приводит к фотоиндуцируемому окислению гуанина в
G-квадруплексах в модельных системах с одноцепочечной и двухцепочечной ДНК. На примере на-
тивной последовательности промоторных участков онкогенов MYC и TERT нами показано окисли-
тельное действие ZnP1 в областях, потенциально способных формировать G4-структуры. Установ-
лены и отнесены к нуклеотидной последовательности однонитевые разрывы в G-богатой нити
двойной спирали, вызванные окислением гуанина под действием ZnP1 и последующим расщепле-
нием цепи ДНК Fpg гликозилазой. Обнаруженные сайты разрывов соответствовали последователь-
ностям, потенциально способным формировать G-квадруплексы. Таким образом, продемонстри-
рована возможность использования порфирина ZnP1 для идентификации и локализации G-квад-
руплексов в составе протяженных участков генома. Получены новые данные о возможности
сворачивания G4-структур в присутствии комплементарной нити в контексте двойной спирали
ДНК природной последовательности.

Ключевые слова: G-квадруплексы, порфирин, фотосенсибилизаторы, окисление ДНК
DOI: 10.31857/S0026898423030035, EDN: CGYDDB

Богатые гуанином последовательности ДНК
могут складываться в неканонические вторичные
структуры, называемые G-квадруплексами (G4).
Появляется все больше доказательств, что G4-струк-
туры нуклеиновых кислот участвуют в различных
биологических процессах, таких как транскрип-
ция, репликация и трансляция; а также влияют на
стабильность генома и обеспечивают контроль
экспрессии генов [1‒3]. В результате полноге-
номного секвенирования 12 видов организмов вы-
явлено более 3.5 млн участков ДНК, потенциально
способных образовывать G4-структуры. Сильное
обогащение такими последовательностями выяв-
лено в промоторных областях и точках начала
транскрипции у высших организмов: например,
человека и мыши [4, 5].

Много данных по стабильности и конформа-
ции G4-структур получено биофизическими,
спектральными и структурными методами (ядер-
ный магнитный резонанс (ЯМР) и рентгенострук-
турный анализ (РСА)). Информация о G4-струк-

турах и их комплексах с лигандами систематизиро-
вана в различных базах данных [6]. Традиционно в
таких исследованиях используют относительно
короткие синтетические одно- (оц) или двухце-
почечные (дц) фрагменты ДНК. Внесение мута-
ций в модельные олигонуклеотиды позволяет с
высокой достоверностью охарактеризовать одну
G4-структуру. Главный недостаток таких методов
и подходов ‒ отсутствие информации о влиянии
локального окружения. Неизвестно, какое влия-
ние оказывает комплементарная нить при фор-
мировании G4-структур в промоторных областях
генома. Природные последовательности могут со-
держать несколько перекрывающихся G4-участ-
ков, способных образовывать множество вариан-
тов складывания неканонических структур. На
текущий момент до конца не изучено, какие
именно G4-структуры образуются в присутствии
комплементарной нити ДНК. Более термодина-
мически стабильные G4-структуры исключают
образование менее стабильных [7]. Однако до-

УДК 577.323.3
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полнительные взаимодействия между структура-
ми внутри протяженной дцДНК могут изменять
стабильность G4-структуры, образованной одной
последовательностью, в пользу соседней.

Разработка методов обнаружения неканони-
ческих структур и их локализация в протяженных
дцДНК особенно актуальна для исследования
участков генома, потенциально вовлеченных в ре-
гуляцию биологических процессов. Классическим
подходом к химическому зондированию ДНК, в
том числе G4-структур, считается модификация с
использованием диметилсульфата (DMS) [8]. Гуа-
нины, вовлеченные в образование G4-структур,
не доступны для модификации DMS. Использо-
вание этой методики позволяет обнаружить ста-
бильные участки, полностью образующие структу-
ры ДНК, альтернативные двойной спирали. При
частичном или динамическом формировании
G4-структур в оцДНК или дцДНК не удается ре-
гистрировать короткоживущие альтернативные
структуры [9]. Для детекции таких динамически
образующихся G4-структур необходимы агенты,
направленные именно на неканонически сверну-
тые нуклеиновые кислоты.

Использование порфиринов в качестве струк-
турного зонда имеет ряд преимуществ перед
DMS-зондированием. Фотоиндуцируемое окис-
ление ДНК под действием порфиринов способ-
но распознать даже незначительную фракцию
G4-структур и слабо чувствительно к дцДНК
[10, 11]. Порфириновое производное ZnP1 (рис. 1а)
связывается с малой бороздкой ДНК [12], при
этом аффинность ZnP1 выше к G4-структурам,
чем к дцДНК. Ранее показано [10], что связыва-
ние ZnP1 с ДНК минимально искажает G4-струк-
туру и поэтому может быть использовано как
структурный зонд. Под воздействием синего све-
та ZnP1 окисляет азотистое основание гуанин,
участвующее в образовании G4-структуры. Окис-
ление гуанина до 8-оксогуанина и других произ-
водных приводит к разрушению хугстиновской
связи между двумя основаниями, участвующими
в образовании квартета (рис. 1б), что нарушает его
структуру и снижает стабильность. Это приводит к
конформационному переходу G-квадруплекса в
двойную спираль ДНК, как показано на олиго-
нуклеотидных моделях с одной G4-структурой в
дуплексе [13]. Учитывая эти свойства, мы выбра-

Рис. 1. Схематическое изображение исследуемых веществ. а ‒ Структура порфирина ZnP1. б ‒ Окисление одного из
гуанинов в составе G-квадруплекса приводит к дестабилизации структуры в целом. R ‒ дезоксирибоза.
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ли соединение ZnP1 с высоким окислительным
потенциалом, большой избирательностью связы-
вания, при этом минимально искажающим струк-
туру ДНК [10, 12, 14].

В представленной работе мы исследовали
длинные участки (~400 п.н.) промоторов двух ге-
нов человека: MYC и TERT. В их состав входит не-
сколько последовательностей, потенциально об-
разующих G4-структуры. Для промотора TERT в
литературе описаны модели, предполагающие
формирование трех следующих друг за другом па-
раллельных квадруплексов [15‒17]. Для промотора
MYC человека также известно несколько
G4-структур, описанных в литературе [18‒20].

Таким образом, целью данной работы было
определение положения G4-структур, образую-
щихся в контексте двойной спирали ДНК, в
участках промоторов MYC и TERT. С помощью
производного порфирина ZnP1 мы провели спе-
цифическое окисление гуанинов G4-структур и
установили локализацию окисленных форм гуа-
нинов методом удлинения праймера.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Олигонуклеотиды. Праймеры для ПЦР были

синтезированы в ЗАО “Евроген” (Россия), флуорес-
центно меченные праймеры – в ООО “ДНК-синтез”
(Россия). Последовательности праймеров пред-
ставлены в табл. 1.

ПЦР-амплификация. Амплификацию прово-
дили по ранее описанной методике [11]. Стан-
дартный буфер для проведения ПЦР был заменен
на не содержащий ионы калия ‒ для снижения
стабильности потенциальных G4-структур в мат-
ричной цепи ДНК.

Очистка ПЦР-продуктов. К реакционной сме-
си объемом 50 мкл добавляли 200 мкл 0.3 М аце-
тата натрия (pH 5.3) и 600 мкл 96%-ного этанола и
оставляли при –20°C на 30 мин, после чего осадок
отделяли центрифугированием при 14000 × g в те-
чение 10 мин. После промывания 70%-ным эта-
нолом образцы растворяли в воде. Для удаления
праймеров использовали набор магнитных ча-
стиц CleanMag DNA (ЗАО “Евроген”) в соответ-
ствии с рекомендациями фирмы-производите-

ля. Концентрацию очищенных образцов ДНК
определяли на спектрофотометре NanoDrop1000
(“Thermo Fisher Scientific”, США) при длине вол-
ны 260 нм.

Формирование G4-структур. Полученные
ПЦР-продукты в концентрации 10 нМ отжигали
(нагревали 5 мин при 95°C и медленно охлаждали
при комнатной температуре в течение 12 ч) в
10 мМ фосфатном буфере (рН 7.8), содержащем
100 мМ KCl и 40% ПЭГ200. Формирование квад-
руплексов в полученных образцах регистрирова-
ли по изменению электрофоретической подвиж-
ности в 8%-ном ПААГ.

Фотоиндуцируемое разрушение G4-структур.
Порфирин ZnP1 (рис. 1a) был получен по ранее
описанной методике [12, 21]. После отжига к об-
разцам добавляли порфирин ZnP1 до конечной
концентрации 1 мкМ, облучали синим светом
(465 нм) в течение 5 мин для специфичного
окисления гуаниновых оснований, образующих
G4-структуру. Анализ окисленных G-квадруплекс-
ных структур проводили в нативном 8%-ном ПААГ.
Гель окрашивали красителем SYBR Gold (“Invi-
trogen”, США) и визуализировали на флуорес-
центном сканере Typhoon 9500 (“GE Health-
care”, США).

Внесение однонитевых разрывов в местах окис-
ленных форм гуанина. К облученному образцу
объемом 25 мкл добавляли 1 U формамидопири-
мидин-ДНК-N-гликозилазы (Fpg) Esherichia coli
(“NEB”, США), 1× NEB buffer1 и инкубировали
30 мин при 37°C. Реакцию останавливали прогре-
ванием при 70°C в течение 10 мин. ДНК осаждали
спиртом (как написано выше) и растворяли в
5 мкл воды.

Удлинение флуоресцентно меченного праймера.
Реакцию удлинения праймера проводили в 25 мкл
смеси, содержащей 20 мМ Трис-HCl (pH 9.5),
2.5 мМ MgCl2, 5% DMSO, 20 мМ CsCl, 0.1 мМ
dNTPs, 0.5 U SNPdetect-полимеразы (ЗАО “Евро-
ген”), 5 мкл ДНК-матрицы, 100 нМ флуоресцент-
но меченный праймер.

Реакционная смесь для секвенирования по
Сэнгеру (25 мкл) содержала те же компоненты и
2 нМ ПЦР-продукт в качестве ДНК-матрицы.

Таблица 1. Последовательности праймеров

aForward ‒ прямой праймер; Reverse ‒ обратный праймер.
bFAM ‒ флуоресцеин.

Ген Праймеры для амплификацииa, 5'→3' Флуоресцентно меченные праймерыb, 5'→3'

MYC Forward: GAGGAGCAGCAGAGAAAGGG
Reverse: TCCCTCCGTTCTTTTTCCCG

FAM-TCCTAGAGCTAGAGTGCTCGG

TERT Forward: GGCCGATTCGACCTCTCT
Reverse: CAGCGCTGCCTGAAACTC

FAM-CTTCCAGCTCCGCCTCCTCC
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В реакционную смесь вносили ddG, ddA, ddT или
ddC до конечной концентрации 0.1, 0.1, 0.1 и
0.01 мкМ соответственно. Полученные реакци-
онные смеси инкубировали при 95°C в течение
3 мин, а затем проводили 20 циклов амплифика-
ции: денатурация 30 с при 95°C, отжиг в течение
30 с, удлинение праймера при 72°C в течение 60 с.
Температуру отжига подбирали для каждого
праймера с помощью программы OligoAnalyzer
Tool (www.idtdna.com) и корректировали опыт-
ным путем.

По окончании реакции в каждую смесь вноси-
ли по 200 мкл 0.3 М ацетата натрия (pH 5.3) и
600 мкл 96%-ного этанола и оставляли при ‒20°C
на 30 мин, после чего осадок отделяли центрифу-
гированием при 14000 × g в течение 10 мин. Оса-
док промывали 70%-ным спиртом, сушили при
комнатной температуре и растворяли в буфере,
содержавшем 30 мМ Na-фосфат (pH 7.8),
80% формамида, 0.025% бромфенолового синего и
0.025% ксиленцианола. Денатурацию проводили
при 95°С в течение 5 мин и наносили смесь на
10%-ный ПААГ, содержащий 7 М мочевину и 1×
ТВЕ-буфер. Гель анализировали на флуоресцент-
ном сканере Typhoon 9500 (“GE Healthcare”). Для
построения денситометрических профилей ис-
пользовали программу ImageJ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Формирование квадруплексных структур 
в протяженной дцДНК

Для изучения G4-структур в протяженной
дцДНК мы выбрали промоторные участки онко-
генов человека MYC и TERT, содержащие после-
довательности, потенциально способные образо-
вывать квадруплексы. Объектом исследования
служили фрагменты длиной 401 п.н. (MYC) и

378 п.н. (TERT), полученные ПЦР-амплифика-
цией с геномной ДНК человека (рис. 2а). Участки
ДНК были выбраны так, чтобы положение потен-
циальных G4-структур приходилось на централь-
ную часть двойной спирали и исключало краевые
эффекты от конформационных перестроек ДНК
при формировании квадруплекса. Амплифика-
цию проводили в условиях, подобранных в работе
Г. Чащиной (G. Chashchina) и соавт. [11], в кото-
рой было показано, что ионы калия в стандартных
буферах термофильных полимераз затрудняют
синтез участков ДНК, матричная нить которых
содержит потенциальные G4-последовательности.

ПЦР-продукты всегда представляют собой
дцДНК независимо от наличия или отсутствия
квадруплексных участков вследствие последова-
тельного синтеза с образованием классических
пар Уотсона‒Крика. Для формирования альтер-
нативных структур в дцДНК необходимо преодо-
леть энергетический и кинетический барьер кон-
формационного перехода, что предполагает рас-
плетание двойной спирали.

Для имитации клеточных условий часто ис-
пользуют инертные наполнители, например фи-
колл, декстран или ПЭГ. Последний имитирует
клеточную среду, так называемые условия “мо-
лекулярной скученности”. При количественном
анализе влияния молекулярной скученности на
термодинамику образования G-квадруплексов
было показано, что G4-структура стабилизиру-
ется в условиях молекулярного скопления. Это
коррелирует с понижением активности воды и,
как следствие, приводит к дестабилизации двой-
ной спирали ДНК, образованной парами Уотсо-
на‒Крика [22].

Zheng с соавт. [23] показали, что отжиг G4-по-
следовательностей в составе двойной спирали в
присутствии ПЭГ200 индуцирует образование

Рис. 2. Электрофоретическая подвижность изучаемых образцов. а ‒ ПЦР-продукт MYC (401 п.н.) и TERT (378 п.н.).
б ‒ Отжиг ПЦР-продуктов MYC и TERT в присутствии ПЭГ200.
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квадруплексов в контексте дцДНК. В условиях
молекулярной скученности G-квадруплексы не
только образуются, но и сохраняют стабильную
структуру [23].

Ранее нами предложен альтернативный спо-
соб формирования G4-структуры в дуплексе, ос-
нованный на стабилизации лигандом пиридоста-
тина (PDS) [13]. Благодаря планарной структуре
PDS преимущественно связывается с крайними
гуаниновыми квартетами, приводя к значитель-
ной стабилизации G4 [24]. PDS обладает низкой
аффинностью к двойной спирали ДНК и при
связывании сдвигает энергетический баланс в
сторону G4. Ранее нам удалось получить стабиль-
ные структуры G4 в дуплексе [13] и показать, что
комплекс G4 с PDS в меньшей мере подвержен
окислительному действию из-за стерических
препятствий при связывании ZnP1, то есть PDS
защищает гуанины от окисления. Таким образом,
в данной работе для формирования G4-структур в
составе промоторов двух онкогенов мы использо-
вали отжиг в присутствии ПЭГ200.

Медленным отжигом в буфере, содержащем
100 мМ KCl и 40% ПЭГ200, были сформированы
G4-структуры из очищенных протяженных дцДНК
(ПЦР-продуктов). Образование альтернативного
сворачивания дцДНК и образования G4-структу-
ры детектировали по снижению электрофорети-
ческой подвижности в ПААГ относительно на-
тивных ПЦР-продуктов (рис. 2б). Меньшая по-
движность в геле соответствует образованию G4 в
дуплексе [13, 23]. Для промоторного участка MYC
обнаружено, что часть образца соответствует вы-
сокомолекулярному комплексу и находится
вблизи лунки для нанесения образца. Возможная
агрегация G4-структур, сформированных в дуп-
лексе, ранее обсуждалась и была подтверждена
методом атомно-силовой микроскопии [25]. Сто-
ит отметить, что такая агрегация образца при от-

жиге не воспроизводится в нескольких повторах,
хотя положение полосы с меньшей подвижно-
стью относительно дуплекса воспроизводимо для
образцов MYC и TERT, что может отражать раз-
личное количество и разные конформации
G4-структур в составе дцДНК выбранных промо-
торных участков.

Изменение конформации ДНК 
при фотоиндуцированном окислении

G4-структур порфирином ZnP1
Полученные отжигом G4-структуры инкуби-

ровали с порфирином ZnP1 и подвергали облуче-
нию синим светом. Анализ подвижности в ПААГ
показал, что происходит частичное разрушение
квадруплексной структуры, о чем свидетельству-
ет уменьшение или размывание полосы с меньшей
подвижностью относительно дцДНК (рис. 3). Этот
эффект может быть объяснен дестабилизацией
G4-структуры из-за окисления гуанина порфи-
рином ZnP1. Эффект перехода G4 в двойную спи-
раль оказался сильнее для последовательности
промотора MYC, чем для TERT. Мы предполага-
ем, что это может быть связано с незначительной
специфичностью ZnP1 к определенной последо-
вательности, конформационным особенностям
G4-структуры или недоступностью некоторых
квадруплексов для взаимодействия с порфири-
ном. Известно, что дцДНК подвержена окисле-
нию ZnP1 в меньшей степени, чем квадруплекс, ‒
аналогично тем случаям, которые наблюдались
на коротких олигонуклеотидах [10, 13].

Определение позиции окисленных форм гуанина 
в нуклеотидной последовательности

Важный аспект в исследовании конформа-
ции ДНК посредством таргетного окисления
G4-структур ‒ обнаружение образующихся

Рис. 3. Отжиг ПЦР-продуктов промоторных областей MYC (401 п.н.) и TERT (378 п.н.) в присутствии ПЭГ200 (а) и по-
следующее окисление полученных дцДНК (ds) порфирином ZnP1 (б).

ds

G4
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продуктов. Ранее сайты окисления на коротких
ДНК-дуплексах детектировали по электрофоре-
тической подвижности (в денатурирующих усло-
виях ‒ с 7 М мочевиной) оцДНК, полученных по-
сле кипячения в формамиде [13]. В случае протя-
женной ДНК этот метод не применим вследствие
возникающих затруднений при разделении схо-
жих по длине фрагментов ДНК.

Здесь мы предлагаем использовать метод
удлинения праймера для локализации однони-
тевых разрывов ДНК на участках, потенциально
способных формировать G4-структуры. Для по-
лучения однонитевых разрывов на месте окис-
ленных форм гуанина исследуемые образцы
ДНК подвергали окислению ZnP1 и обрабаты-
вали гликозилазой E. coli Fpg. Используя метод
удлинения праймера, мы картировали позицию
полученных разрывов. Появление модифициро-
ванных оснований гуанина детектировали по
неполному синтезу комплементарной цепи ДНК,
так как ДНК-полимераза останавливается на раз-
рывах в матричной цепи (рис. 4). Сайты остано-
вок ДНК-полимеразы обнаружены только на
предварительно отожженных и облученных об-
разцах. Удлинение праймера на образцах облу-
ченных дуплексов, а также квадруплексных
структурах, не окисленных порфирином, проис-
ходило без обрыва цепи.

Таким образом, обработка промоторных
участков генов MYC и TERT порфирином ZnP1
приводит к модификации ДНК в определенных
местах. Точные сайты разрывов получены соот-
несением длины укороченных продуктов поли-
меразного синтеза к последовательности мат-
ричной нити ДНК. В качестве маркера длин ис-
пользовали электрофореграмму секвенирования
методом Сэнгера. Денситометрический профиль
предварительно отожженной G4-структуры и
остановок ДНК-полимеразы на окисленных об-
разцах дцДНК приведен на рис. 5.

На последовательности промотора гена MYC
ДНК-полимераза останавливалась перед участ-
ками, структура которых была детально изучена
биофизическими методами на однонитевых
фрагментах. Наиболее выраженная остановка
происходила на GG-динуклеотиде, входящем в
3'-последовательность олигонуклеотида pu24,
G4-структура которого в комплексе с порфири-
ном TMPyP4 (PDB ID 2A5R) была исследована
методом ЯМР [20]. В составе этого комплекса
окисляемый динуклеотид находится в противо-
положном квартете от связанной молекулы пор-
фирина. В наблюдаемом нами случае, то есть в
составе двойной спирали, окисление образован-
ной G4-структуры может быть обусловлено боль-
шей доступностью нуклеотидов к растворителю
по сравнению с другими гуанинами, либо отлич-
ным от TMPyP4 сайтом посадки фотосенсибили-

затора ZnP1. Стоит отметить, что фотоокисление
в мутированной последовательности промотора
гена MYC [13], способной образовывать только
одну форму G4, имело специфичность к 5'-нук-
леотидам каждого из четырех участков подряд
идущих гуанинов, образующих G4-структуру.
Мы предполагаем, что наличие нескольких гуа-
ниновых участков вблизи известных G4-структур
может изменять характер сворачивания ДНК при
формировании стабильных однонитевых струк-
тур. Возможно, в природной последовательности
с несколькими перекрывающимися G4-участка-
ми образуются структуры, отличные от изучен-
ных ранее.

В последовательности промотора гена TERT
методом ЯМР изучен только один участок, отме-
ченный на рис. 5 как PQS1 [17], находящийся в

Рис. 4. Продукты удлинения флуоресцентно мечен-
ного праймера на квадруплексных последовательно-
стях в промоторных участках MYC и TERT. Для опре-
деления точных позиций, на которых останавливает-
ся ДНК-полимераза, проводили секвенирование
ДНК методом Сэнгера (первые четыре дорожки).
Электрофорез проводили в 10%-ном ПААГ в денату-
рирующих условиях (7 М мочевина).
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равновесии между параллельной и 3+1 конфор-
мацией G4. R. Monsen и соавт. [16] предложили
модель формирования G4-структур промоторной
последовательности гена TERT. Используя ряд
биофизических методов, авторы показали, что
эти структуры образованы тремя взаимодейству-
ющими друг с другом квадруплексами. При ана-
лизе позиций окисленных форм гуанина в сфор-
мированной G4-структуре выявили, что наиболее
эффективно окисление происходит на 5'-нуклео-
тидах подряд идущих гуанинов, которые входят
в состав последовательности PQS2 (рис. 5). Та-
кая локализация окисленных оснований соот-
ветствует формированию G4-структуры с парал-
лельной ориентацией гуаниновых участков, что
соотносится с предложенной ранее структурой
участка PQS2 из промоторной области гена
TERT [14].

Используя порфирин ZnP1 для окисления гуа-
нинов в составе квадруплексов, мы подтвердили
возможность образования, по крайней мере, од-
ной доступной для окисления G4-структуры ‒
PQS2 ‒ в промоторе гена TERT. Именно эта об-
ласть промотора наиболее подвержена мутациям
C → T или G → A [26], что позволяет предполо-
жить участие окисления G4-структур в появле-
нии мутаций в промоторных областях.

Нами продемонстрирована возможность иден-
тификации G4-структур в протяженной дцДНК

при помощи отжига в присутствии ПЭГ200 и ионов
калия. Впервые показана возможность окисли-
тельного действия порфирина ZnP1 на G4-струк-
туры, образующиеся в участках промоторов генов
MYC и TERT. Методом удлинения праймера опре-
делена локализация окисленных форм гуанина.
Позиции окисленных форм гуанина в промото-
ре гена TERT соответствуют ранее изученным
G4-структурам. В длинных природных последо-
вательностях дцДНК возможно альтернативное
сворачивание G4-структур, вызванное наличи-
ем комплементарной нити и дополнительных
повторов гуанина, что было показано на приме-
ре промотора гена MYC.

Обнаруженные сайты окисления ДНК могут
быть использованы для интерпретации регуля-
торной роли изменения конформации ДНК и вы-
бора альтернативных модельных структур ДНК
при разработке новых фотосенсибилизаторов для
направленного действия на G4-структуры про-
моторов онкогенов.

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда (проект № 20-14-00332).

Статья не содержит экспериментов, включаю-
щих людей или животных в качестве объектов ис-
следования.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.

Рис. 5. Денситометрический профиль позиций, на которых останавливается ДНК-полимераза при удлинении прай-
мера, отнесенный к нуклеотидным последовательностям MYC и TERT. Известные G4-последовательности с подтвер-
жденными структурами квадруплексов [16, 20] показаны черными линиями.
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Oxidative Probing of the G4 DNA Structure by ZnP1 Porphyrin within Sequences 
of MYC and TERT Promotors

G. V. Chashchina1 and D. N. Kaluzhny1, *
1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: uzhny@mail.ru

The formation of G4 structures in a DNA double helix competes with the complementary strand, which can
change the equilibrium G4 structures studied on single-strand models by classical structural methods. A re-
levant task is to develop methods for detecting and localizing G4 in extended double-stranded (ds) DNA in
the promoter regions of the genome. The porphyrin derivative ZnP1 selectively binds and leads to photo-in-
duced oxidation of guanine in G4 structures on single-stranded (ss) and dsDNA model systems. In this re-
search, we show the oxidative effect of ZnP1 on native sequences of MYC and TERT oncogene promoters that
potentially capable to form G4 structures. Single strand breaks in the guanine rich sequence caused by ZnP1
oxidation and subsequent cleavage of the DNA strand by Fpg glycosylase were identified and assigned to the
nucleotide sequence. The detected break sites corresponded to sequences potentially capable of forming
G4 structures. New data were obtained on the possibility of folding G4 structures in the presence of a com-
plementary strand in the context of the DNA double helix of the natural sequence.

Keywords: G-quadruplexes, porphyrin, photosensibilisation, DNA oxidation
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ПОИСК ПРОГНОСТИЧЕСКИХ МАРКЕРОВ
ГЕПАТОЦЕЛЛЮЛЯРНОЙ КАРЦИНОМЫ С ПОМОЩЬЮ 

ИНТЕЛЛЕКТУАЛЬНОГО АНАЛИЗА ТЕКСТОВ И ДАННЫХ1
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Транскатетерная артериальная химиоэмболизация ‒ один из интервенционных методов лечения
гепатоцеллюлярной карциномы (ГЦК). Этот метод обычно используют для пациентов с ГЦК от
промежуточной до прогрессирующей стадий. Логично предположить, что идентификация генов,
связанных с ГЦК, позволит повысить результативность транскатетерной артериальной химиоэмбо-
лизации. С целью исследовать роль связанных с ГЦК генов, и предоставить достоверные доказа-
тельства лечения с применением транскатетерной артериальной химиоэмболизации мы провели
комплексный биоинформатический анализ. С помощью интеллектуального анализа текста (“гепа-
тоцеллюлярная карцинома”) и анализа данных микрочипа (GSE104580) мы получили стандартный
набор генов, который проанализировали по генной онтология и Киотской энциклопедии генов и
геномов (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Значимые восемь генов, кластеризованные в
сеть белок-белковых взаимодействий, выбрали для дальнейших исследований. При анализе выжи-
ваемости обнаружено, что низкая экспрессия ключевых генов тесно связана с показателем выжива-
емости пациентов, принимавших участие в исследовании. Для оценки корреляции между экспрес-
сией ключевых генов и иммунной инфильтрацией опухоли использовали корреляционный анализ
Пирсона. В результате идентифицировано 15 препаратов, нацеленных на семь из восьми исследо-
ванных генов, на основании чего их можно рассматривать как потенциальные лекарственные ком-
поненты для транскатетерной артериальной химиоэмболизации при лечении ГЦК.

Ключевые слова: рак печени, гепатоцеллюлярная карцинома, транскатетерная артериальная химио-
эмболизация, биоинформатический анализ, прогноз
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Exploring the Prognostic Features of Hepatocellular Carcinoma
via Text Mining and Data Analysis

Z. H. Yang1 and S. X. Wang2, *
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Transcatheter arterial chemoembolization is one of the interventional treatments for hepatocellular carcino-
ma (HCC). This treatment is generally used for patients with intermediate to advanced hepatocellular carci-
noma, and identifying the role of HCC-related genes can help improve the efficiency of transcatheter arterial
chemoembolization. To investigate the role of HCC-related genes and to provide valid evidence for trans-
catheter arterial chemoembolization treatment, we performed a comprehensive bioinformatics analysis.

1 Статья представлена авторами на английском языке.
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Through text mining (“hepatocellular carcinoma”) and microarray data analysis (GSE104580), we obtained
a standard gene set, which was followed by gene ontology and Kyoto Gene and Genome Encyclopedia ana-
lysis. The significant 8 genes clustered in protein-protein interactions network were chosen to be used in the
follow-up analysis. Through survival analysis low expression of the key genes were found to be strongly asso-
ciated with survival in HCC patients in this study. The correlation between the expression of the key genes and
tumor immune infiltration was assessed by Pearson correlation analysis. As a result, 15 drugs targeting seven
of the eight genes have been identified, and therefore can be considered as potential components for trans-
catheter arterial chemoembolization treatment of HCC.

Keywords: liver cancer, hepatocellular carcinoma, transcatheter arterial chemoembolization, bioinformatics
analysis, prognosis
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РЕКОМБИНАЗНАЯ ПОЛИМЕРАЗНАЯ АМПЛИФИКАЦИЯ 
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Разработана диагностическая система, основанная на рекомбиназной полимеразной амплифика-
ции (RPA), для выявления шести бактериальных возбудителей пневмонии человека. Сконструиро-
ваны и оптимизированы видоспецифичные праймеры для проведения мультиплексной реакции в
одном общем объеме. Использованы меченые праймеры для надежной дискриминации близких по
размеру продуктов амплификации. Идентификацию возбудителя проводят путем визуального ана-
лиза электрофореграммы. Аналитическая чувствительность разработанной мультиплексной RPA
составила 102‒103 копий ДНК. Специфичность метода определяли по отсутствию перекрестной ам-
плификации исследованных образцов ДНК возбудителей пневмонии для каждой пары праймеров,
а также для ДНК Mycobacterium tuberculosis H37rν. Для исследованных образцов этот показатель со-
ставил 100%. Время выполнения анализа – менее часа, включая электрофоретический контроль ре-
акции. Тест-система может найти применение в профильных клинических лабораториях для экс-
пресс-анализа образцов от пациентов с подозрением на пневмонию.

Ключевые слова: рекомбиназная полимеразная амплификация, RPA, бактериальная пневмония
DOI: 10.31857/S0026898423030072, EDN: CHGYQF

Инфекционная пневмония относится к соци-
ально значимым заболеваниям и представляет
собой воспаление респираторных отделов легких.
Внебольничная пневмония бактериальной при-
роды встречается гораздо чаще грибковой, пара-
зитарной, аллергической, ожоговой и лучевой,
однако часто сочетается с вирусной инфекцией
[1, 2]. Ежегодно бактериальной пневмонией забо-
левает около 1000 человек на 100 тыс. населения
(данные сильно варьируют для различных воз-
растных категорий [3, 4]). Бактериальная пневмо-
ния характеризуется этиологической неоднород-
ностью и вызывается широким спектром грампо-
ложительных и грамотрицательных бактерий.
В этой связи крайне важно своевременное выяв-
ление возбудителя, поскольку стратегия лечения
для различных патогенных бактерий может отли-
чаться [5].

Современная клиническая диагностика бази-
руется на классических методах: зачастую просто
на определении клинической картины заболева-
ния [6], на данных радиологического исследова-

ния [7, 8] или культуральных методов [9], ‒ что с
учетом быстрой динамики развития патологии
далеко не оптимально. В лучшем случае исполь-
зуют серологические тесты или ПЦР, которые в
основном ориентированы на определение лишь
одного вида возбудителя [10, 11].

Ранее нами разработан метод мультиплексной
ПЦР в едином общем объеме для выявления наи-
более значимых возбудителей пневмонии человека
[12, 13]. В представленной статье описана разра-
ботка диагностической экспресс-системы, осно-
ванной на применении рекомбиназной полиме-
разной амплификации (Recombinase Polymerase
Amplification, RPA) в мультиплексном формате.
Для этой реакции, проходящей в изотермическом
режиме, характерна более высокая, по сравнению
с ПЦР, скорость накопления продукта и повы-
шенная чувствительность, а также для ее проведе-
ния не нужен термоциклер [14, 15]. Преимуще-
ства RPA в условиях все большего распростране-
ния и доступности реагентов, необходимых для
выполнения анализа в профильных клинических

УДК 57.083.18;57.087.23;57.088.3
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лабораториях, позволяют рассматривать этот ме-
тод как перспективную альтернативу широко ис-
пользуемым способам выявления возбудителей
пневмонии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы. В работе использовали ДНК штам-
мов из коллекции Государственного научного
центра прикладной микробиологии и биотехно-
логии (“ГНЦ ПМБ”, п. Оболенск, Россия), в том
числе клинические и природные изоляты. Перед
выделением ДНК изоляты из природных источ-
ников, а также клинические образцы культиви-
ровали на селективных средах. ДНК из культур
выделяли и деконтаминировали с использовани-
ем CTAB-метода, как описано ранее [16, 17]. Ра-
боты с изолятами и живыми коллекционными
культурами проводили на базе указанного учре-
ждения.

Для контроля стерильности образцов ДНК,
выделенных из микроорганизмов, делали высев
из полученных растворов ДНК на плотные пита-
тельные среды. В случае штаммов Pseudomonas
aeruginosa и Klebsiella pneumoniae использовали
среду № 1 ГРМ (“ГНЦ ПМБ”, Россия), культиви-
рование проводили при 37°С в течение трех суток.
В случае штаммов Haemophilus influenzae исполь-
зовали среду ГБМ-АГАР с ростовой добавкой
(“ГНЦ ПМБ”), в случае штаммов Legionella pneu-
mophila ‒ среду ЛЕГИОНЕЛБАКАГАР (“ГНЦ
ПМБ”), в случае штаммов Streptococcus pneumoniae и
Staphylococcus aureus ‒ Blood Agar Base (“ГНЦ
ПМБ”) с добавлением 5% крови барана. Инкуба-
цию проводили при 37°С в CO2-инкубаторе в
присутствии 5% CO2 в течение 3 суток. Через трое
суток на питательных средах ни в одном случае
роста не наблюдали.

Качество ДНК оценивали по электрофорети-
ческой подвижности в 1%-ном агарозном геле,
концентрацию измеряли спектрофотометриче-
ски с использованием GeneQuant Pro RNA/DNA
Calculator (“Amersham Pharmacia Biotech”, Вели-
кобритания).

Для контроля специфичности праймеров ис-
пользовали деконтаминированную очищенную
геномную ДНК Mycobacterium tuberculosis H37rν.

Праймеры. Нуклеотидные последовательности
геномных мишеней выравнивали с помощью ал-
горитма ClustalW (www.clustal.org). Праймеры для
RPA (длиной от 35 до 40 н.) конструировали с ис-
пользованием сетевого ресурса www.idtdna.com.
Проводили тестирование на внутри- и межмолеку-
лярные вторичные структуры. Специфичность ана-
лизировали с помощью алгоритма BLAST (NIH,
США, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Праймеры конструировали для образования
продуктов амплификации различной длины с
учетом удобства их визуального контроля по
электрофореграмме. Кроме того, с целью повы-
шения надежности дискриминации на 5'-конец
праймеров, специфичных к H. influenzae, L. pneu-
mophila и S. aureus, вводили Cy5-метку [17].

Твердофазный синтез олигонуклеотидов про-
водили на автоматическом синтезаторе ABI 394
DNA/RNA (“Applied Biosystems”, США) по стан-
дартному регламенту. Для очистки целевых про-
дуктов использовали колонку BDS Hypersil C18
(“Thermo Fisher Scientific”, США).

Мультиплексная RPA. Реакционная смесь (50 мкл)
содержала компоненты набора TwistAmp (“Twist-
DX”, Великобритания) в рекомендуемых произ-
водителем концентрациях; раствор 6 пар прай-
меров, специфичных к бактериальным возбуди-
телям пневмонии (из расчета 10 пмоль на
реакцию каждого), а также 1 мкл очищенных
полногеномных бактериальных ДНК в концен-
трации от 101 до 106 копий/мкл. Раствор, содер-
жащий 6 пар праймеров, перед внесением в об-
щий реакционный объем прогревали в течение
5 мин при 95°С и сразу же помещали на лед. Реа-
генты набора, за исключением матрицы (образец
ДНК) и ацетата магния, входили в общую смесь,
которую после аккуратного перемешивания раз-
ливали по реакционным пробиркам объемом 200 мкл.
На внутреннюю сторону каждой реакционной
пробирки вносили ацетат магния и пробирку за-
крывали лишь перед окончательным перемеши-
ванием и началом проведения реакции, образец
ДНК вводили на верхнюю часть внутренней по-
верхности пробирки для предотвращения прежде-
временного контакта с компонентами смеси. Рас-
творы “сбрасывали” коротким центрифугирова-
нием, аккуратно перемешивали шестикратным
переворачиванием и еще раз “сбрасывали”, после
чего немедленно помещали в термостат. Реакцию
проводили в течение 20 мин при 40°С на лабора-
торном термостате для микропробирок TDB-120
(“Biosan”, Латвия). Реакцию останавливали либо
внесением в реакционную смесь концентриро-
ванного буфера для электрофоретических образ-
цов, либо прогреванием в течение 5 мин при 95°С.

Чувствительность RPA определяли с исполь-
зованием панели разведений ДНК в интервале
101–103 копий в реакционной смеси (50 мкл).
Скорость накопления продукта оценивали при
температурном режиме, описанном выше, с до-
бавлением красителя EvaGreen (“Lumiprobe”, Рос-
сия) на амплификаторе iCycler iQ5 (“Bio-Rad”,
США). Эксперименты выполняли в трех повто-
рах для каждого исследуемого образца и рассчи-
тывали среднее значение. Качественный анализ
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наличия/отсутствия продукта амплификации
проводили визуально по электрофореграмме.

Горизонтальный электрофорез для контроля
продуктов RPA. Продукты RPA разделяли в 4%-ном
агарозном геле Agarose LE (“Helicon”, Россия) в
течение 20 мин при 10 В/см, для окрашивания ис-
пользовали SYBR Green I (“Molecular Probes”, США).
Визуализацию проводили с помощью трансил-
люминатора TCP-20.МС 254/312 нм (“Vilber
Lourmat”, Франция) при длине волны 260 нм,
снабженного цифровым фотоаппаратом EOS 60D
(“Canon”, Япония), ‒ для получения цветного
изображения; на системе гель-документирования
ChemiScope 6200 Touch (“Clinx Science Instru-
ments”, Китай) с помощью входящего в комплект
УФ-трансиллюминатора – для общей детекции
ДНК по окрашиванию SYBR Green I; а также с ис-
пользованием встроенных LED-светодиодов и све-
тофильтров “Red light excitation/emission”, соответ-
ствующих характеристикам флуоресцентного кра-
сителя Cy5, – для избирательной детекции
продуктов удлинения меченых праймеров.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Для создания системы мультиплексной RPA

сконструировали набор из 6 пар видоспецифич-
ных праймеров для социально значимых бактери-
альных возбудителей пневмонии: Staphylococcus
aureus, S. pneumoniae, L. pneumophila, K. pneumoniae,
H. influenzae и P. aeruginosa. Для каждого бактери-
ального возбудителя выбирали фунционально
значимые видоспецифичные участки генов. Ген

cpsB S. pneumoniae кодирует тирозинспецифич-
ную протеинфосфатазу B; ген ebpS Staphylococcus
aureus ‒ эластинсвязывающий белок S; ген fucK,
применяемый для видовой идентификации H. in-
fluenzae, относится к генам углеводного обмена;
ген oprL кодирует пептидогликанассоциирован-
ный белок P. aeruginosa; для видовой идентифика-
ции L. pneumophila и K. pneumoniae использовали
детерминанты вирулентности этих бактерий: sidA
и fimH соответственно. Алгоритмы выбора генов
и исследования по функциональной роли коди-
руемых ими белков подробно изложены в работе,
посвященной разработке мультиплексной ОТ-ПЦР
с иммобилизованными праймерами [17].

Основные подходы к конструированию прай-
меров, специфичных к участкам геномов бакте-
риальных возбудителей пневмонии, описаны ранее
[18] с учетом того факта, что для RPA в большин-
стве случаев требуются праймеры большей длины
(30‒35 н.), чем для ПЦР (Инструкция TwistAmp,
официальные рекомендации по дизайну праймеров:
https://www.twistdx.co.uk/wp-content/uploads/2021/04/
twistamp-assay-design-manual-v2-5.pdf). Однако
в процессе оптимизации этой системы длину
праймеров корректировали в сторону увеличения
по сравнению с рекомендованной, а именно
35‒40 н., что резко повысило воспроизводимость
результатов в мультиплексном режиме работы
системы.

Последовательности праймеров указаны в
табл. 1 в порядке увеличения длин образующихся
продуктов.

Таблица 1. RPA-праймеры

aВ скобках указаны вырожденные позиции, связанные с вариабельностью данного участка генетической мишени у различ-
ных штаммов.

bПолужирным шрифтом выделены значения длин продуктов, несущих флуоресцентную метку Cy5, ‒ с целью лучшей диф-
ференциации от продуктов близкой длины для других возбудителей (на фореграмме показано чередование продуктов “ме-
ченый‒немеченый” – через один по увеличению длины).

Бактерия
Праймер

Длина продуктаb, 
п.н.название нуклеотидная последовательностьа, 5ꞌ→3ꞌ длина, н.

Pseudomonas
aeruginosa

oprL-f1 GTACAACATGGCTCTGGGCGAGCGTCGTGCCAAGG 35 150
oprL-r1 TTCTGAGCCCAGGACTGCTCGTCGTGGCCGGTAGC 35

Haemophilus
influenzae

fucK-f1 TGCTAACGGTAATTGGGATCCATCGATTTTAGCCT 35 195

fucK-r1 CC(A/T)GCACCAGACCCAAACACAGCAAATTGGGTATC 35
Streptococcus
pneumoniae

cpsB-f1 ATGTAGATGACGGTCCCAAGTCAAGAGAGGAAAGC 35 210
cpsB-r1 ATCTCTGCGCCATAAGCAATGACTAAATCATCTGC 35

Legionella
pneumophila

sidA-f1 GCAGCGATCA(C/T)CCTCGGTGGATTGGCTGCCGCAAT 35 232

sidA-r1 CATGTTGGAGTTCTATGGCACGAATTTC(G/T)AATAAG 35
Klebsiella
pneumoniae

fimH-f1 GGTGTGCTGTCGAGTTTTTCAGGCACCGTGAAATATAACG 40 261
fimH-r1 GTTGTTGGCGTAGATGTTCCAGATGAACTGGAAGGAGTCG 40

Staphylococcus
aureus

ebpS-f1 CCAAATATCGCTAATGCACCGATAATTAGTACAGC 35 280

ebpS-r1 ACTCGACTGAGGATAAAGCGTCTCAAGATAAGTCT 35
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В исследовании использовали образцы декон-
таминированной геномной ДНК, указанные в
табл. 2.

При разработке системы использовали как
коллекционные штаммы, так и клинические и
природные изоляты. Основные параметры систе-
мы (аналитическая чувствительность, специфич-
ность, воспроизводимость) оценивали с помо-
щью амплификации в реальном времени (в изо-
термическом режиме) для разных концентраций
образцов, с последующим электрофоретическим
контролем. Для представленной в табл. 2 выбор-
ки специфичность составила 100%; причем пере-
крестной амплификации не наблюдали. Кроме
того, геномную ДНК штамма M. tuberculosis H37rν
использовали в качестве контроля на специфич-
ность, так как клинические проявления туберкуле-
за легких сходны с таковыми при пневмонии. Чув-
ствительность метода составила от 102 до 103 копий
ДНК в реакционной смеси, что несколько превы-
шает чувствительность методов, основанных на
мультиплексной ПЦР (103‒104); при этом время
выполнения RPA-анализа составляет менее часа,
что гораздо меньше, чем для ПЦР (1.5‒3 ч).

На рис. 1 представлен результат выполнения
мультиплексной RPA в одном общем объеме с ре-
зультирующим набором праймеров и при опти-
мизированных условиях амплификации.

Из данных, представленных на рис. 1, видно,
что визуальная дискриминация вида возбудителя
в ряде случаев затруднительна, так как выбран-
ный интервал длин продуктов амплификации
при конструировании системы RPA был ограни-
чен официальными рекомендациями производи-
теля ‒ “TwistDX”. Кроме того, теоретически при
наличии в образце двух и более генетических ми-
шеней возможна конкурентная амплификация в
пользу продуктов меньшей длины.

Учитывая эти факторы, для надежной дискри-
минации видовой принадлежности патогенов мы
предложили двухволновую детекцию флуорес-
ценции. Комплекс двухцепочечной ДНК с SYBR
Green I имеет максимум поглощения при длине
волны 497 нм (λex = 497 нм) и максимумом излу-
чения при 520 нм (λem = 520 нм). Окрашивание
SYBR Green I применяли по завершении электро-
фореза для визуализации всех продуктов ампли-
фикации. Цианиновый краситель Cy5, ковалентно
связанный с 5'-концом трех прямых праймеров (с
возрастанием длин продуктов по схеме “через
один”), применяли для избирательной визуали-
зации продуктов меченых праймеров. Для этого
красителя максимум поглощения соответствует
длине волны 650 нм (λex = 650 нм), а максимум из-
лучения ‒ 670 нм (λem = 670 нм). Такая двухволно-
вая схема детекции не приводит к перекрестному

Таблица 2. Штаммы возбудителей бактериальной пневмонии человека, использованные в работе

Возбудитель № Штамм Источник

Pseudomonas aeruginosa
B-4807 10662 NCTC/ATCC 25668
B-7565 ATCC 17650
B-8361 DE 177 Клинический штамм

Haemophilus influenzae
B-7400 ATCC 49247
B-7399 АТСС 9006 тип А
B-9029 Хак-1 Клинический штамм

Streptococcus pneumoniae
B-7756 ATCC 49619
B-7397 АТСС 6303
B-7398 АТСС 6305

Legionella pneumophila
B-5978 ATCC 33152
B-7783 7 Природный штамм
B-8538 ОО42 Природный штамм

Klebsiella pneumoniae
B-4811 9633 NCTC/ATCC 13883

B-7877 KPB-594 Клинический штамм
B-7878 KPB-1802 Клинический штамм

Staphylococcus aureus
B-5931 ATCC 25923
B-7471 ATCC 43300
B-8377 Оренбург_2014 №67 Клинический штамм
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возбуждению флуорофоров и удобна для раздель-
ной визуализации. Продукты амплификации, по-
лученные с Cy5-мечеными праймерами, отлича-
ются по цвету даже при использовании УФ-тран-
силлюминатора с применением оптического
фильтра SYBR photographic filter S7569 (“Molecu-
lar Probes”, США), но для надежности интерпре-
тации результатов мы использовали систему гель-
документирования со специализированными ис-
точниками возбуждения и светофильтрами для
каждого из красителей.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Рекомбиназная полимеразная амплификация

обладает рядом преимуществ по сравнению с
ПЦР: отсутствие необходимости в применении
амплификатора (изотермические условия реак-
ции), высокая скорость накопления продуктов и,
в большинстве случаев, более высокая, по срав-
нению с ПЦР, чувствительность метода [15].

Потенциально технология RPA способна за-
нять нишу ПЦР и других молекулярно-биологи-
ческих методов, применяемых в профильных
клинических лабораториях. Этот метод особенно
востребован для экспресс-анализа инфекционных
заболеваний с быстрой динамикой развития, когда
требуется как можно быстрее получить результат и
сформировать стратегию лечения пациента.

Разработка предлагаемой системы мульти-
плексного анализа, основанной на RPA, позволи-
ла сократить время анализа в два–три раза по
сравнению с классической ПЦР. Как и в случае

мультиплексной ПЦР, предлагаемая система мо-
жет быть расширена для анализа более широкого
спектра патогенов. Как и в случае большинства
диагностических систем, при использовании
RPA возникают проблемы, которые обусловлены
различиями в природе тестируемых образцов,
присутствием ингибиторов, загрязнений и мик-
роорганизмов-спутников. Присутствие в иссле-
дуемом образце нецелевых нуклеиновых кислот
затрудняет анализ и интерпретацию результатов.
Для преодоления этой проблемы необходим бо-
лее внимательный подход к дизайну видоспеци-
фичных праймеров.

Для разработанной системы мультиплексного
анализа, основанной на методе RPA, показана
высокая специфичность и чувствительность, для
проведения анализа не требуется специализирован-
ное оборудование (используется изотермическая
амплификация). Однако для корректной интерпре-
тации результатов необходимо использовать двух-
волновую систему гель-документирования. Упро-
щению аппаратной части системы анализа может
способствовать увеличение флуоресценции с из-
бирательно окрашенных праймеров. Тогда сигнал
красителя будет хорошо регистрироваться визу-
ально. Это позволило бы использовать стандарт-
ный трансиллюминатор вместо двухволновой си-
стемы анализа. Достичь этого путем встраивания
меченых дезоксиуридинтрифосфатов при насто-
ящем дизайне системы невозможно, так как это
приведет к неизбирательному окрашиванию про-
дуктов амплификации. Возможна ковалентная
пришивка нескольких молекул флуорофора в

Рис. 1. Визуальная идентификация возбудителя пневмонии на электрофореграмме. a ‒ Неизбирательная детекция
ДНК с помощью красителя SYBR Green I; б ‒ избирательная идентификация продуктов удлинения праймеров, содер-
жащих цианиновый краситель Cy5. Окрашивание праймеров, специфичных к H. influenzae, L. pneumophila и Staphylo-
coccus aureus, позволяет надежно дискриминировать соответствующие продукты амплификации от не несущих флу-
оресцентную метку: P. aeruginosa, S. pneumoniae, K. pneumoniae. Обозначения: L – маркер длин ДНК Ladder GeneRu-
ler 50 bp (“Thermo Fisher Scientific”), Pse ‒ P. aeruginosa, Hae – H. influenzae, Str – S. pneumoniae, Leg – L. pneumophila,
Kle – K. pneumoniae, Sta – Staphylococcus aureus, TB – M. tuberculosis (контроль специфичности праймеров), NC – отри-
цательный контроль. Цифрами слева обозначена длина двухцепочечных ДНК (от 50 до 500 п.н.).

а б
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один праймер, но при таком подходе возрастает
размер и стерический эффект таких структур. Это
может негативно влиять на ферментативную до-
ступность комплексов праймер–целевая ДНК.
Кроме того, возможны эффекты электронного
переноса (EET, RET) и тушение флуорофора, что
необходимо проверить экспериментально. Сле-
дует отметить, что дальнейшая оптимизация си-
стемы возможна при подборе подходящего ин-
дивидуального красителя для введения метки в
праймеры. Это позволит проводить интерпрета-
цию результатов с применением стандартного
трансиллюминатора и упростить систему детек-
ции сигнала флуоресцентных меток.

В результате проведенного исследования скон-
струированы высокоспецифичные RPA-прайме-
ры для одновременной идентификации шести
видов бактерий – возбудителей пневмонии чело-
века. Разработан метод ускоренного дифферен-
циального анализа бактериальных патогенов
(время анализа, включая электрофоретическое
разделение продуктов, ‒ менее 1 ч). Мы стреми-
лись к упрощению как дизайна, так и эксплуата-
ции разработанного подхода. Система ориенти-
рована на применение в клинических лаборато-
риях для ускоренного массового тестирования
образцов с целью своевременного выбора или
коррекции стратегии лечения пациентов.

Исследование поддержано грантом Россий-
ского научного фонда (№ 22-14-00257).

Настоящая статья не содержит описания ка-
ких-либо исследований с участием людей или
животных в качестве объектов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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Recombinase Polymerase Amplification for Rapid Detection 
of Human Bacterial Pneumonia Pathogens

S. A. Lapa1, *, S. A. Surzhikov1, S. A. Blagodatskikh2, V. E. Shershov1, and A. V. Chudinov1

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Scientific Center of Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Moscow Region, 142279 Russia

*е-mail: lapa@biochip.ru

A diagnostic system based on recombinase polymerase amplification (RPA) has been developed to identify
six bacterial pathogens of human pneumonia. Species-specific primers have been designed and optimized to
conduct a multiplex reaction in one common volume. Labeled primers were used for reliable discrimination
of amplification products close in size. Identification of the pathogen was carried out by visual analysis of the
electrophoregram. The analytical sensitivity of the developed multiplex RPA was 102‒103 copies of DNA.
The specificity of the system was determined by the absence of cross-amplification of the studied DNA samples
of pneumonia pathogens for each pair of primers, as well as for the DNA of Mycobacterium tuberculosis H37rν,
and amounted to 100%. The analysis execution time is less than an 1 h, including electrophoretic reaction
control. The test system can be used in specialized clinical laboratories for rapid analysis of samples from pa-
tients with suspected pneumonia.

Keywords: recombinase polymerase amplification, RPA, bacterial pneumonia
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Использование компонентов систем адаптивного иммунитета бактерий CRISPR-Cas для внесения
направленных изменений в ДНК открыло широкие перспективы для программируемого редакти-
рования геномов высших организмов. Наиболее широко используемые генные редакторы основа-
ны на Cas9-эффекторах CRISPR-Cas систем II типа. Cas9 способны специфически вносить двуни-
тевые разрывы в участки ДНК, комплементарные последовательностям направляющих РНК. Не-
смотря на широкий спектр охарактеризованных Cas9, поиск новых вариантов Cas9 остается
актуальной задачей, так как доступные Cas9-редакторы имеют ряд ограничений. В данной работе
представлен алгоритм поиска и последующей характеризации новых Cas9-нуклеаз, разработанный
в нашей лаборатории. Приведены подробные протоколы, описывающие биоинформатический
поиск, клонирование и выделение рекомбинантных белков Cas9, проверку наличия нуклеазной
активности in vitro и определение PAM-последовательности, необходимой для узнавания ДНК-ми-
шеней. Рассмотрены потенциальные сложности, которые могут возникнуть в процессе работы, а
также способы их преодоления.

Ключевые слова: CRISPR-система, Cas9, нуклеаза, редактирование генома, биоинформатический
поиск
DOI: 10.31857/S0026898423030163, EDN: CHWIKZ

ВВЕДЕНИЕ
CRISPR-Cas системы обеспечивают адаптив-

ный иммунитет бактерий и архей. Полная CRISPR-
Cas система состоит из CRISPR-кассеты и кла-
стера генов, кодирующих Cas-белки [1]. CRISPR-
кассета – это участок ДНК, в котором короткие
повторы разделяются уникальными последова-
тельностями – спейсерами. Несмотря на назва-
ние CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short

Palindromic Repeats ‒ кластеризованные регуляр-
но разделенные короткие палиндромные повто-
ры) в ряде случаев, в частности в системах II типа,
рассматриваемых в данной работе, повторы не
относятся к палиндромам. Некоторые CRISPR-
спейсеры возникают за счет встраивания чуже-
родного генетического материала (фрагментов
вирусных или плазмидных последовательностей) в
CRISPR-кассету. В связи с этим многообразие
спейсеров, накопленных в CRISPR-кассете кон-
кретной бактерии, можно считать “памятью” об
инфекциях, перенесенных ее предками. В резуль-
тате транскрипции CRISPR-кассеты и процессин-
га образующейся некодирующей РНК формиру-
ются короткие CRISPR-РНК (CRISPR-RNA,
crРНК), каждая из которых содержит последова-
тельность одного из спейсеров и фланкирующую
последовательность фрагмента повтора. Индиви-
дуальные crРНК связываются с Cas-нуклеазами,

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0026898423030163 для авторизованных
пользователей.
Сокращения: CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) ‒ кластеризованные регулярно разде-
ленные короткие палиндромные повторы; crРНК (CRISPR-
RNA) ‒ CRISPR-РНК; DR (Direct Repeat) – прямой по-
втор; ORF (Open Reading Frame) – открытая рамка считы-
вания; PAM (Protospacer Adjacent Motif) ‒ примыкающий к
протоспейсеру мотив; tracrРНК (trans-activating CRISPR-
RNA) ‒ транс-активирующая crРНК.

УДК 577.29

МЕТОДЫ
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образуя эффекторные комплексы. При появле-
нии в клетке ДНК (а для некоторых систем РНК),
содержащей участки, соответствующие одному
из спейсеров CRISPR-кассеты (например, при
повторной инфекции вирусом), эффекторный
комплекс узнает ее за счет комплементарных вза-
имодействий с crРНК. Активация нуклеазной ак-
тивности белкового компонента эффекторного
комплекса приводит к расщеплению чужеродной
нуклеиновой кислоты в месте узнавания и после-
дующей ее деградации [2‒4].

Описанный общий механизм защитного дей-
ствия систем CRISPR-Cas позволяет использо-
вать эффекторные комплексы в качестве инстру-
мента по направленному изменению последова-
тельностей ДНК в клетках самых разных
организмов, включая человека, что актуально
для решения многих задач, стоящих пред био-
технологией и биомедициной. В этом случае
используют эффекторный белок, запрограмми-
рованный не природной crРНК, а специально по-
добранной направляющей РНК (RNA guide,
РНК-гид). Участок направляющей РНК, соот-
ветствующий спейсеру crРНК, комплементарен
последовательности генома, в которую необходи-
мо внести изменение.

Cas-белки можно разделить на две группы, ис-
ходя из их функций. Белки адаптационного моду-
ля обеспечивают процесс адаптации – встраива-
ния новых спейсеров в CRISPR-кассету. Белки
эффекторного модуля отвечают за интерферен-
цию – расщепление чужеродных нуклеиновых
кислот. Исходя из строения эффекторов, CRISPR-
Cas системы подразделяют на два класса [5].
В системах класса 1 эффекторы представляют со-
бой комплексы, состоящие из нескольких Cas-
белков. В системах класса 2 эффекторы ‒ это од-
носубъединичными белки. По наличию генов,
кодирующих характерные дополнительные белки,
системы класса 1 подразделяются на типы I, III и
IV, а системы класса 2 – на типы II, V и VI. В свою
очередь, каждый тип включает разнообразные
подтипы [5].

Наличие лишь одного белка, достаточного для
программируемого расщепления нуклеиновой
кислоты, делает системы класса 2 наиболее удоб-
ными для практического применения. Эффекто-
ры данного класса носят названия Cas9 (тип II),
Cas12 (тип V) и Cas13 (тип VI). К наиболее изучен-
ным эффекторам класса 2 относятся несколько
представителей типа II. Так, нуклеазу Cas9 из
бактерии Streptococcus pyogenes (SpCas9) активно
используют для редактирования геномов эукари-
от [6‒8]. Однако геномные редакторы, основан-
ные на охарактеризованных на сегодня Cas9-бел-
ках, не лишены недостатков. Во-первых, некоторые
из этих нуклеаз имеют слишком большой размер,
что затрудняет их доставку в клетки. Во-вторых, в

ряде случаев эффективность и специфичность
редактирования оказывается невысокой. Нако-
нец, мишени, доступные для конкретного Cas9-
эффектора, требуют, кроме комплементарности к
направляющей РНК, наличия специфической
последовательности PAM (см. “Организация
CRISPR-Cas систем II типа”), что ограничивает
число мишеней, которые могут быть подвергнуты
редактированию. Cas9-нуклеазы с новыми свой-
ствами позволят расширить спектр существую-
щих инструментов геномного редактирования и
подобрать оптимальные эффекторы для решения
конкретных задач. Таким образом, поиск новых
Cas9-нуклеаз и их характеристика ‒ задача, акту-
альная как для фундаментальной, так и приклад-
ной науки.

ОРГАНИЗАЦИЯ CRISPR-Cas
СИСТЕМ II ТИПА

В системах CRISPR-Cas типа II роль эффекто-
ра выполняет нуклеаза Cas9. Состав адаптацион-
ного модуля зависит от конкретного подтипа (II-A,
II-B или II-C) и может включать в себя белки Cas1,
Cas2, Csn2, Cas4 (рис. 1). Подавляющее большин-
ство CRISPR-кассет систем II типа имеет длину
прямого повтора (Direct Repeat, DR) от 34 до 37 п.н. и
длину спейсера – от 29 до 32 п.н. Число спейсеров
обычно не превышает 30 (табл. S1, см. Дополни-
тельные материалы).

Зрелые индивидуальные crРНК содержат ча-
стичную последовательность спейсера (напри-
мер, в случае хорошо изученной системы II-A
бактерии S. pyogenes длина спейсеров в кассете со-
ставляет 30 п.н., а участок, соответствующий
спейсеру в crРНК, составляет лишь 20 нуклеоти-
дов). Кроме того, crРНК содержит фрагмент DR,
примыкающий к 3'-концевой части спейсерного
участка (рис. 2). Для процессинга первичного
транскрипта CRISPR-кассеты и функциониро-
вания эффектора необходима дополнительная
транс-активирующая crРНК (trans-activating
CRISPR-RNA, tracrРНК). Последовательность
tracrРНК имеет участок, комплементарный
фрагменту последовательности DR (антипо-
втор) (рис. 2). Молекулы tracrРНК образуют дуп-
лексы с комплементарными участками DR в пер-
вичном транскрипте CRISPR-кассеты. Расщепле-
ние дуплексов клеточными РНКазами приводит к
образованию индивидуальных crРНК; tracrРНК
остается связанной с молекулами crРНК и стано-
вится частью эффекторного комплекса [9]. Как
правило, ген tracrРНК находится поблизости от
остальных компонентов локуса CRISPR-Cas
(рис. 1).

Для узнавания и расщепления комплементар-
ных crРНК мишеней эффекторным комплексом
Cas9 необходим мотив, примыкающий к прото-
спейсеру (Protospacer Adjacent Motif, PAM) [10].
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ВАСИЛЬЕВА и др.

Рис. 1. Схема устройства локусов CRISPR-Cas систем подтипов II-A, II-B и II-C. Каждый локус содержит один ген
транс-активирующей crРНК (trans-activating CRISPR-RNA, tracrРНК); в системах, в которых местоположение этого
гена варьирует, оно отмечено прямоугольниками, нарисованными пунктирными линиями. Для системы II-C ген бел-
ка Cas4 отмечен пунктиром, так как его присутствие опционально. Направление транскрипции отдельных элементов
локуса не указано, поскольку оно может отличаться у разных представителей одного подтипа.
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Рис. 2. Предсказанная in silico вторичная структура комплекса crРНК-tracrРНК системы CRISPR-Cas II типа бактерии
Pasteurella pneumotropica ATCC 35149. Последовательность crРНК окрашена в красный цвет, tracrРНК – в зеленый.
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PAM фланкирует мишень с 3'-конца и узнается
специальным доменом (PAM Interacting Domain,
PID) Cas9. Экспериментально охарактеризован-
ные белки Cas9 узнают PAM разной последова-
тельности и длины (табл. S1, см. Дополнительные
материалы). На данный момент четкой взаимосвя-
зи между последовательностями PID различных
Cas9-нуклеаз и конкретными последовательно-
стями PAM не просматривается. Существующие
данные говорят лишь о наиболее предпочтитель-
ных вариантах взаимодействия определенных
аминокислотных остатков PID и нуклеотидных
оснований PAM. Так, например, известно, что
остатки аргинина в PID предпочтительно взаи-
модействуют с гуанинами, а остатки глутамина –
с аденинами PAM [11]. Подобного рода анализ
помог предсказать наличие A-богатого PAM у
нуклеазы SmacCas9, что затем было подтвержде-
но и экспериментально (SmacCas9: 5'-NAAN-3'
PAM) [12]. Однако вывести точную последова-
тельность PAM только лишь на основе анализа
последовательности PID на данный момент не
удается. Более того, на примере белка Nme1-
Cas9 и его ортологов было показано, что даже
близкие по последовательности Cas9-нуклеазы
могут значительно различаться по узнаваемым
последовательностями PAM (у Nme1Cas9 это
5'-NNNNGATT-3', а у близкого ортолога Nsp2Cas9 –
5'-NNNNCC-3') [13]. Следовательно, экспери-
ментальное определение PAM-последовательно-
сти ‒ абсолютно необходимый шаг для характе-
ристики не исследованных ранее белков Cas9 и
принятии решения о перспективности их исполь-
зования для геномного редактирования.

Таким образом, поиск и первичный (in vitro)
анализ новых Cas9-нуклеаз включают следующие
основные этапы:

1. Биоинформатический поиск генов, кодирую-
щих Cas9-нуклеазы и соответствующие tracrРНК, и
предсказание последовательности зрелой crРНК.

2. Гетерологическая экспрессия гена cas9 в мо-
дельном штамме и получение рекомбинантного
белка.

3. Наработка crРНК и tracrРНК.
4. Демонстрация программируемого расщеп-

ления мишени рекомбинантной нуклеазой Cas9 и
идентификация PAM.

Полученная в результате выполнения этих
этапов информация используется для принятия
решения о перспективности дальнейших иссле-
дований, в частности оценки работы нового ре-
дактора в эукариотических клетках. Ниже приве-
дено подробное описание алгоритма исследова-
ния для каждого из этапов первичного анализа на
примере нуклеазы PpCas9, охарактеризованной в
работе “PpCas9 from Pasteurella pneumotropica ‒ a
compact Type II-C Cas9 ortholog active in human
cells” Я. Федоровой (I. Fedorova) и соавт. [14].

БИОИНФОРМАТИЧЕСКИЙ ПОИСК
НОВЫХ СИСТЕМ CRISPR-Cas II ТИПА
Ниже мы приводим пошаговое описание тако-

го поиска.
1. Выбрать нуклеотидную последователь-

ность, в которой будет проведен поиск системы
CRISPR-Cas II типа.

Поиск можно вести как с полногеномными
последовательностями, так и с метагеномными
данными. Мы использовали как данные из обще-
доступных баз, так и результаты секвенирования,
полученные в нашей лаборатории (использова-
ние собственных данных облегчает последующее
патентование редакторов). В случае PpCas9 поиск
проводили в находящейся в общем доступе по-
следовательности генома бактерии Rodentibacter
pneumotropicus ATCC 35149 ([Pasteurella] pneumo-
tropica; GenBank Acc. No BBIX01000009.1).

2. Провести поиск CRISPR-кассеты.
Использовать программу CRT CRISPR Recog-

nition Tool [15]. Минимальное число повторов в
кассете (-minNR) – 2. Остальные параметры – по
умолчанию.

Альтернативные программы для поиска:
CRISPRCasFinder [16], PILER-CR [17], CRISPR-
Detect [18], CRISPRidentify [19].

3. В обнаруженной в результате поиска нук-
леотидной последовательности выбрать участок,
окружающий CRISPR-кассету и содержащий
30000 п.н. с каждой ее стороны.

4. В выбранном участке определить все от-
крытые рамки считывания (ORFs) длиной более
900 кодонов.

Использовать модель для генетического кода 11
(Бактерии, Археи и Пластиды растений). В каче-
стве старт-кодонов использовать любой смысло-
вой кодон.

5. Подготовить профиль HMM (Hidden Markov
Model) для белков Cas9.

Для построения профиля использовать команду
hmmbuild пакета HMMER [20] из множественного
выравнивания последовательностей Cas9-нуклеаз.
Выравнивание можно подготовить самостоятель-
но или использовать доступное в сторонних базах
данных (Conserved Domain Database (CDD) или
общий fasta-файл типа II в zip-архиве S1, см. До-
полнительные материалы).

6. Использовать HMM-профиль Cas9 из п. 5
для поиска среди ORFs, предсказанных в п. 4, при
помощи команды hmmsearch пакета HMMER.

7. Для более корректного определения подтипа
гомологов Cas9, обнаруженных в п. 6, анализ по-
вторяют, используя профили нуклеаз подтипов II
и V (fasta-файлы в zip-архиве S1, см. Дополни-
тельные материалы).
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Дополнительная проверка с использованием
профилей близкородственной группы (для типа II
это системы типа V) рекомендуется для отсеива-
ния ложноположительных совпадений с иско-
мым профилем. Для дальнейшей работы выбира-
ют те ORFs, для которых получен максимальный
score с профилями интереса (II-A, II-B, или II-C).

8. Проверить уникальность отобранных ORFs.
Для этого построить множественное выравни-

вание найденных ORFs и ранее описанных Cas9
(табл. S1, см. Дополнительные материалы). Вы-
числить попарные дистанции, используя матрицу
BLOSUM62. Отобрать те ORFs, для которых не
нашлось пары с дистанцией менее 0.5.

9. Идентифицировать ген tracrРНК.
Существует ряд программ, предназначенных

для поиска последовательностей tracrРНК. На-
пример, алгоритм S. Dooley и др. [21] и CRISPR-
tracrRNA [22]. Рекомендуется провести первич-
ный поиск с использованием одной из этих про-
грамм с менее строгими, чем с заданными по
умолчанию, параметрами (для CRISPRtracrRNA:
‒anti_repeat_similarity_threshold 0.3 ‒anti_re-
peat_coverage_threshold 0.3). Отсеять предсказан-
ные последовательности, которые находятся на
расстоянии более чем 4000 п.н. от начала или
конца ORF изучаемой Cas9-нуклеазы. Стоит от-
метить, что программы зачастую некорректно
предсказывают начало и конец гена tracrРНК.
В связи с этим рекомендуется использовать их
только для определения приблизительного ме-
стоположения искомого гена, а затем вручную
индивидуально оценивать каждый из предска-
занных кандидатов, ориентируясь на следующие
известные характеристики tracrРНК:

• Местоположение tracrРНК в локусе (зависит
от подтипа системы, рис. 1).

• Последовательность tracrРНК не должна
превышать длину в 150 п.н., длина антиповтора
должна равняться приблизительно 24 п.н.

• “Хвостовая” часть tracrРНК, идущая за ан-
типовтором, должна складываться в определенные
вторичные структуры – так называемый нексус и
следующие за ним шпильки, число которых мо-
жет различаться (рис. 2). Терминальная шпилька
tracrРНК вместе с примыкающей последователь-
ностью из нескольких (чаще всего пяти) урацилов
образует Rho-независимый терминатор тран-
скрипции [23].

Существующие варианты вторичных струк-
тур tracrРНК подробно представлены в работе
S. Dooley и соавт. [21]. Для предсказания и визу-
ализации вторичной структуры РНК можно ис-
пользовать программу RNAfold [24].

Рекомендуется отбирать кандидатов, для ко-
торых биоинформатически предсказываемая
tracrРНК соответствует всем перечисленным ха-

рактеристикам. Такие кандидаты могут быть ис-
пользованы для наработки РНК и подтверждения
функции в экспериментах in vitro.

Если предсказать tracrРНК биоинформати-
чески не удается, можно использовать подход
RNAseq (секвенирование РНК): ввести генетиче-
скую конструкцию с клонированным локусом
изучаемой CRISPR-Cas системы в клетки Esche-
richia coli, а затем выделить из них РНК и прове-
сти высокопроизводительное секвенирование.
Данный подход позволяет не только обнаружить
tracrРНК (и crРНК) [25], но и корректно опреде-
лить их границы [26].

10. Для дополнительной оценки обнаружен-
ной CRISPR-Cas системы II типа проверить на-
личие остальных компонентов, характерных для
конкретного подтипа.

Для этого повторить этапы 4, 5 и 6 с HMM-
профилями Cas1, Cas2, Csn2, Cas4 (fasta-файлы в
zip-архиве S1, см. Дополнительные материалы).
Минимальное число кодонов при определении
ORF (п. 4): 150 для Cas1, 50 для Cas2, 150 для Csn2
и 80 для Cas4. Этот шаг не считается обязатель-
ным, поскольку полное или частичное отсутствие
данных компонентов не означает, что предска-
занный Cas9-кандидат не обладает нуклеазной
активностью.

11. Предсказать структуру зрелой crРНК.
Для этого необходимо определить направле-

ние транскрипции CRISPR-кассеты. Это можно
сделать визуально, поскольку DR уже охаракте-
ризованных CRISPR-Cas систем II типа похожи
между собой: например, DR систем II типа бакте-
рий Neisseria meningitidis 8013 и Otariodibacter oris
DSM 23800 различаются всего тремя позициями
(табл. S1, см. Дополнительные материалы). Так-
же определению правильного направления DR
может помочь предсказанная tracrРНК – после-
довательность DR должна быть способна образо-
вать дуплекс с участком антиповтора (рис. 2).
В случае затруднений при предсказании направ-
ления транскрипции CRISPR-кассеты рекомен-
дуется протестировать оба направления DR в экс-
периментах in vitro или воспользоваться подходом
RNAseq (см. выше).

В последовательность crРНК, как правило,
входит лишь часть повтора, комплементарная ан-
типовтору tracrРНК. При подборе crРНК для
in vitro проверки можно начать с варианта с пол-
норазмерным повтором, а затем проанализиро-
вать несколько укороченных вариантов.

Помимо DR зрелая crРНК содержит участок
спейсера, комплементарного целевой мишени.
Известно, что изменение длины данного участка
значительно влияет на эффективность интерфе-
ренции. Так, например, для нуклеаз SpCas9,
SaCas9, Cje1Cas9 и PpCas9 наибольшая эффект-
ность в эукариотических клетках наблюдается
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при длинах спейсера 20, 21, 22, 24 п.н. соответ-
ственно [14, 27, 28]. В связи с этим рекомендуется
тестировать crРНК с несколькими вариантами
длин спейсера.

Программные коды, реализующие отдель-
ные этапы биоинформатического поиска, мож-
но скачать из репозитория GitHub по ссылке
https://github.com/CRISPRNanoBio/Cas9_Pipeline.

По результатам биоинформатического поиска
(рис. S1, см Дополнительные материалы) для
дальнейшей экспериментальной работы отбира-
ют те системы-кандидаты, которые соответству-
ют следующим критериям:

• ORF Cas9 уникальна, то есть кодируемая ею
аминокислотная последовательность непохожа
на ранее охарактеризованные нуклеазы.

• Система содержит в себе все обязательные
компоненты: Cas9, CRISPR-кассета, tracrРНК.
Наличие других компонентов системы желатель-
но, но не относится к обязательным условиям.

Организация локуса CRISPR-Cas системы
II типа бактерии Pasteurella pneumotropica ATCC
35149, определенная по результатам описанного
выше биоинформатического анализа, представ-
лена в табл. S2 Дополнительных материалов.

КЛОНИРОВАНИЕ ГЕНА
НУКЛЕАЗЫ-КАНДИДАТА

На следующем этапе работы необходимо полу-
чить генетическую конструкцию, несущую ген
нуклеазы-кандидата, для дальнейшего получения
ее рекомбинантной версии.

1. Получить нуклеотидную последователь-
ность гена нуклеазы-кандидата.

В случае недоступности образцов ДНК с вы-
бранной для изучения системой, например, если
система была обнаружена в открытых базах мета-
геномных данных, необходимо заказать синтети-
ческую последовательность гена нуклеазы-кан-
дидата.

2. Выбрать вектор для клонирования.
Для получения рекомбинантных белков Cas9

рекомендуется использовать экспрессионные
векторы, позволяющие проводить дальнейшую
хроматографическую очистку целевого белка аф-
финным методом. Комбинация аффинной хро-
матографии с последующей очисткой гель-филь-
трацией позволяет получить препарат нуклеазы
достаточной чистоты для проведения экспери-
ментов in vitro.

Для этих целей хорошо подходит вектор pET21a
(рис. S2, см. Дополнительные материалы), так как
к полилинкеру, используемому для клонирова-
ния, примыкает последовательность, кодирую-
щая шесть гистидинов, что позволяет проводить
очистку рекомбинантных белков на металл-хелат-

ном аффинном сорбенте (Ni-NTA-агарозе). Тран-
скрипция целевого гена происходит с промотора
РНК-полимеразы фага Т7. Транскрипции гена
РНК-полимеразы и целевого гена регулируется
репрессором лактозного оперона.

3. Проанализировать последовательности ге-
на нуклеазы-кандидата и вектора pET21а и вы-
брать оптимальные для клонирования сайты ре-
стрикции.

Так, например, для гена ppcas9 были выбраны
сайты эндонуклеаз рестрикции XhoI и NdeI.

4. Провести клонирование целевого гена.

Альтернативой классическому подходу с ис-
пользованием рестрикции и лигирования может
быть клонирование по Гибсону, при котором у
вектора и вставки есть частично перекрывающи-
еся последовательности на концах. Использовать
NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix (NEB)
согласно протоколу производителя.

5. Верифицировать вставку целевого гена нук-
леазы-кандидата в вектор.

Для этого использовать метод рестрикционно-
го анализа: контрольный вектор pET21a и полу-
ченную на его основе рекомбинантную плазмиду
обработать парой эндонуклеаз рестрикции.

В случае обработки вектора pET21a эндо-
нуклеазами рестрикции HindIII и XbaI образуют-
ся фрагменты длиной 5300 и 103 п.н.; обработка
вектора pET21a с клонированным геном ppcas9
(pET21a_PpCas9) этими эндонуклеазами ре-
стрикции приводит к образованию трех фрагмен-
тов длиной 5400, 2500 и 630 п.н. (рис. S3, см. До-
полнительные материалы).

Для дополнительной верификации провести се-
квенирование клонированного гена по Сэнгеру.

НАРАБОТКА РЕКОМБИНАНТНОЙ 
НУКЛЕАЗЫ-КАНДИДАТА

Получение рекомбинантной версии нуклеазы-
кандидата включает в себя следующие основные
этапы:

1. Экспрессия гена нуклеазы-кандидата в клет-
ках продуцентах

2. Проверка продукции нуклеазы

3. Проверка растворимости нуклеазы

4. Лизис клеток-продуцентов

5. Аффинная хроматография

6. Гель-фильтрация

Ниже приведены подробные протоколы каж-
дого из этапов.
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Экспрессия гена нуклеазы-кандидата
в клетках-продуцентах

1. Трансформировать клетки E. coli Rosetta (DE3)
плазмидой pET21a_PpCas9 стандартными мето-
дами и высеять на чашки Петри, содержащие ам-
пициллин и хлорамфеникол.

2. Перенести единичную колонию в 5 мл среды
LB, содержащей ампициллин и хлорамфеникол,
и растить в течение ночи при 37°С.

3. Развести 5 мл ночной культуры в 500 мл сре-
ды LB, содержащей ампициллин.

4. Инкубировать клеточные культуры при тем-
пературе 37°С и равномерной аэрации на враща-
ющейся качалке до достижения оптической плот-
ности 0.6 при длине волны 600 нм.

5. Индуцировать транскрипцию клониро-
ванного целевого гена добавлением изопропил-
β-D-1-тиогалактопиранозида (ИПТГ) до кон-
центрации 1 мМ.

6. Продолжить рост клеточных культур при
температуре 20–24°С в течение 4–6 ч.

7. Собрать клетки центрифугированием в на-
польной центрифуге на скорости 4000–5000 об/мин
(~ 3500 g) в течение 30 мин.

Полученные осадки можно сразу использовать
для выделения и очистки белка либо заморозить и
хранить при температуре –20°С.

Проверка продукции нуклеазы-кандидата

1. Отобрать по 1 мл клеточных культур до вне-
сения индуктора и после инкубации с индукто-
ром (ИПТГ) (п. 4 и п. 6 “Экспрессия гена нуклеазы-
кандидата в клетках-продуцентах”).

Для корректного сравнения образцов и детек-
ции продукта экспрессии гена важно, чтобы об-
разцы до и после индукции содержали одинако-
вое число клеток.

2. Собрать клетки центрифугированием в настоль-
ной мини-центрифуге на скорости 13000 об/мин
(~12000 g) в течение 10 мин.

3. Удалить надосадочную жидкость.
4. Ресуспендировать осадки в небольшом объ-

еме (~100 мкл) фосфатно-солевого буфера (PBS).
5. Отобрать из обеих проб по 15 мкл и проана-

лизировать наличие индуцированного белка
при помощи электрофореза в денатурирующем
10%-ном ПААГ по методике Лэммли [29].

Результаты проверки продукции нуклеазы
PpCas9 представлены на рис. S4 Дополнительных
материалов. Продукт, соответствующий ожидаемой
молекулярной массе целевого белка (121 кДа), об-
наружен только в образце “После индукции”.

Проверка растворимости нуклеазы-кандидата
Для хроматографической очистки белка Cas9

необходимо убедиться в его растворимости.
1. Подготовить лизисный буфер.
Состав: 50 мМ Трис, 500 мМ NaCl, 10 мМ ими-

дазол, 1 мМ β-меркаптоэтанол, pH 7.5 (при ком-
натной температуре).

2. Отобрать 1 мл клеточной культуры после ин-
кубации с индуктором (ИПТГ) (п. 6 “Экспрессия гена
нуклеазы-кандидата в клетках-продуцентах”).

6. Собрать клетки центрифугированием в настоль-
ной мини-центрифуге на скорости 13000 об/мин
(~12000 g) в течение 10 мин.

7. Удалить надосадочную жидкость.
3. Ресуспендировать осадок в 500 мкл лизисно-

го буфера с добавлением лизоцима (концентра-
ция 1 мг/мл).

4. Инкубировать полученную клеточную сус-
пензию на льду в течение 15 мин.

5. Разрушить клеточные оболочки методом
ультразвуковой дезинтеграции на ледяной бане.

Ультразвуковую дезинтеграцию проводили на
приборе LABSONIC (“Sartorius AG”, Германия):
амплитуда ультразвука 30%, интервал времени
активности 0.2 с.

Продолжительность одного цикла обработки –
20 с, с последующим охлаждением в течение 40 с, об-
щее время обработки – 10 мин.

6. Центрифугировать в настольной центрифуге c
охлаждением на скорости 13000 об/мин (~16000 g) в
течение 20 мин при 4°С.

7. Отобрать надосадочную жидкость.
8. К осадку добавить 500 мкл лизисного буфе-

ра, ресуспендировать.
9. Отобрать из ресуспендированного осадка и

из надосадочной жидкости по 15 мкл и проанали-
зировать наличие индуцированного белка мето-
дом электрофореза в денатурирующем 10%-ном
ПААГ по методике Лэммли [29].

Результаты проверки для нуклеазы PpCas9
представлены в Дополнительных материалах,
рис. S5. В пробе “Надосадочная жидкость” при-
сутствует продукт, соответствующий ожидаемой
молекулярной массе целевого белка, что свиде-
тельствует о том, что полученный белок PpCas9
растворим.

Лизис клеток-продуцентов
1. Осадок, полученный из 500 мл жидкой кле-

точной культуры, содержащей индуцированный
белок, разморозить на льду в течение 30 мин.

2. Ресуспендировать в 15 мл лизисного буфера
с добавлением лизоцима (концентрация 1 мг/мл).

3. Инкубировать на льду в течение 30 мин.
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4. Разрушить клеточные оболочки методом
ультразвуковой дезинтеграции на ледяной бане.

Параметры прибора аналогичны таковым на
этапе “Проверка растворимости нуклеазы-канди-
дата” п. 5. Общее время обработки увеличено и
составляет 40 мин.

5. Центрифугировать в настольной центрифуге с
охлаждением на скорости 11000 об/мин (~16000 g) в
течение 60 мин при 4°С.

6. Надосадочную жидкость профильтровать
через шприцевой фильтр с целлюлозно-нитрат-
ной мембраной (размер пор 0.4 мкм).

Для выделения функционально активного бел-
ка проводят двухстадийную очистку лизата мето-
дами аффинной хроматографии и гель-фильтра-
ции. Очистку нуклеазы PpCas9 проводили на при-
боре AKTA (“GE Healthcare”, США). Можно
использовать оборудование других производите-
лей. Для аффинной хроматографии также возмож-
но использование гравитационных колонок.

Аффинная хроматография
1. Полученный после фильтрации лизат нане-

сти на колонку HisTrap HP 1 mL (“GE Health-
care”), содержащую иммобилизованные ионы
никеля, на скорости 0.5 мл/мин.

2. Промыть колонку от неспецифически свя-
занных белков лизисным буфером (5–10 объемов
колонки).

3. Промыть колонку лизисным буфером, содер-
жащим 30 мМ имидазол (15 объемов колонки).

4. Элюировать целевой белок лизисным буфе-
ром, содержащим 300 мМ имидазол (5 объемов
колонки).

Гель-фильтрация
1. Выбрать фракции, содержащие наибольшее

количество белка, и объединить их.
В рассматриваемом примере нуклеаза PpCas9

выходила во фракциях 3 и 4 (рис. S6, см. Допол-
нительные материалы).

2. При помощи центрифужных концентрато-
ров Аmicon (“Merck Millipore”, США) с фильтром
на 100 кДа сконцентрировать объединенные
фракции до объема 600 мкл.

3. Нанести образец на гель-фильтрационную
колонку Superdex 200 Increase 10/300 GL (“Sigma-
Aldrich”, США), уравновешенную буфером: 50 мМ
Трис-HCl (pH 7.5 при комнатной температуре),
500 мМ NaCl, 1 мМ DTT.

4. Ориентируясь на показания интенсивности
поглощения при длине волны 280 нм и известные
калибровочные данные используемой хромато-
графической колонки, собрать фракции элюата,
содержащие белок.

5. Проверить наличие и чистоту целевого бел-
ка в собранных фракциях методом электрофореза
в денатурирующем 10%-ном ПААГ по методике
Лэммли [29].

В рассматриваемом примере нуклеазы PpCas9
для электрофореза были взяты фракции 4‒6 (рис. S7,
см. Дополнительные материалы).

6. Объединить фракции и сконцентрировать
при помощи центрифужных концентраторов с
фильтром на 100 кДа до конечной концентрации
целевого белка 1–3 мг/мл (для используемых
объемов жидкой клеточной культуры, указанных
выше, конечный объем на данном этапе, как пра-
вило, составляет 250–300 мкл).

7. К концентрату добавить глицерин до конеч-
ной концентрации 10%.

8. Полученный образец белка разделить на
аликвоты объемом 5–10 мкл, распределить их по
микробиркам и заморозить в жидком азоте.

9. Очищенный белок хранить при температуре
‒80°С. Остатки от использованных образцов по-
вторно не замораживать.

Описанные протоколы получения рекомби-
нантного белка применимы не только для орто-
логов Cas9-нуклеаз, но и для представителей дру-
гих типов: например, Cas12a и Cas12e [30].

Возможные проблемы. Самая часто встречаю-
щаяся проблема связана с нерастворимостью це-
левой нуклеазы в лизисном буфере (раздел “Про-
верка растворимости нуклеазы-кандидата”). В не-
которых случаях для повышения растворимости
целевого белка рекомендуется проводить индук-
цию при более низких температурах (раздел “Экс-
прессия гена нуклеазы-кандидата в клетках-проду-
центах”, п. 6). Также решению данной проблемы
может способствовать наработка белкового про-
дукта гена нуклеазы-кандидата, слитого с бел-
ком, связывающим мальтозу (Maltose-Binding
Protein; MBP) [31].

ДЕМОНСТРАЦИЯ ПРОГРАММИРУЕМОГО 
РАСЩЕПЛЕНИЯ МИШЕНИ 

НУКЛЕАЗОЙ-КАНДИДАТОМ 
И ИДЕНТИФИКАЦИЯ PAM

In vitro расщепление PAM-библиотеки 
нуклеазой-кандидатом

Как было сказано ранее, для узнавания и рас-
щепления мишени нуклеазой Cas9 последняя
должна быть фланкирована определенной после-
довательностью PAM (см. “Организация CRISPR-
Cas систем II типа”). Понятно, что для нуклеазы-
кандидата она неизвестна. Поэтому для проверки
наличия нуклеазной активности используется
специальный набор последовательностей, в кото-
ром участок, соответствующий PAM, заменен
случайными нуклеотидами. Такой набор после-
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довательностей далее обозначен как “PAM-биб-
лиотека”. Часть последовательностей PAM-биб-
лиотеки будет содержать участок случайных
нуклеотидов, совпадающий с PAM. В результате
взаимодействия с эффекторным комплексом
нуклеазы такие последовательности подвергнут-
ся расщеплению.

Мы использовали in vitro PAM-библиотеку, со-
держащую 7 случайных нуклеотидов (7N), так как
PAM-последовательность известных Cas9 чаще
всего короче 7 н. (табл. S1, см. Дополнительные
материалы).

Анализ реакции расщепления PAM-библиоте-
ки проводят электрофорезом в агарозном геле.
При наличии нуклеазной активности Cas9-кан-
дидата на агарозном геле будут видны фрагменты
нескольких размеров. Одни соответствуют после-
довательностям, которые не подверглись рас-
щеплению, вторые – расщепленным последова-
тельностям. Используемая 7N PAM-библиотека
содержит последовательности длиной 374 п.н.
Выбранный нами участок спейсера crРНК позво-
ляет расщеплять последовательности такой биб-
лиотеки на фрагменты длиной приблизительно
49 и 325 п.н. (рис. S8а, см. Дополнительные мате-
риалы).

Далее приводится подробный протокол про-
верки активности нуклеазы-кандидата с исполь-
зованием 7N PAM-библиотеки.

1. Подготовить 7N in vitro PAM-библиотеку.
В представленной здесь работе за основу PAM-

библиотеки был взят фрагмент гена grin2b челове-
ка. Аналогичным образом можно использовать
любые нуклеотидные последовательности. Для
более удобной визуализации результата на ага-
розном геле рекомендуется использовать после-
довательности длиной более 300 п.н.

Семь случайных нуклеотидов вводят в нужную
последовательность при помощи амплификации
с использованием прямого и обратного прайме-
ров для 7N-библиотеки. Прямой праймер при
этом включает участок из 7 случайных нуклеоти-
дов (табл. S2, см. Дополнительные материалы).

Провести очистку целевого фрагмента из ага-
розного геля.

2. Синтезировать crРНК и tracrРНК (табл. S3,
см. Дополнительные материалы), используя на-
бор для проведения in vitro транскрипции HiScribe
T7 High Yield RNA Synthesis Kit (“NEB”, США)
согласно протоколу производителя.

Последовательность DR crРНК и последова-
тельность tracrРНК были определены ранее (см.
“Биоинформатический поиск новых систем
CRISPR-Cas II типа” п. 9 и п. 11). В качестве спей-
сера crРНК выбирают область, примыкающую к
7N-участку in vitro PAM-библиотеки с 5'-конца.

Матрицы для синтеза crРНК и tracrРНК долж-
ны содержать последовательность промотора T7
РНК-полимеразы (табл. S2, см. Дополнительные
материалы). Матрица может быть либо полно-
стью двухцепочечная, либо одноцепочечная с
двухцепочечной областью промотора T7 РНК-
полимеразы.

3. Провести очистку полученных в результате
in vitro транскрипции crРНК и tracrРНК при по-
мощи набора для очистки РНК ‒ RNA Clean &
Concentrator-25 (“Zymo Research”, США) соглас-
но протоколу производителя.

4. Спектрофотометрически измерить кон-
центрации синтезированных crРНК, tracrРНК и
7N in vitro PAM-библиотеки.

5. Провести in vitro реакцию расщепления
7N PAM-библиотеки изучаемой нуклеазой в
объеме 40 мкл.

Для этого объединить: вода (до 40 мкл), 1×
CutSmart-буфер (“NEB”), 0.5 мМ DTT, 2 мкМ
crРНК, 2 мкМ tracrРНК, 400 нМ рекомбинантный
белок Cas9, 100 нМ 7N in vitro РАМ-библиотека.

6. Провести аналогичную реакцию, не добав-
ляя crРНК (контроль).

7. Обе реакционные смеси инкубировать при
37°С в течение 30 мин.

8. Добавить по 1 мкл протеиназы K (“Thermo
Fisher Scientific”, США) для деградации белков,
которые могут препятствовать движению ДНК в
агарозном геле. Инкубировать смесь при темпе-
ратуре 37°С в течение 20 мин.

9. Контроль и образец проанализировать мето-
дом гель-электрофореза в 2%-ном агарозном геле.

Возможные проблемы. Мы рекомендуем ис-
пользовать 7N in vitro PAM-библиотеку. Однако
в ряде случаев (например, нуклеаза Nme1Cas9 и
ее ближайшие ортологи, а также CjCas9) уча-
сток PAM оказывается длиннее 7 п.н. (5'-NNNN-
GATT-3' [32] и 5'-NNNNRYAC-3' [27] соответ-
ственно). В таком случае существует вероятность,
что PAM-библиотека не будет содержать после-
довательностей, соответствующих PAM исследу-
емой нуклеазы. Отрицательный результат рас-
щепления PAM-библиотеки при этом ошибочно
будет интерпретирован как отсутствие нуклеаз-
ной активности белка-кандидата. В таком случае
можно использовать библиотеки с более длин-
ным участком случайных нуклеотидов (8N, 9N,
10N и т.д.). Однако на следующем этапе работы
(“Идентификация PAM”) при использовании та-
ких библиотек потребуется увеличить покрытие
высокоэффективного секвенирования.

Эффективность нуклеазной активности белка
Cas9 сильно зависит от условий проведения реак-
ции. Мы рекомендуем проводить реакцию рас-
щепления в присутствии ионов магния и калия
(входят в состав буфера CutSmart) при температу-
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ре 37°C. При отсутствии расщепления PAM-биб-
лиотеки рекомендуется проверить эффектив-
ность гидролиза при различных температурах и в
присутствии различных ионов (например, мар-
ганца или меди). Так, для нуклеазы PpCas9 наи-
более эффективное расщепление PAM-библио-
теки зарегистрировано при 42°C (см. [14]).

Также решению проблемы отсутствия расщеп-
ления последовательностей библиотеки может
способствовать изменение концентраций основ-
ных компонентов: белка, crРНК и/или tracrРНК.

Идентификация PAM
Определить консенсус PAM-последовательно-

сти можно по результатам анализа продуктов рас-
щепления PAM-библиотеки. К сожалению, на
практике не удается воссоздать идеальную ситуа-
цию, в которой все последовательности, содержа-
щие PAM нуклеазы, расщепляются на 100% и мо-
гут быть полностью отделены от последователь-
ностей, не подвергшихся расщеплению. В связи с
этим используют подход, включающий анализ
двух PAM-библиотек: исходной (контроль) и
библиотеки, часть последовательностей которой
подверглась расщеплению нуклеазой (образец).
Обе библиотеки проходят одинаковую пробопод-
готовку, а полученные на них результаты – срав-
нительный анализ. По результатам этого сравне-
ния отбирают те последовательности, которые
вероятнее всего соответствуют PAM.

Данный подход можно реализовать двумя спо-
собами. В первом случае сначала нужно отобрать
из образца последовательности, которые под-
верглись расщеплению. Полученный набор по-
следовательностей далее сравнивают с контролем
и отбирают те, доля которых от всех последова-
тельностей в образце достоверно увеличилась по
сравнению с их долей в контроле. Такой подход
получил название “тест обогащения”. Во втором
случае из образца, наоборот, отбирают те после-
довательности, которые не подверглись расщеп-
лению, а при последующем сравнении с контро-
лем ищут последовательности, доля которых до-
стоверно уменьшилась в образце. Этот подход
получил название “деплеционный тест” [33]. В
представленной работе мы реализовали один из
вариантов in vitro деплеционного теста (рис. S8б,
см. Дополнительные материалы).

7N in vitro деплеционный тест
Этот анализ проводят с использованием об-

разца и контроля, полученных на этапе “In vitro
расщепление PAM-библиотеки нуклеазой-кандида-
том”, п. 9.

1. Часть образца, которая не подверглась рас-
щеплению, и контроль экстрагировать из геля. Дли-
на экстрагируемых последовательностей 374 п.н.

2. Очищенные последовательности подгото-
вить для анализа высокоэффективным секвени-
рованием с помощью двухстадийной ПЦР (прай-
меры см. в табл. S2 Дополнительных материалов).
Праймеры первого этапа содержат последователь-
ности, которые отжигаются к участку PAM-биб-
лиотеки длиной 92 п.н., включающему 7 случай-
ных нуклеотидов и 20 нуклеотидов мишени,
комплементарной crРНК. Дополнительно в
праймеры включены фрагменты адаптеров Illlu-
mina (“Illlumina”, США). Полученные на этом
этапе ампликоны используют в качестве матрицы
для второй ПЦР. На втором этапе адаптеры пол-
ностью достраивают и вносят последовательно-
сти, содержащие 6 или 8 рандомизированных
нуклеотидов (баркоды).

3. Последовательности проанализировать на
платформе Illumina одиночными или парными
прочтениями с минимальной длиной прочтения
75 п.н. с каждой стороны и минимальным покры-
тием 10 млн прочтений на образец.

Парные прочтения в данном случае будут
практически полностью перекрывать друг друга,
что позволит исправить возможные ошибки се-
квенирования. Для дальнейшей работы пары
прочтений необходимо объединить и построить
соответствующие консенсусы.

4. Из полученных прочтений (либо консенсу-
сов прямых и обратных прочтений) вырезать
участки, соответствующие положению 7 случай-
ных нуклеотидов.

5. Сравнить наборы последовательностей для
контроля и образца и визуализировать получен-
ный результат.

Визуализация результата in vitro деплеционного 
теста с помощью сервиса WebLogo [34]

В случае деплеционного теста PAM-лого пред-
ставляет собой консенсус последовательностей,
частота встречаемости которых уменьшилась в об-
разце по сравнению с контролем (деплецирован-
ные последовательности). Те позиции на получен-
ном лого, которые характеризуются наибольшей
консервативностью, выраженной в битах, рассмат-
ривают как возможные значимые позиции PAM.

1. При помощи критерия χ2 сравнить наборы
последовательностей, соответствующих 7N-участ-
ку PAM-библиотеки, из контроля и образца и
отобрать те, которые достоверно деплецировались.

Мы рекомендуем использовать пороговое зна-
чение p-value ≤ 10‒12. Однако получаемые в этом
тесте данные содержат большое число как ложно-
положительных, так и ложноотрицательных ре-
зультатов. Именно поэтому возможно увеличение
или наоборот уменьшение порогового значения
p-value для получения лого с высококонсерватив-
ными отдельными позициями PAM.
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2. Построить PAM-лого из деплецированных
последовательностей с использованием сервиса
WebLogo (https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi).

По лого, полученном по результатам 7N in vitro
деплеционного теста для нуклеазы PpCas9, мож-
но предположить значимость позиций 5, 6, 7 от
конца мишени (рис. 3а).

Аналогично для нуклеазы SauriCas9 по лого
была выявлена консервативность позиций 3 и 4
PAM и преобладание доли G в них ([35]).

Визуализация результата in vitro
деплеционного теста в виде PAM-колеса [36]
PAM-колесо (PAM wheel) строят с использова-

нием всех вариантов последовательностей, соот-
ветствующих 7N-участку PAM-библиотеки, и ин-

формации по частоте их встречаемости в образце и
контроле. Это отличает PAM-колесо от PAM-лого,
для построения которого берут только деплеци-
рованные последовательности.

Однако, у PAM-колеса есть ограничение – ре-
зультаты удобно визуализировать только для не-
большого числа позиций PAM (до четырех). Та-
ким образом, этот инструмент можно считать до-
полнением к уже построенному PAM-лого.

1. Из имеющихся наборов последовательно-
стей, соответствующих 7N-участку PAM-библио-
теки, необходимо отобрать только интересующие
позиции (до четырех), которые могут иметь зна-
чимость согласно PAM-лого. После этого необхо-
димо уточнить, сколько раз встречается каждый
новый вариант последовательности.

Рис. 3. Результаты 7N in vitro деплеционного теста для нуклеазы PpCas9. Визуализация результатов в виде PAM-лого
для позиций 1–7 PAM (а) и в виде PAM-колеса для позиций 5‒7 PAM (б). Адаптировано из работы [14, Creative Com-
mons Attribution License].
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Так, для нуклеазы PpCas9 отбирают позиции 5,
6 и 7. Например, если в изначальном наборе при-
сутствует одна последовательность CCCCATT и
одна последовательность GGGGATT, в новый
набор необходимо внести две последовательно-
сти ATT.

2. Для каждого нового варианта последова-
тельности, соответствующей участку случайных
нуклеотидов, рассчитать коэффициент депле-
ции (Dkoef):

3. 

где Nsample – общее число последовательностей в
образце; Ncontrol – общее число последовательно-
стей в контроле; Nseq_var.sample – число последова-
тельностей определенного варианта в образце;
Nseq_var.control – число последовательностей опреде-
ленного варианта в контроле.

В исходном методе используют “тест обогащения”
и рассчитывают соответствующий коэффициент
обогащения. Таким образом, Dkoef рассчитывается
как коэффициент, обратный рассчитанному
Leenay и др. [36].

4. Полученные значения коэффициентов за-
писать в таблицу специального формата в файл
KronaExcelTemplate (табл. S4, см. Дополнитель-
ные материалы), в котором проводят построение
PAM-колеса.

Дополнительная проверка результатов с по-
строением PAM-колеса для нуклеазы PpCas9
подтверждает вероятную значимость позиций 5, 6
и 7. Также можно предположить, что присутствие
нуклеотидов A либо G равновероятно допустимо
в позиции 5 PAM (рис. 3б). По результатам по-
строения PAM-лого и PAM-колеса для нуклеазы
PpCas9 можно сделать вывод о том, что ее PAM
соответствует консенсусу 5'-NNNNRTT-3'.

Для нуклеазы FrCas9, с PAM-последователь-
ностью 5'-NNTA-3', при визуализации PAM-ко-
леса для позиций 2, 3 и 4 PAM четко видно пре-
обладание T в третьем положении и A в четвер-
том ([37]).

Экспериментальное подтверждение
предсказанной PAM-последовательности

Проверку значимости отдельных нуклеотид-
ных позиций проводят по представленной ниже
методике.

1. Среди наиболее деплецированных последо-
вательностей, отобранных для построения PAM-
лого, выбрать одну.

Для нуклеазы PpCas9 была выбрана последо-
вательность CAACATT (рис. 4).

= sample seq_var.control
koef 2

control seq_var.sample

log ,
N N

D
N N

Далее необходимо проверить, что выбранная
последовательность распознается нуклеазой
как PAM.

2. Синтезировать ДНК-мишень по аналогии с
получением 7N-библиотеки для in vitro деплеци-
онного теста, заменив в прямом праймере рандо-
мизированный участок случайных нуклеотидов
на последовательность, обратнокомплементар-
ную выбранному варианту PAM.

3. Провести in vitro реакцию расщепления по-
лученного фрагмента в объеме 20 мкл.

Для этого объединить: вода (до 20 мкл), 1×
CutSmart-буфер (“NEB”), 0.5 мM DTT, 2 мкМ
crРНК, 2 мкМ tracrРНК, 400 нМ рекомбинант-
ный белок Cas9, 40 нМ фрагмент ДНК с вариан-
том PAM из п. 1.

4. Провести контрольную реакцию без добав-
ления crРНК.

5. Обе реакционные смеси инкубировать при
37°С в течение 30 мин (либо при той температуре,
которая обеспечивает наиболее эффективное
расщепление мишеней нуклеазой).

6. Добавить по 1 мкл протеиназы K (“Thermo
Fisher Scientific”). Инкубировать при 37°С в тече-
ние 20 мин.

7. Продукты реакций проанализировать мето-
дом гель-электрофореза в 2%-ном агарозном геле.

Дальнейшие этапы проводить, если фрагмент
ДНК, содержащий выбранный вариант последо-
вательности PAM, подвергся расщеплению. В слу-
чае отсутствия расщепления необходимо вернуть-
ся к п. 1 и выбрать другую последовательность.

8. Составить набор последовательностей, ко-
торые могут быть модификациями выбранного
варианта.

Каждая последовательность такого набора
включает замену одной нуклеотидной позиции;
при этом пуриновые основания заменить на пи-
римидиновые и наоборот.

Для PpCas9 был создан следующий набор из
7 последовательностей:

CAACATT (исходный вариант)
AAACATT
CTACATT
CATCATT
CAAGATT
CAACTTT
CAACAAT
CAACATG
9. Для набора полученных последовательно-

стей повторить п. 2–7.
По отсутствию расщепления нуклеазой после-

довательности из данного набора можно судить о
значимости соответствующей позиции PAM.
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Дополнительно для наиболее значимых пози-
ций PAM-последовательности (или для всех пози-
ций) можно проверить, как замены на все возмож-
ные варианты нуклеотидов влияют на эффектив-
ность распознавания и расщепления нуклеазой
мишени.

Для нуклеазы PpCas9 вышеописанная провер-
ка показала, что значимы нуклеотиды в позициях
5, 6 и 7 PAM. Также показано, что замена A на G
в позиции 5 не влияет на эффективность расщеп-
ления. Таким образом, удалось подтвердить, что
PAM нуклеазы PpCas9 соответствует консенсусу
5'-NNNNRTT-3', предсказанному по результатам
деплеционного теста (рис. 4).

Для дополнительной проверки соответствия
PAM-последовательности нуклеазы предсказан-
ному консенсусу также рекомендуется проверить
эффективность расщепления различных мишеней,
которые фланкированы этим консенсусом ([14]).
Реакцию проводят с любым фрагментом ДНК,
содержащим участки, совпадающие с консенсу-
сом PAM (условия реакции аналогичны тем, ко-
торые используются при проверке значимости
отдельных нуклеотидных позиций).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Мы многократно проверили приведенные

протоколы на практике и доказали их эффектив-
ность. Используя их, мы успешно охарактеризо-

вали ряд новых CRISPR-Cas редакторов: нукле-
азы PpCas9 из бактерии Pasteurella pneumotropica
[14], CcCas9 из бактерии Clostridium cellulolyticum
H10 [38], DfCas9 из бактерии Defluviimonas sp.
20V17 [14] и CoCas9 из бактерии Capnocytophaga
ochracea (в печати).
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The use of CRISPR-Cas bacterial adaptive immunity systems components for targeted DNA changing has
opened broad prospects for programmable genome editing of higher organisms. The most widely used gene
editors are based on the Cas9 effectors of the type II CRISPR-Cas systems. In complex with guide RNAs, Cas9
proteins are able to directionally introduce double-strand breaks into DNA regions complementary to guide
RNA sequences. Despite the wide range of characterized Cas9s, the search for new Cas9 variants remains an
actual task, since the available Cas9 editors have several limitations. This paper presents a workflow for the
search and subsequent characterization of new Cas9 nucleases developed in our laboratory. Detailed protocols
describing the bioinformatical search, cloning and isolation of recombinant Cas9 proteins, testing for nuclease
activity in vitro, and determining the PAM sequence required for recognition of DNA targets, are presented. Po-
tential difficulties that may arise, as well as ways to overcome them, are considered.
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