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Экспансия CAG-повторов в некоторых генах представляет собой установленную причину не-
скольких нейродегенеративных заболеваний, механизм патогенеза которых при этом остается 
неясным. Предполагается, что двухцепочечные регионы РНК, формируемые CAG-повторами, 
имеют токсические для клетки свойства. В  работе проверяется гипотеза, согласно которой 
такие регионы РНК гипотетически могут отвлекать на себя ферменты редактирования РНК 
ADAR, тем самым снижая A→I редактирование РНК в клетке, что приводит к активации интер-
феронового ответа. Исследовали индуцированные плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК), 
полученные из фибробластов пациентов, страдающих болезнью Гентингтона или атаксией 
типа 17, и дифференцированные из них органоиды среднего мозга. Для оценки редактирования 
в выбранных участках РНК разработали таргетную панель для секвенирования нового поко-
ления. Дифференцировка ИПСК в органоиды мозга сопровождалась повышением экспрессии 
гена, кодирующего ADAR2, при снижении экспрессии белков-ингибиторов редактирования РНК.  
Как следствие, отмечали рост редактирования соответствующих субстратов ADAR2, тем самым 
имея возможность идентифицировать дифференциальные субстраты изоформ ADAR. При этом 
на уровне ИПСК сравнение групп патологии и контроля не выявило различий по уровню 
редактирования. В  органоидах мозга, содержащих 42–46 CAG-повторов, также не наблюдали 
глобальных изменений. Однако органоиды мозга в образце, характеризуемом наибольшим 
количеством CAG-повторов в гене гентингтина  (76), выделялись резким снижением уровня 
редактирования РНК отдельных транскриптов, в редактировании которых, предположитель-
но, участвует  ADAR1. В  частности, в этом образце практически отсутствовало редактирование 
длинной некодирующей РНК PWAR5. В  итоге показано, что в большинстве культур с экспан-
сией повторов гипотеза о ее влиянии на редактирование РНК не подтвердилась.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: редактирование РНК, РНК-зависимая аденозиндезаминаза, болезни экспан-
сии тринуклеотидных повторов, болезнь Гентингтона, атаксия типа 17, индуцированные плюри-
потентные стволовые клетки, органоиды среднего мозга.
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ВВЕДЕНИЕ

Тринуклеотидные повторы располагаются 
в генах с различными функциями, которые экс-
прессируются в различных тканях, однако пато-
логические состояния, связанные с экспансией 
повторов, в первую очередь влияют на опреде-
ленные популяции нейронов. Например, атак-
сия типа  17  (SCA17) вызвана повторами CAG в 
ТАТА-связывающем белке (ген  TBP), который при 
этом является широко распространенным фак-
тором транскрипции, экспрессируемым во всех 
клетках. Гентингтин  (HTT)  – еще один пример 
гена, содержащего CAG-повторы, также экспрес-
сируется повсеместно и обладает плейотропной 
функцией  [1]. Несмотря на то что повторы CAG 
возникают в разных генах, фенотипы заболева-
ний, которые они вызывают, обладают некото-
рым сходством. Из  этого предполагают общий 
механизм, лежащий в основе нейродегенерации, 
вызванной экспансией тринуклеотидных повто-
ров. Однако на сегодняшний день этот механизм 
остается предметом дискуссий. Обсуждается как 
вклад мутантного белка, так и мутантной РНК 
в процессы нейродегенерации  [2]. Также неясно,  
почему для проявления заболевания необходи-
мо различное количество повторов. Например, 
36–40 повторов CAG в гене HTT приводят к непол-
ной пенетрантности болезни Гентингтона (HD)  [3], 
в то время как 41–48  повторов в гене TBP вызы
вают атаксию типа  17 со сниженной пенетрант- 
ностью. Стоит отметить, что пониженная пе-
нетрантность SCA17 в случаях с количеством 
повторов менее  48 ассоциирована с наличием 
конкретного варианта в гене  STUB1 для полного 
проявления  [4].

Ранние исследования болезней экспансии 
CAG-повторов были сосредоточены на изучении 
вклада полиглутаминового тракта, кодируемого 
триплетами  CAG, в патогенез заболевания  [5]. 
Предполагалось, что полиглутаминовый тракт 
запускает агрегацию белка и последующую ги-
бель клеток  [6]. Однако существуют доказатель-
ства того, что РНК, содержащая CAG-повторы, 
нейротоксична, то есть патологический процесс 
индуцирует непосредственно РНК. Это доказы-
вается теми случаями, когда повторы CAG, даже 
находясь в нетранслируемых регионах, все равно 
приводят к заболеваниям, как в случае атаксии 
типа  12  (SCA12)  [7]. Также примечательно, что 
прерывание CAG-тракта триплетом CAA, также 
кодирующим глутамин, задерживает манифеста-
цию заболевания  [8]. Следовательно, CAG-тракт 
в РНК должен играть первостепенную роль в 
патогенезе заболеваний, связанных с экспан-
сией повторов, хотя полиглутаминовые тракты, 
несомненно, влияют на протекание патогенеза.  

В  результате провели исследования токсичности 
РНК, содержащей повторы CXG. Например, доказа-
тельства патогенности таких РНК уже наблюдали 
у плодовых мушек  [9], Caenorhabditis elegans  [10], 
а также у  мышей  [11].

Редактирование РНК  – это естественный 
процесс ферментативной модификации тран-
скриптов. Этот процесс может привести к пере-
кодированию белка  – несинонимичной замене 
аминокислот в результате редактирования экзо-
нов  [12], к сдвигу рамки считывания за счет по-
явления нового старт-кодона  [13], к изменению 
длины белок-кодирующей области мРНК при об-
разовании новых или модификации старых стоп-
кодонов  [14] и к альтернативному сплайсингу в 
случае дезаминирования аденозина  [15]. У  чело-
века известны только два типа редактирования 
РНК: дезаминирование цитозина и аденозина. 
Последний является преобладающим и приводит 
к замене аденозина на инозин  (A→I). Этот про-
цесс катализируется аденозиндезаминазами, дей-
ствующими на РНК  (ADAR), и происходит только 
в двухцепочечных участках РНК  (дцРНК)  [16,  17]. 
В  результате такого дезаминирования происхо-
дит дестабилизация и расплетение РНК-дуплек-
са, поскольку пара тимидина с инозином менее 
стабильная, чем с аденозином. Стоит отметить, 
что редактирование РНК  – это конститутивный 
процесс посттранскрипционной модификации, 
происходящий в большинстве клеток человека 
и предотвращающий чрезмерное производство 
интерферона типа  I в ответ на присутствие избы-
точного эндогенного количества дцРНК, которое 
имитирует соответствующие вирусные геномы, 
тем самым запуская противовирусный иммун-
ный ответ [18]. Таким образом, активность ADAR1 
предотвращает спонтанную активацию сенсоров 
дцРНК в ответ на эндогенную дцРНК  [19,  20]. 
A→I редактирование РНК в конкретном остатке 
обычно не имеет стопроцентного выхода реак-
ции, поэтому существует доля отредактирован-
ных аденозинов, то есть уровень редактирования. 
Корректное редактирование РНК необходимо для 
обеспечения нормальной жизнедеятельности и 
правильного функционирования нейронов  [21]. 
Так, соотношение перекодированных и исходных 
протеоформ может влиять на дифференциров-
ку клеток и развитие нервной системы  [22,  23]. 
Из этого следует, что изменения профиля редакти-
рования РНК могут быть вовлечены в различные 
заболевания нервной системы. Например, геном-
ные мутации ADAR у человека вызывают синдром 
Айкарди–Гутьереса  – воспалительное заболева-
ние, поражающее мозг и кожу  [24]. Кроме того, 
мутации в домене Zα ADAR вызывают двусторон-
ний некроз полосатого тела  [25]. Помимо этого, 
инозин распознается как гуанозин при трансля-
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ции матричной  РНК. Изоформа ADAR2  (ADARB1), 
как показано, вызывает большую часть таких, 
кодирующих аминокислотные замены, событий 
редактирования. Более 10% замен A→I в РНК при-
водят к перекодированию белка  [26,  27]. Сформу-
лированы гипотезы, что изменения в редактиро-
вании, опосредованном ADAR2, способствовали 
развитию неврологических заболеваний, таких 
как эпилепсия  [28], аффективное расстройство и  
шизофрения  [29]. Кроме того, в гиппокампе па-
циентов с эпилепсией  [30] наблюдались измене-
ния профиля ADAR2-опосредованного редакти- 
рования  РНК.

Молекулярные механизмы, вовлеченные в па-
тогенез болезней экспансии CAG-повторов, пере-
секаются с механизмами, в которых участвует ре-
дактирование  РНК. Например, сенсор дцРНК  PKR 
активируется в клетках, пораженных патологи-
ческим количеством повторов, причем уровень 
активации PKR коррелирует с количеством повто-
ров  [31]. ADAR1, как было упомянуто выше, вовле-
чен в модуляцию этого пути иммунного ответа. 
Кроме того, шпильковые структуры, состоящие из 
повторов  CХG, могут использоваться в качестве 
субстрата для рибонуклеазы  Dicer, что приводит 
к инактивации РНК посредством РНК-индуцируе-
мого комплекса сайленсинга (RISC)  [32]. Мономер 
ADAR1, в свою очередь, образует комплекс с Dicer, 
чтобы направить его к дцРНК и тем самым уси-
лить выключение генов [33]. Более того, достаточ-
но длинные повторы CХG образуют шпильку двух-
цепочечной РНК, а также Z-структуры в  ДНК  [34]. 
Таким образом, РНК-связывающие белки  (RBP) 
могут участвовать в патогенезе болезней экспан-
сии повторов путем секвестрации на дцРНК, об-
разуемой повторами  [35]. Ферменты ADAR, в свою 
очередь, имеют домен связывания дцРНК  (RBD), 
а ADAR1  p150 имеет также домен связывания 
Z-ДНК, так что эти ферменты потенциально могут 
связываться со шпильками, состоящими из повто-
ров  CХG. Например, повторы GGGGCC ассоцииро-
ваны с патогенезом бокового амиотрофического 
склероза  (БАС). Недавно было продемонстриро-
вано, что РНК, содержащая повторы  GGGGCC, 
может секвестировать ADAR3 (ген  ADARB2). При 
этом нокдаун гена  ADARB2 значительно снижал 
количество нейронов с ядерными включения-
ми  РНК, образующимися при дифференцировке 
нейронов из плюрипотентных стволовых кле-
ток, полученных от пациентов с  БАС  [36]. Кроме 
того, в этой же работе исследователи отметили 
чувствительность нейронов, экспрессирующих 
патологическое количество повторов  GGGGCC, к 
глутамат-опосредованной эксайтотоксичности. 
Это согласуется с предыдущими исследованиями 
относительно эксайтотоксических эффектов, воз-
никающих в результате недостаточного редакти-

рования РНК субъединицы глутаматного рецепто-
ра GluR2  (GRIA2)  [37,  38]. В  другом исследовании 
продемонстрировали изменения редактирова-
ния РНК, вызванные аберрантной локализацией 
ADAR2 в цитоплазме клеток, экспрессирующих 
патологическое количество GGGGCC-повторов [39]. 
Помимо этого, триплеты CAG представляют со-
бой один из самых предпочтительных субстра-
тов ферментов ADAR  [40]. Шпильки РНК длиной 
15  спаренных нуклеотидов достаточно для ADAR-
опосредованного редактирования, а длина этой 
шпильки коррелирует с уровнем редактирова-
ния  [41]. Таким образом, дополнительные остат-
ки аденозина в двухцепочечных участках РНК, 
образованных вследствие экспансии повторов, 
могут служить дополнительным субстратом для 
конститутивной формы ADAR1  (ADAR1  p110) в 
ядре, а также для интерферон-индуцируемой 
изоформы ADAR1  p150 и  ADAR2 в цитоплазме. 
Интересно, что аномальное функционирование 
ADAR в контексте обратной транскрипции уже 
было предложено в качестве механизма, участ-
вующего в патогенезе экспансии повторов в ней- 
ронах  [42].

Принимая во внимание все вышесказанное, 
можно предположить, что нарушение редакти-
рования РНК может быть вовлечено в патогенез 
заболеваний, связанных с экспансией CAG-повто-
ров. В  этом исследовании мы провели таргетный 
анализ дифференциального A→I редактирования 
в выбранных участках различных РНК с исполь-
зованием клеточных моделей болезней экспан-
сии CAG-повторов на примере индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток  (ИПСК), по-
лученных от пациентов, страдающих болезнью 
Гентингтона или атаксией типа  17, и органоидов 
среднего мозга, дифференцированных из  ИПСК. 
Целью этого анализа было сравнение уровня ре-
дактирования в патологических и нормальных 
клеточных моделях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточные линии. Перечень использован-
ных линий ИПСК и соответствующих заболева-
ний с указанием количества CAG-повторов пред-
ставлен в табл.  П1 в  Приложении.

В работе по получению нейрональных пред-
шественников и органоидов среднего мозга ис-
пользовались линии ИПСК, полученные репрог
раммированием фибробластов кожи пациентов 
со спиноцеребеллярной атаксией типа  17 (линии 
SCA17.9L и  SCA17S5S, SCA17.4sev и  SCA17.8sev) 
и с болезнью Гентингтона (линии HD76.1S, 
HD42.1.2, HD46.5S). Данные клеточные линии 
были охарактеризованы согласно протоколам,  
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изложенным ранее  [43]. В  качестве контроля ис-
пользовали линии ИПСК, RG4S, FF1S и Huv4S5, 
полученные репрограммированием из фибробла-
стов здоровых доноров без избыточного числа 
CAG-повторов  [44].

Дифференцировку ИПСК в органоиды сред-
него мозга проводили с использованием метода, 
описанного Eremeev  et  al.  [45].

Иммунофлуоресцентное окрашивание. 
Для иммунофлуоресцентного окрашивания орга-
ноиды промывали 1×  фосфатно-солевым буфе-
ром  (PBS), фиксировали 30  мин при комнатной 
температуре в 4%-ном параформальдегиде в  PBS, 
затем заливали жидкостью для заморозки ткани 
(«Leica», Германия), замораживали в парах жид-
кого азота в течение 5  мин, после чего делали 
срезы толщиной 5–10  мкм на криотоме Thermo 
(«Thermo Fisher Scientific», США). Срезы фиксиро
вали на предметном стекле охлажденным  
до  –20  °С ацетоном в течение 5  мин, промывали 
дважды по 5  мин PBS. Инкубировали в блокирую-
щем буфере с первичными антителами на ней-
рональные маркеры  MAP2 («ELK Biotechnology», 
США) и GFAP («Dako», Дания) в течение ночи во 
влажной камере при 4  °С. Первичные антитела 
наносили в разведениях, рекомендованных произ-
водителем, в PBS с  0,1%  (v/v) Tween  20, содержав-
шем 5%  эмбриональной бычьей сыворотки (fetal 
bovine serum, FBS) и 2%  сыворотки козы, инкуби-
ровали в течение 1  ч при комнатной температуре, 
затем отмывали 3  раза по 5  мин в PBS с 0,1% (v/v) 
Tween  20. Вторичные антитела («Invitrogen», США), 
конъюгированные с флуоресцентными метками 
(Alexa  488, Alexa  555), наносили в разведениях, 
рекомендованных производителем, инкубиро-
вали 30  мин при комнатной температуре в тем-
ноте, отмывали 3  раза по 5  мин в PBS с 0,1%  (v/v) 
Tween  20. Затем препараты инкубировали в тече-
ние 10  мин с 4′,6-диамино-2-фенилиндол дигидро-
хлоридом (DAPI) в концентрации 0,1  мкг/мл в PBS 
для визуализации ядер; отмывали 2  раза  PBS. По-
лученные препараты исследовали под флуорес-
центным микроскопом Olympus  IX53 («Olympus»,   
Япония).

Сайты редактирования РНК для таргетной 
оценки. Основываясь на работах по протеогеном-
ному поиску перекодируемых пептидов  [46,  47], 
мы выбрали общие для человека и мыши сайты 
редактирования РНК, которые наблюдались как в 
транскриптомных, так и в протеомных наборах 
данных. Кроме того, мы добавили в наш список 
заслуживающие внимания сайты РНК, подвер-
гающиеся редактированию в клеточных линиях 
глиобластомы  [48]. К  ним относятся сайты редак-
тирования генов HTR2C, PWAR5, BLCAP и ZNF669. 
Все выбранные сайты представлены в табл.  П2А 
в  Приложении.

Дизайн праймеров. Праймеры для секве-
нирования РНК были разработаны, используя 
следующие параметры: длина праймера  – 15–
25  нуклеотидов; GC-состав  – 40–75%; температура 
плавления  – 58–65  °C. Размер ампликона должен 
быть в диапазоне 260–450  п.н., а сайт редактиро
вания должен быть расположен в диапазоне 
70–115  п.н. от конца ампликона. Праймеры для 
количественной ПЦР  (кПЦР) были разработаны, 
используя следующие параметры: длина ампли-
кона  – 50–200  п.н.; длина праймеров  – 15–20  нук-
леотидов; температура плавления  – 62  °C. Все 
праймеры были разработаны с использованием 
Primer-BLAST  [49] и последовательности компле-
ментарной ДНК  (кДНК) из базы данных эталон-
ных последовательностей NCBI [50]. Каждую скон-
струированную пару праймеров тестировали на 
неспецифическую амплификацию с использо-
ванием Primer-BLAST. Было подтверждено, что 
каждая пара соответствует одному ампликону 
ПЦР с известной ожидаемой длиной в заплани-
рованных условиях постановки ПЦР. Отсутствие 
образования шпилечных структур и димеров у 
подобранных праймеров проверяли с помощью 
OligoAnalyzer  [51]. Пары праймеров для таргет-
ного секвенирования РНК и кПЦР представлены 
в табл. П2А и П3А соответственно в Приложении. 
Синтез праймеров проведен компанией «Евро-
ген»  (Россия).

Пробоподготовка РНК. Выделение РНК про-
водили с помощью набора RNeasy plus mini kit 
(«QIAGEN», Германия), согласно протоколу произ
водителя. Целостность выделенной РНК прове-
ряли электрофорезом в 1,5%-ном агарозном геле. 
Концентрацию тотальной РНК определяли на 
флуориметре Qubit  4 («Thermo Fisher Scientific») 
с использованием набора Qubit  RNA  BR Assay Kit  
(«Thermo Fisher Scientific»). Выделенную РНК в 
количестве 5–10  мкг очищали от примесей ге-
номной ДНК с помощью набора TURBO DNA-free 
Kit («Thermo Fisher Scientific»), после чего снова 
измеряли концентрацию. кДНК синтезировали 
из  1  мкг очищенной РНК с использованием на
бора MINT Universal kit («Евроген»). Обратная 
транскрипция осуществлялась по протоколу 
производителя с использованием термоциклера 
MiniAmp Plus («Thermo Fisher Scientific»). Получен-
ную кДНК разводили в 10 раз и использовали для 
определения уровня редактирования РНК и кПЦР.

Количественная ПЦР. Экспрессию генов опре-
деляли методом кПЦР на приборе CFX96  Touch 
Real-Time PCR Detection System («Bio-Rad», США) в 
96-луночных планшетах («Bio-Rad»). Реакции ста-
вили с использованием коммерческого набора для 
ПЦР в реальном времени qPCRmix-HS SYBR («Евро-
ген») в соответствии с протоколом производите-
ля, финальный объем реакции составлял 25  мкл. 
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ПЦР проводили в трех технических повторах при 
следующих условиях: 95  °С  –  3  мин; 94  °С  –  15  с,  
61  °С  –  10  с, 72  °С  –  15  с, 39  циклов. Проводили нор- 
мализацию средним геометрическим по двум 
генам (TBP и  ACTB), поскольку такой метод был 
показан как более стабильный при оценке изме-
нений экспрессии при дифференцировке нейро-
нов, чем использование одного гена.

Таргетная амплификация РНК. Амплифика-
цию регионов, содержащих сайты редактирова-
ния, проводили на ПЦР-системе ProFlex  3 × 32-well 
(«Thermo Fisher Scientific») с использованием ПЦР-
набора Tersus Plus («Евроген»). Реакционную смесь 
готовили в соответствии с протоколом производи-
теля до финального объема 15  мкл. Для каждого 
фрагмента эмпирически подбирались оптималь-
ные условия ПЦР, позволяющие повысить выход 
целевых ПЦР-фрагментов и избежать образования 
неспецифического продукта в реакциях. Все реак-
ции амплифицировали в следующих условиях,  
если не указано иное: 95  °С  –  2  мин; 95  °С  –  30  с, 
Х  °С  –  30  с, 72  °С  –  30  с, 39  циклов, где X  – темпе-
ратура отжига, специфичная для каждой отдель-
ной пары праймеров. Условия для каждой пары 
праймеров представлены в табл.  П2А в  Приложе-
нии. Полученные ампликоны разделяли, визуа-
лизировали и анализировали электрофорезом в 
2%-ном агарозном геле. Состав геля: агароза  – 2%, 
1×  Tris-ацетатный  (ТАЕ) буфер («Литех», Россия), 
ДНК-маркер  1кб («Евроген»), бромистый этидий 
10  мг/мл («Геликон», Россия). Образцы загружали 
в лунки геля с помощью загрузочного буфера  
4×  Gel Loading Dye, Blue («Евроген»). Электрофорез 
проводили в 1×  ТАЕ-буфере при напряжении 180  В 
в течение часа с использованием источника пи-
тания «Эльф-8» («ДНК-технология», Россия). Когда 
амплификация приводила к появлению неспеци-
фических продуктов, требовалась гель-экстрак-
ция (табл.  П2А в  Приложении). Множественные 
ампликоны разделяли в 1,5%-ном агарозном геле, 
вырезали и очищали с помощью коммерческого 
набора Cleanup S-Cap («Евроген») в соответствии 
с протоколом производителя. Целевые продукты 
ПЦР вырезали с помощью скальпеля и пинцета. 
Для элюирования образцов из колонки исполь-
зовали 20  мкл элюирующего раствора с целью 
получения растворов с высокой концентрацией 
ампликонов.

Подготовка библиотек. Ампликоны для каж-
дого образца смешивали в эквимолярной концен-
трации, а затем присваивали уникальный индекс 
для идентификации. Для этого концентрацию 
каждого амплификата измеряли на флуориметре 
Qubit Flex («Thermo Fisher Scientific») с использова-
нием набора QubitTM dsDNA BR Assay Kit («Thermo 
Fisher Scientific»). Смеси ампликонов очищали с 
использованием набора Agencourt AMPure  XP 

(«Beckman Coulter  Inc.», США) по стандартному 
протоколу. Очищенную кДНК использовали для 
создания библиотек с использованием набора для 
подготовки библиотеки ДНК NEBNext® Ultra II for 
Illumina («Illumina», США) в соответствии с прото-
колом производителя. Концентрацию ДНК в биб-
лиотеках определяли с помощью флуориметра 
Qubit  2.0 («Invitrogen») с использованием набора 
Quant-iT dsDNA  HS Assay Kit («Invitrogen»), соглас-
но рекомендациям производителя. Качество при-
готовленных библиотек оценивали с помощью 
микрофлюидного анализатора BioAnalyzer  2100 
(«Agilent», США) с использованием набора Agilent 
DNA High Sensitivity Kit («Agilent»), согласно ин-
струкции производителя.

Секвенирование РНК. Библиотеки смешива-
ли в эквимолярных соотношениях для приготов-
ления 4  нМ раствора библиотеки. Для секвениро-
вания полученной библиотеки, разбавленной до 
10  пМ, использовали набор MiSeq Nano Reagent 
Kit  v2 (500  циклов) («Illumina») в соответствии с 
протоколом производителя. Секвенирование про-
водили на платформе MiSeq («Illumina») с исполь-
зованием набора парных прочтений 2 × 250  п.н. 
с  добавлением 20%  PhiX в качестве контроля.

Анализ дифференциального редактиро-
вания РНК. Качество необработанных данных 
секвенирования оценивалось с помощью 
fastQC  (версия  0.11.8) (https://www.bioinformatics.
babraham.ac.uk/projects/fastqc/) с последующим 
препроцессингом с помощью fastp  (версия  0.22.0) 
[52]. Затем чтения были выровнены на рефе-
ренсный геном человека GRCh38.p14 с помощью 
STAR (версия  2.7.10b)  [53], используя параметры 
по умолчанию, и отфильтрованы с помощью 
samtools  [54]. Далее, используя сгенерированные 
bam-файлы, детектировали сайты редактирова-
ния РНК, используя REDItools  [55]. Выходные дан-
ные REDItools были отфильтрованы следующим 
образом: эталонный аллель  – A  (T); альтерна-
тивный аллель  – G  (C); сайт представлен в базе 
данных REDIportal  [56]; генерируемое REDItools 
p-value ниже  0,05; уровень редактирования сай-
та  – более  0,01%. Кроме того, каждый сайт редак-
тирования РНК должен быть представлен в не 
менее чем двух образцах каждой группы (HD, 
SCA17, контроль), иначе он исключался из ана-
лиза. Анализ дифференциального редактирова-
ния между ИПСК и органоидами мозга проводили 
с использованием парного критерия Уилкоксона. 
Для сравнения редактирования РНК между пато-
логиями и контролем использовали REDIT LLR  – 
основанный на бета-биномиальных моделях 
инструмент для анализа дифференциального ре-
дактирования РНК [57]. Последующий анализ про-
водился с использованием языка программиро- 
вания  R  4.2.2.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Таргетная панель для анализа выбранных 
участков A→I редактирования РНК. ИПСК полу-
чали из фибробластов, взятых от 3-х здоровых 
доноров, 3-х пациентов с болезнью Гентингтона 
(HD) с различной длиной CAG-повторов (42,  46 
и  76) в гене HTT и 2-х пациентов со спиноцере-
беллярной атаксией типа  17 (SCA17), содержащих 
45 повторов CAG в гене TBP. Среди последних один 
пробанд (женщина) содержал 45  CAG-повторов 
в гене TBP, однако не имел клинических симп
томов заболевания. Затем полученные ИПСК 
дифференцировали в органоиды среднего мозга, 
согласно методике, описанной Eremeev  et  al.  [45]. 
Полученные органоиды характеризовали, исполь-
зуя фазово-контрастную микроскопию и иммуно-
флуоресцентное окрашивание на нейрональные 
маркеры MAP2 и GFAP. Все органоиды экспресси-
ровали исследуемые маркеры  (рис.  1).

Для проведения таргетного анализа редак-
тирования РНК выбрали сайты редактирования 
РНК, которые были идентифицированы нами 
ранее как в транскриптоме, так и в протеоме че- 
ловека и мыши  [46,  47], а также в клеточных 
линиях глиобластомы  [48]. Кодирующие амино-
кислотные замены сайты, обнаруженные при 
анализе протеома, располагались внутри мРНК 
следующих генов: CADPS, COPA, CYFIP2, FLNA, 

FLAB, GRIA2, GRIA3, GRIA4 и IGFBP7. Дополнитель-
но в исследование включали сайты редактирова-
ния РНК генов HTR2C, BLCAP, EEF1AKMT2, FLNB, 
CCNI, SRP9, TROAP, ZNF669, а также длинной неко-
дирующей РНК (днРНК) PWAR5 (все отобранные 
сайты представлены в табл.  П2А в  Приложении).

Таким образом, мы провели таргетное секве-
нирование РНК 23  ампликонов, полученных из 
ИПСК и органоидов среднего мозга, чтобы полу-
чить данные с высоким покрытием для каждого 
выбранного сайта редактирования РНК. При сек-
венировании всего транскриптома дифференци-
альная экспрессия транскриптов приводит к не-
равномерному покрытию сайтов редактирования, 
что влияет на обнаружение и статистический 
анализ событий редактирования  [58]. При этом 
профили редактирования не зависят от количе-
ства циклов амплификации в диапазоне от  19 до 
34  циклов  [59]. Другими словами, таргетное сек-
венирование РНК увеличивает покрытие участка 
считываниями и повышает достоверность ана-
лиза уровня редактирования  РНК.

В итоге покрытие РНК интересующих нас 
участков составляло до 16  000 прочтений, а в сред-
нем  – 3508 (табл.  П4А–П4В в  Приложении). В  ре-
зультате фильтрации из 23  изначально выбран- 
ных сайтов 3  были исключены из анализа, по-
скольку их прочтения не были представлены во 
всех группах выборки (табл.  П2А в  Приложении).  

Рис. 1. Характеристики органоидов среднего мозга. а – Микрофотографии органоидов мозга с зонами морфо-
генеза после культивирования в среде для дифференцировки в миниреакторах в течение 45  дней; фазово-
контрастная микроскопия (увеличение – 200×). б  – Иммунофлуоресцентное окрашивание срезов органоидов 
мозга, полученных из дифференцированных производных различных линий ИПСК. Окраска антителами 
на MAP  (зеленый); окраска антителами GFAP  (красный). Ядра клеток окрашены DAPI (синий); увеличе- 
ние  – 1000×. SCA17.9L  – клеточная линия, содержащая 45  CAG-повторов в  TBP; HD76.1S  – клеточная линия, 
содержащая 76  CAG-повторов в  HTT; RG4S  – контрольная клеточная линия
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Рис. 2. Анализ дифференциальной экспрессии связанных с системой ADAR генов при сравнении ИПСК и ор-
ганоидов среднего мозга. ΔCt – разница между пороговым циклом исследуемого гена и средним геометриче-
ским пороговых циклов ACTB и TBP; ИФН  – интерферон; *  p-value  <  0,05; **  p-value  <  0,01; ns  –  p-value  >  0,05. 
Более подробно данные представлены в табл.  П3Б в  Приложении

Помимо этих сайтов, в данных также обнаружили 
дополнительные 44  сайта редактирования, отве-
чавшие использованным критериям фильтра-
ции. Таким образом, после отбора анализировали 
55 сайтов редактирования для ИПСК и 57 сайтов – 
для органоидов среднего мозга, при этом 48  сай-
тов были общими для обеих групп. Исследуемые 
сайты включали позиции РНК, редактируемые 
как отдельно ферментами ADAR1 или ADAR2, так 
и обоими совместно (табл.  П2Б в  Приложении). 
Для ряда тестируемых сайтов на данный момент 
не известны изоформы  ADAR, которые их редак-
тируют. Однако эти сайты расположены в Alu-
повторах, из чего можно предположить, что их 
редактирует ADAR1  [27].

Изменение экспрессии генов, кодирующих 
ферменты и регуляторы A→I редактирования 
РНК, и сопутствующий рост уровня редактиро-
вания при дифференцировке индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток в органои-
ды мозга. Дифференцировка ИПСК с образовани-
ем органоидов мозга моделирует процесс образо-
вания нервной ткани у эмбриона. В соответствии 
с этим следовало ожидать усиления A→I редак-
тирования РНК за счет изоформы ADAR2 (ген 
ADARB1)  [27]. Для интерпретации изменений в 
редактировании РНК, наблюдаемых посредством 
таргетной панели, оценивали экспрессию не-
скольких генов, имеющих прямое отношение к 
A→I редактированию, в рассматриваемых состоя-
ниях клеточных культур. Изменения в генной 
экспрессии оценивали во всех 10  обследуемых 
культурах независимо от патологии или ее от

сутствия, поскольку все они претерпевали диф-
ференцировку на морфологическом уровне.

Так, с дифференцировкой значительно возра-
стала экспрессия генов ADARB1 (фермент ADAR2) 
и ADARB2 (неактивная каталитически изоформа 
ADAR3), что согласуется с представлениями о том, 
что экспрессия этих генов повышена в нейрональ-
ных тканях  (рис.  2). Также наблюдали снижение 
экспрессии генов AIMP2 и SRSF9, которые описа-
ны как негативные регуляторы редактирования 
РНК  [27,  60]. Предполагается, что продукт AIMP2 
снижает редактирование обоих ферментов ADAR, 
в то время как SRSF9 подавляет ADAR2-опосре-
дованное редактирование. Оценивали представ-
ленность мРНК гена ADAR, кодирующей как все 
изоформы (общий уровень), так и интерферон-ин-
дуцируемые изоформы. Как и ожидалось, количе-
ство мРНК ADAR (фермент ADAR1) оставалось на 
одном и том же уровне как в стволовых клетках, 
так и в органоидах (рис.  2; табл.  П3Б  в  Приложе-
нии).

Затем сравнивали уровни редактирования 
каждого из исследованных сайтов РНК между 
ИПСК и органоидами мозга для всех 10  образ-
цов безотносительно патологии для независи-
мой оценки влияния дифференцировки (табл.  П5 
в  Приложении). В  соответствии с наблюдаемым 
увеличением экспрессии ADARB1 и сниженной 
экпрессией AIMP2 и SRSF9 следовало ожидать 
повышение уровня редактирования сайтов, ре-
дактируемых ADAR2. Участки, редактируемые 
ADAR1, должны были оставаться на неизмен-
ном уровне редактирования. Большинство диф- 
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Рис. 3. Изменение уровня редактирования РНК после дифференцировки ИПСК в органоиды среднего мозга. 
а  – Вулканная диаграмма анализа дифференциального редактирования между ИПСК и органоидами мозга; 
б – значимых изменений нет: сайты, предположительно, редактируемые ADAR1; в – рост на граничном уров-
не значимости: сайты, предположительно, редактируемые обоими ферментами ADAR; г  – значимый рост: 
сайты-субстраты ADAR2, подтвержденные по независимым данным

ференциально редактируемых сайтов (с уров-
нем значимости  <  0,05 по критерию Уилкоксона), 
по литературным данным, относилось к суб-
стратам ADAR2  (рис.  3,  а). Например, увеличива-
лось редактирование хорошо известных сайтов 
редактирования ADAR2 в составе мРНК каль-
ций-зависимого активатора секреции  2 (CADPS) 
и взаимодействующего с FMR1 цитоплазматиче-
ского белка  2  (CYFIP2)  (рис.  3,  б). Также наблю-
дали увеличение редактирования сайтов мРНК 
BLCAP, которые, по разным данным, редактиру-

ются обоими ферментами ADAR (подробную ин-
формацию по отдельным участкам см.  в  табл.  5  
в  Приложении).

Исследование дифференциального редактиро-
вания в модели дифференцировки ИПСК с обра-
зованием органоидов мозга может с некоторой 
долей уверенности определить, каким фермен-
том из двух активных изоформ редактируются 
те или иные сайты. Участки с выраженным 
повышением уровня редактирования (p  <  0,05) 
представляют собой субстраты ADAR2  (рис.  3,  б),  
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Рис. 4. Обзорный анализ редактирования РНК в исследованных образцах ИПСК и дифференцирован-
ных из них органоидах среднего мозга. а  – Распределение сайтов, редактируемых разными ферментами 
ADAR (подробнее см.  в табл.  П2Б в  Приложении); ADAR1*  – сайты РНК в Alu- и SINE-повторах, предполо-
жительно, редактируемые ферментом ADAR1; б  – анализ главных компонент, интегрирующий перемен-
ные  – уровни редактирования исследуемых сайтов в патологии и контроле. Все образцы были разделены 
на две отдельные группы, включающие ИПСК и органоиды среднего мозга. Две культуры органоидов HD, 
содержащие 42 и 76  CAG-повторов, представляли собой выбросы; в  и  г  – коробчатые диаграммы уровней 
редактирования РНК с включением HD76 в группу  HD и с обособлением этого образца. ИПСК  – индуци-
рованные плюрипотентные стволовые клетки; HD  – болезнь Гентингтона; SCA17  – атаксия типа  17; HD76  – 
болезнь Гентингтона с 76  CAG-повторами в гене HTT; *  p-value  <  0,05; **  p-value  <  0,01; ***  p-value  <  0,001;  
****  p-value  <  0,0001

тогда как участки с тенденцией к повышению 
этого уровня (с уровнями значимости чуть ниже 
граничного значения), вероятно, редактируются 
одновременно двумя ферментами  (рис.  3,  в). Ста-
бильно редактируемые сайты относятся к субстра-
там первой изоформы  (рис.  3,  г). Примечательно, 
что включенные в исследование РНК с Alu- и SINE-
повторами, например днРНК PWAR5 и TROAP-AS1, 
в основном аннотированы нами как субстраты 

ADAR1. В  литературе описано, что повторы тако-
го типа с протяженными участками дцРНК как  
раз редактируются именно этой изоформой [17].

Таким образом, дифференцировка стволо-
вых клеток в органоиды мозга предоставляла 
интересный альтернативный способ аннотации 
субстратов ADAR1 и ADAR2 в дополнение к экс-
периментам с нокаутами и нокдаунами соответ-
ствующих генов, что при расширении исследования  
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в масштабах транскриптома может использовать-
ся в дальнейших работах.

A→I редактирование РНК в органоидах сред-
него мозга, полученных от пациентов, страда-
ющих болезнями экспансии тринуклеотидных 
повторов. Анализ данных обеспечил разделение 
ИПСК и органоидов среднего мозга на основе 
их профилей редактирования РНК, включаю-
щих уровни редактирования всех сайтов, среди 
которых были субстраты ADAR1, ADAR2 и обоих 
ферментов (рис.  4,  а  и  б; рис.  П1 в  Приложении). 
Метод главных компонент  (PCA) более или менее 
четко разграничил ИПСК и органоиды на две от-
дельные группы. Исключением стали два образца 
мозговых органоидов, полученных из ИПСК па-
циентов с болезнью Гентингтона. Один образец, 
содержащий 76  CAG-повторов в гене HTT (HD76), 
оказался в стороне среди всех остальных, тогда 
как другой образец, содержащий 42  CAG-повтора 
в гене HTT (HD42), демонстрировал большее сход-
ство с группой из ИПСК. Следует предполагать, 
что последний образец органоидов характеризо-
вался неполной дифференцировкой и сохранял 
ряд черт ИПСК, из которых он происходил.

Mehta  et  al.  [61] ранее сообщали об измене-
ниях в транскриптомах и морфологических осо-
бенностях нейронов коры головного мозга, полу-
ченных из ИПСК пациентов с  HD. В  соответствии 
с этим мы наблюдали более низкий уровень 
редактирования РНК, выраженный в виде медиа-
ны редактирования всех исследованных сайтов,  
и более узкие межквартильные интервалы в ИПСК 
и органоидах, полученных от пациентов с  HD 
и  SCA17, по сравнению с контролем  (рис.  4,  в). 
Редактирование РНК органоидов среднего мозга 
у пациентов с  HD значительно отличалось от та-
кового у пациентов с  SCA17 и здоровых доноров 
(критерий Манна–Уитни, p  <  0,05).

Данные также проанализировали, вынеся в 
отдельную группу образец органоидов среднего 
мозга, содержащий 76  CAG-повторов в гене HTT. 
Редактирование РНК HD76 значительно отлича
лось от органоидов среднего мозга, полученных 
от здоровых доноров, пациентов с SCA17 и осталь-
ных пациентов с HD (рис.  4,  г; U-критерий Манна–
Уитни; значение  p  <  0,05). Образец с такой зна-
чительной экспансией повторов выделялся не 
только по уровню редактирования РНК. Анализ 
экспрессии генов, связанных с системой фер-
ментов ADAR, выявил, в частности, более чем 
1000-кратное увеличение экспрессии протеинки-
назы  R  (PKR) в образце органоидов HD76 по срав-
нению с соответствующими ИПСК. Другие образ-
цы не характеризовались такими существенными 
отличиями в экспрессии каких-либо генов из про-
анализированного списка  (табл.  П3В в  Приложе-
нии). Этот результат согласуется с предыдущими 

исследованиями, которые выявили наличие вос-
паления и высокую экспрессию PKR при CAG-за-
болеваниях и заболеваниях, связанных с экспан-
сией повторов CUG  [62]. Кроме того, PKR может 
связываться с CAG-трактом, и эта способность ста-
новится более выраженной по мере увеличения 
длины тракта [31]. Примечательно, что аномалии 
альтернативного сплайсинга были обнаружены в 
клетках, содержащих 69 и 74  повтора CAG в ген-
тингтине, но отсутствовали в образцах с 44–46 
такими повторами  [63]. Нарушения сплайсинга, 
в свою очередь, могут напрямую вызывать акти-
вацию PKR за счет участков дцРНК, образующихся 
за счет удержанных интронов  [64]. Помимо  PKR, 
в образце HD76 также наблюдали 72-кратное уве-
личение экспрессии гена ADARB1, кодирующего 
изоформу ADAR2. В свете высказанной гипотезы о 
влиянии дополнительных повторов на активность 
ADAR это увеличение может иметь компенсатор-
ный характер, поскольку нормальное количество 
фермента ингибировано избытком двухцепочеч-
ной РНК в транскриптах гентингтина.

В совокупности эти данные подтверждают 
представление о том, что после дифференцировки 
ИСПК в органоиды мозга значимо меняется про-
филь редактирования РНК  [65]. Также отметим 
значительное снижение уровня редактирования 
РНК в органоидах среднего мозга от пациента с 
76  CAG-повторами в гене  HTT.

Длинная некодирующая РНК PWAR5 обога-
щена сайтами, редактирование которых сни-
жено в патологии. После анализа изменений 
редактирования РНК, сопровождающих диффе-
ренцировку ИПСК в органоиды среднего мозга, 
идентифицировали дифференциально редакти-
руемые сайты РНК между клетками, несущими 
нормальное количество CAG-повторов, и клет-
ками с патологическим количеством повторов. 
Сайты РНК проверяли на дифференциальное 
редактирование попарно для каждого заболева-
ния, отдельно в ИПСК и в органоидах мозга, с 
использованием функции REDIT  LLR  [57]. В  ИПСК 
не наблюдали дифференциально редактируемых 
сайтов ни в одной из групп  (табл.  1; подробнее  – 
рис.  П2 и табл.  П6А–П6В в  Приложении). Напро-
тив, мы наблюдали, что органоиды среднего 
мозга HD76 в соответствии с указанными выше 
результатами оказались обогащены дифферен-
циально отредактированными сайтами  (табл.  1; 
рис. 5; подробнее – табл. П6Г–П6Е в Приложении). 
Мы обнаружили 25, 28 и 16  дифференциально 
редактируемых сайтов, когда сравнивали орга-
ноиды среднего мозга HD76 с контролем, SCA17 
и другими образцами HD соответственно. Кроме 
того, мы обнаружили по 5  дифференциально ре-
дактируемых сайтов при сравнении органоидов, 
содержащих менее 47  CAG-повторов в гене HTT,  
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Таблица 1. Число дифференциально редактируемых 
сайтов РНК в группах патологии в исследованных 
генах

Гены
Органоиды среднего мозга

HD76/ 
контроль

HD76/ 
SCA17

HD76/ 
HD

HD/ 
контроль

HD/ 
SCA17

BLCAP 3 3 3 0 0

FLNB 1 1 0 0 0

GRIA2 0 0 1 0 1

GRIA3 0 1 1 0 0

PWAR5 19 20 9 5 4

ZNF669 2 3 2 0 0

Всего 25 28 16 5 9

с контролем и SCA17  (табл. 1; подробнее – рис. П3 
и табл.  П6Ж–П6З в  Приложении). В  то же время 
редактирование РНК в органоидах пациентов 
с атаксией типа  17 не отличалось от контроля 
(рис.  П3В и табл.  П6И в  Приложении). Важно 
отметить, что редактирование РНК большинства 
дифференциально редактируемых сайтов в пато-
логии было снижено.

Большинство дифференциально редактируе-
мых сайтов были расположены в некодирующих 
областях  (рис.  П4А в  Приложении), а длинная не-
кодирующая РНК (днРНК) PWAR5 была обогащена 
сайтами со значительно пониженным редакти-
рованием  (рис.  П4Б). PWAR5 представляет собой 
днРНК, связанную с тяжелым воспалительным 
синдромом Прадера–Вилли и Ангельмана. Эта РНК 
располагается в гене SNHG14, который содержит 
более 1000  сайтов A→I редактирования  [66]. Ген 
SNHG14 содержит кластеры малых ядрышковых 
РНК бокса C/D (snoRNA) и перекрывается с несколь-
кими днРНК, ассоциированными c синдромом 
Прадера–Вилли и Ангельмана (PWAR)  [67]. Более 
того, повышенная экспрессия этого гена связана 
с болезнью Паркинсона  [68], и высокая плотность 
сайтов редактирования была зарегистрирована 
для SNHG14 при шизофрении  [69]. Другой ген, рас-
положенный в этой области, SNORD115, связан с 
синдромом Прадера–Вилли и Ангельмана и, как 
было показано, уменьшает редактирование, опо-
средованное ADAR2  [70], в частности, в сайтах 
глутаматного рецептора GRIA2  – канонической 
мишени этой изоформы фермента.

В соответствии с уже описанными свойства-
ми образца  HD76 его органоиды демонстрирова-
ли значительное снижение редактирования РНК. 
Более того, большинство сайтов PWAR5 в  этих  

органоидах среднего мозга не редактировалось 
(рис.  6). В  то же время эта тенденция не наблю-
далась в соответствующих ИПСК (рис. 4, г; рис. 6). 
Сниженное редактирование РНК в наших экспе-
риментах нельзя объяснить дифференциальной 
экспрессией ферментов  ADAR, поскольку мы не 
наблюдали каких-либо различий в экспрессиях 
ADAR1, ADAR2 и ADAR3, а также SRSF9 и AIMP2 
между патологиями (табл.  П3В  в  Приложении).

Помимо днРНК PWAR5, несколько дифферен
циально редактируемых сайтов находились в 
мРНК генов BLCAP и ZNF669  (рис.  П4Б в  При-
ложении). Известно, что мРНК BLCAP является 
мишенью как для ADAR1, так и для ADAR2  [71]. 
До  настоящего времени не было известно, суб-
стратом какого фермента служат мРНК  ZNF669 
и  днРНК PWAR5. По  нашим предположениям,  

Рис. 5. Вулканные диаграммы анализа дифференци-
ального редактирования органоидов среднего моз-
га, содержащих 76  повторов CAG в гене HTT  (HD76). 
Сравнение органоидов HD76 с органоидами от здо-
ровых доноров  (а), от пациентов с  SCA17  (б) и с 
другими двумя случаями болезни Гентингтона. 
Синими точками отмечены сайты со значимыми 
(скорректированное p-value  <  0,05) изменениями 
уровня редактирования. Ось  X представляет разни-
цу в уровне редактирования РНК  (%); ось  Y отража
ет log10p-value  (скорректированное)
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Рис. 6. Уровни редактирования сайтов длинной некодирующей РНК PWAR5; HD  – болезнь Гентингтона; 
SCA17  – атаксия типа  17; HD76  – болезнь Гентингтона с 76  CAG-повторами в гене  HTT; ****  p-value  <  0,0001

некоторые участки на этих РНК могут редактиро-
ваться обеими изоформами, а некоторые – только 
ADAR1  (табл.  П5 в  Приложении). Из  этих данных 
можно предполагать, что избыточные CAG-повто-
ры в образце HD76 способны снижать активность 
обеих изоформ  ADAR.

Редактирование сайта мРНК GRIA2, кодирую
щее аминокислотную замену Q607R, превыша
ло  95% практически во всех выборках, что со- 
гласуется с предыдущими данными о редактиро-
вании этого канонического участка  [72]. Однако 
небольшое снижение редактирования этого сайта 
опять же наблюдали в органоидах HD76  (92,7%). 
Подобное снижение редактирования этого сайта 
ранее описано в полосатом теле и префронталь-
ной коре пациентов с HD, а также в префронталь-
ной коре пациентов с болезнью Альцгеймера [73], 
в мотонейронах при боковом амиотрофическом 
склерозе  [74]. Понижение уровня регуляции этого 
сайта редактирования GRIA2 приводит к эксайто-
токсичности, опосредованной глутаматом  [37].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследование A→I редактирования выбран-
ных участков некоторых описанных ранее в этом 
контексте РНК в клеточных моделях болезней 
экспансии тринуклеотидных CAG-повторов (спи-
ноцеребеллярной атаксии  17 и болезни Гентинг-
тона) было направлено на проверку гипотезы о 

том, что такие повторы, склонные к образованию 
двухцепочечных структур, могут отвлекать на 
себя ферменты ADAR, понижая общий уровень ре-
дактирования РНК. Потенциально, в частности, в 
случае снижения активности ADAR1, имеющей в 
целом противовоспалительный эффект, это могло 
бы вносить вклад в патогенез заболеваний.

Помимо сравнения между собой клеточных 
линий от пациентов с патологиями, A→I редак-
тирование РНК оценивали в модели дифферен-
цировки из ИПСК в органоиды среднего мозга. 
Таким образом, имелись группы контроля и па-
тологии в двух вариантах  – ИПСК и органоидов. 
В  соответствии с имеющимися представлениями 
во всех образцах, кроме одного, дифференцировка 
в органоиды приводила к повышению уровня ре-
дактирования РНК на имеющейся выборке. Ана-
лиз экспрессии относящихся к системе A→I ре-
дактирования РНК генов показал, что изоформы 
ADAR1 сохраняют стабильный уровень экспрес-
сии при дифференцировке от стволовых клеток 
в мозговые органоиды, а ADAR2 демонстрирует 
значительное повышение уровня. Это означает, 
что дифференцировка в культуре предоставляет 
неплохой инструмент для оценки, каким из фер-
ментов, ADAR1 или ADAR2, редактируется тот или 
иной сайт. Если по результатам анализа в пред-
ложенной здесь таргетной панели уровень редак-
тирования значимо возрастал с дифференциров-
кой, то эти сайты, очевидно, редактировались 
ферментом ADAR2. Результаты такого анализа 
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в целом совпадали с литературными данными, 
что подтверждает уместность представленного  
подхода.

В ИПСК значимых различий между нормой 
и патологией в каких-либо из исследованных 
сайтов не обнаружили. В  органоидах среднего 
мозга глобальных изменений редактирования 
РНК также не наблюдали. На  общем фоне одна 
культура представляла собой существенный вы-
брос. Она была получена от пациента с болезнью 
Гентингтона при высоком уровне CAG-повторов в 
гене гентингтина (76 по сравнению с 42–46 CAG-
повторами в остальных образцах патологии). 
Именно этот образец в некоторой мере подтвер-
ждал сделанное нами предположение, поскольку 
характеризовался значительно сниженным уров-
нем A→I редактирования в исследуемых участках. 
Разумеется, наличие всего одного подобного об-
разца ограничивает универсальность сделанных 
нами выводов, при том что пациенты с таким 
значительным числом повторов доступны край-
не редко. Несмотря на то что на большей части 
образцов гипотеза не подтвердилась, полученный 
результат указывает направление дальнейших ис-
следований, а именно более четкое определение 
числа CAG-повторов, способного прямо или кос-
венно повлиять на A→I редактирование, а также 
выяснение роли этого процесса в развитии нейро-
патологии. Такие результаты могут лечь в основу 
подходов к модулированию редактирования РНК 
для лечения болезней экспансии повторов.
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The expansion of CAG repeats in certain genes is a known cause of several neurodegenerative diseases, 
but the exact mechanism behind this is not yet fully understood. It is believed that double-stranded 
RNA regions formed by CAG repeats could be harmful to the cell. This study aimed to test the hy-
pothesis that these RNA regions might potentially interfere with ADAR RNA editing enzymes, leading 
to reduced A→I editing of RNA and activation of the interferon response. We studied induced plurip-
otent stem cells (iPSCs) derived from patients with Huntington’s disease or ataxia type  17, as well as 
midbrain organoids developed from these cells. A targeted panel for next-generation sequencing was 
used to assess editing in specific RNA regions. The differentiation of iPSCs into brain organoids led 
to an increase in ADAR2 gene expression and a decrease in the expression of RNA editing inhibitor 
proteins. Consequently, there was an increase in the editing of specific ADAR2 substrates, allowing 
for the identification of differential substrates of ADAR isoforms. However, a comparison of pathology 
and control groups did not show differences in editing levels among iPSCs. Additionally, brain organ-
oids with 42-46 CAG repeats did not exhibit global changes. On the other hand, brain organoids with 
the highest number of CAG repeats in the huntingtin gene (76) showed a significant decrease in the 
level of RNA editing of specific transcripts, potentially involving ADAR1. Notably, editing of the long 
non-coding RNA PWAR5 was nearly absent in this sample. In summary, the study found that in most 
cultures with repeat expansion, the hypothesized effect on RNA editing was not confirmed.
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