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Гуморальная иммунная система дрозофилы, наиболее изученная среди эукариот, активируется ка-
ноническими сигнальными путями IMD и Toll. Недавно выявлены новые потенциальные регуля-
торы врожденного иммунного ответа, такие как длинные некодирующие РНК (днРНК) и гены, коди-
рующие короткие полипептиды. Клетки S2, будучи макрофагоподобной клеточной линией, исполь-
зуются как модельная система для изучения молекулярных механизмов активации генов иммунного 
ответа. Мы использовали эту линию клеток для анализа влияния бактерий Escherichia coli и Micrococcus 
luteus на транскрипцию днРНК-CR30055 и генов CG45045 и CG44404, кодирующих короткие полипеп-
тиды. Обнаружено, что патогены активируют только CG45045, тогда как уровни транскрипции CR30055 
и CG44404 остаются неизменными. Также не наблюдалось активации гена Cecropin C и некоторых генов 
семейства Bomanin, что указывает на различия в паттернах активации генов иммунного ответа в клетках 
S2 и взрослых мухах. При этом наиболее высокая активация CG45045 наблюдалась между 6 и 12 часами 
инкубации клеток с патогенами. Паттерны активации CG45045 после воздействия E. Coli и M. Luteus 
были схожими, что может указывать на общие механизмы активации транскрипции этого гена. Таким 
образом, CG45045 может быть новым геном, вовлеченным в гуморальный иммунный ответ дрозофилы.
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11Плодовая мушка, являясь удобным модельным 
объектом, внесла значительный вклад в понима-
ние фундаментальных механизмов врожденного 
иммунитета. Активация гуморального иммунно-
го ответа начинается с запуска двух сигнальных 
путей: IMD и Toll [1, 2]. Путь IMD активируется 
грамотрицательными (Грам(-)) бактериями, тогда 
как Toll – грамположительными (Грам(+)) бак-
териями и грибами. Каскад активации сигналь-
ных путей IMD и Toll завершается привлечением 
специфических факторов транскрипции на про-
моторные области генов антимикробных пептидов 
(АМП). Ключевым фактором транскрипции для 
пути IMD является протеолитически расщеплен-
ный вариант белка Relish – Rel68, тогда как для пути 
Toll – это факторы Dif и Dorsal (рис. 1а). Привлече-
ние этих факторов приводит к гиперактивации генов, 
кодирующих антимикробные пептиды. К наиболее 
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изученным генам АМП относятся Metchnikowin (Mtk), 
Drosocin (Dro), Cecropins (Cec) и т.д. [2, 3].

Помимо классических генов АМП, в настоя-
щее время активно исследуется вклад потенциаль-
но новых регуляторов в активацию врожденного 
иммунитета у насекомых. Это позволяет не только 
глубже понять механизмы их активации, но и из-
учить возможные взаимодействия гуморального 
иммунного ответа с другими сигнальными путями. 
К таким новым регуляторам относятся гены, коди-
рующие короткие полипептиды и длинные неко-
дирующие РНК (днРНК). Например, ген CG44404, 
активирующийся при заражении мух бактериями 
Enterococcus faecalis и M. luteus, кодирует пептид 
с антимикробной активностью [4]. Некоторые 
днРНК также участвуют в регуляции иммунитета: 
у млекопитающих они активируются в иммунных 
клетках [5], а у дрозофилы днРНК, например, такие 
как CR46018, CR33942 и CR11538 подавляют транс-
крипцию генов АМП, конкурируя с факторами 
транскрипции пути Toll [6].

Наш предварительный транскриптомный 
анализ выявил несколько новых потенциаль-
ных регуляторов иммунного ответа в клетках S2. 
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В частности, уровни экспрессии днРНК-CR30055 
и гена CG45045 повышались после ночной инку-
бации клеток S2 с бактериями E. coli и M. luteus. 
Для более детального анализа динамики экспрес-
сии этих генов, а также положительного контроля 
CG44404, мы исследовали паттерны их активации 
в разные моменты времени методом полимераз-
ной цепной реакции в реальном времени. Клетки 
инкубировали с E. coli и M. luteus в течение 1.5, 3, 
6, 12 и 24 часов. Успешность активации иммун-
ного ответа оценивали по уровню экспрессии со-
ответствующих генов АМП. Мы обнаружили, что 
наиболее высокий уровень активации Mtk, CecA1 и 
Dro наблюдается в интервале между 6 и 24 часами 
инкубации клеток S2 с патогенами (рис. 1б). Далее 
мы проанализировали влияние E. coli и M. luteus 
на  активацию CG45045, CG44404 и  CR30055. 

Мы не обнаружили какой-либо статистически зна-
чимой активации транскрипции CR30055 и CG44404 
(рис. 1в). Стоит отметить, что раннее уже было по-
казано несоответствие уровней транскрипции 
патоген-зависимых генов в культуре клеток и во 
взрослых мухах  [7]. Зачастую высокий уровень 
транскрипции генов иммунного ответа наблюдал-
ся во взрослых мухах, но не в культуре клеток. На-
пример, уровень транскрипции Diptericin (Dpt) зна-
чительно ниже в культуре клеток по сравнению со 
взрослыми мухами [7, 8]. Мы также обнаружили 
незначительное усиление транскрипции гена Dpt 
в клетках S2. Кроме того, уровень транскрипции 
Cecropin C (CecC) практически не менялся (рис. 1г). 
Наконец, мы проанализировали уровень транс-
крипции генов BomS1 и BomS3, которые относятся 
к кластеру генов семейства Bomanin, участвующих 

Рис. 1. Активация генов иммунного ответа в клетках S2. (a) Схема активации сигнальных путей IMD и Toll. (б),(в),(г) 
Анализ уровней экспрессии генов АМП, днРНК-CR30055, CG44404, BomS1 и CecC. Уровни транскрипции анализиро-
вали в следующих точках: К – 0 часов (ч), 1.5 ч, 3 ч, 6 ч, 12 ч и 24 ч. S2 клетки были обработаны инактивированными 
культурами E. coli (E.c.) с оптической плотностью (OD) 0.03 и M. luteus (M.l) с OD 1.2. Приведены средние значения 
и стандартные отклонения для трех независимых экспериментов. Активация рассчитана относительно К. Отличие 
является статистически значимым для генов АМП (б) во всех точках (p<0.05), кроме 1.5.

Грам(‒)

IMD

Rel68 Dif Dorsal

Toll

Грам(+)/грибы

(а) (б)

900
Mtk
Dro
CecA1

CR30055 CG44404

800
700
600
500
400
300
200
100

0

0

1

0,5

1,5

2

2,5

0

1

0,4
0,6
0,8

0,2

1,2
1,4
1,6
1,8

2

K
1.5ч 3ч

E.c. M.I. E.c. M.I.
6ч

E.c. M.I.
12ч

E.c. M.I.
24ч

E.c. M.I.

K K
1.5ч 3ч

E.c. M.I. E.c. M.I.
6ч

E.c. M.I.
12ч

E.c. M.I.
24ч

E.c. M.I.
24ч

E.c.

BomS1
CecC

M.I.

(в) (г)



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ том 519 2024

	 БАКТЕРИИ ESCHERICHIA COLI И MICROCOCCUS LUTEUS... � 77

в пути Toll [9]. Нам удалось детектировать только 
продукт амплификации BomS1. Уровень транскрип-
ции этого гена не менялся после обработки клеток S2 
E. coli и M. luteus (рис. 1г). Таким образом, данные из 
литературы и полученные нами указывают на то, что 
экспрессия некоторых патоген-зависимых генов от-
личается в культуре клеток и во взрослых мухах. Есть 
несколько объяснений этому феномену.

Во-первых, это может быть связано с доминиро-
ванием одного из сигнальных путей в макрофагпо-
добных клетках. Так, по данным FlyBase, в клетках 
линии S2 уровень транскрипции Relish существенно 
выше Dif/Dorsal [10]. Поэтому, возможно, в клет-
ках S2 преобладающим путем активации иммун-
ного ответа является путь IMD. Косвенно это так-
же подтверждается экспрессией преимущественно 
IMD-зависимых генов АМП, таких как CecA1 и Dro 
(рис. 1б). Во-вторых, поскольку линия клеток S2 
была выведена из 20–24-часовых эмбрионов, то, 
возможно, иммунная система на этой стадии раз-
вития мух сформирована не полностью. При этом, 
вероятно, активируются гены, которые могут обес
печить эмбриону устойчивую иммунную защиту.

Ранее было показано, что уровень транскрипции 
гена CG45045 практически не меняется у молодых 
самцов дрозофилы (0–2 дня) после инфицирования 
M. luteus [4]. В то же время наши данные свидетель-
ствуют о существенном усилении транскрипции 
CG45045 после обработки клеток S2 бактериями 
E. coli и M. luteus (рис. 2а). Наиболее высокий уро-
вень активации наблюдается в интервале между 
6 и  24 часами инкубации клеток S2 с  патогена-
ми (рис. 2а). Интересно, что паттерны активации 
CG45045 схожи после индукции иммунного ответа 
как E. coli, так и M. luteus. Это может свидетель-
ствовать о наличии общих механизмов активации 

CG45045 в клетках S2 в ответ на присутствие этих 
бактерий. Важно отметить, что в предыдущих 
исследованиях авторы анализировали уровень 
транскрипции CG45045 только у молодых мух [4]. 
В связи с этим влияние патогенов на экспрессию 
CG45045 на других стадиях развития мух остает-
ся неясным. Учитывая, что линия клеток S2 была 
получена из поздних эмбрионов, дальнейшие ис-
следования должны быть направлены на изучение 
роли CG45045 на эмбриональной стадии развития. 
Кроме того, данные базы FlyBase указывают на то, 
что транскрипция CG45045 значительно усилива-
ется у стареющих мух [10]. Высокий уровень экс-
прессии генов иммунного ответа на поздних стадиях 
развития может быть связан с хроническими воспа-
лительными процессами, которые, в свою очередь, 
влияют на продолжительность жизни [11]. Поэтому 
изучение функций CG45045 на поздних стадиях раз-
вития мух также представляет большой интерес.

Таким образом, мы изучили влияние инакти-
вированных культур бактерий E. coli и M. luteus на 
активацию днРНК и генов, кодирующих короткие 
полипептиды, в клетках линии S2 (рис. 2б). В от-
личие от взрослых мух, в культуре клеток S2 пато-
гены не индуцируют экспрессию генов CG44404, 
CecC и BomS1/S3. При этом нам удалось частично 
подтвердить результаты предварительного транс-
криптомного анализа, а именно то, что патогены 
стимулируют активацию только CG45045, тогда 
как уровень транскрипции днРНК-CR30055 прак-
тически не изменился. Ввиду актуальности поиска 
и анализа новых потенциальных регуляторов, во-
влеченных в иммунный ответ, в дальнейшем пред-
стоит более детально изучить влияние патогенов 
на механизмы активации этих генов на различных 
стадиях развития мух.
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Рис. 2. Уровень транскрипции CG45045 и модель активации этого и других генов в культуре клеток S2. (а) Клетки 
были обработаны инактивированными культурами E. coli (E.c.) и M. luteus (M.l.). Активацию транскрипции анали-
зировали в следующих точках: К – 0 часов (ч), 1.5 ч, 3 ч, 6 ч, 12 ч и 24 ч. Приведены средние значения и стандарт-
ные отклонения для трех независимых экспериментов. Активация рассчитана относительно К. Отличие является 
статистически значимым для CG45045 во всех точках (p<0.05), кроме 1.5 ч и 3 ч. (б) Схематическая иллюстрация 
воздействия бактерий на транскрипцию патоген-зависимых генов в культуре клеток S2.
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ESCHERICHIA COLI AND MICROCOCCUS LUTEUS BACTERIA  
ACTIVATE THE CG45045 GENE IN THE DROSOPHILA S2 CELL LINE

Yu. A. Polunina, A. E. Pravednikova, M. Gassa, Academician  
of the RAS P. G. Georgiev, Yu. V. Shidlovsky, Z. M. Kachaev*

Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
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The humoral immune system of Drosophila, the most studied among eukaryotes, is activated by the 
canonical IMD and Toll signaling pathways. Recently, new potential regulators of the innate immune 
response have been identified, such as long non-coding RNAs (lncRNAs) and genes encoding short 
polypeptides. S2 cells, being a macrophage-like cell line, are used as a model system to study the molecular 
mechanisms of immune response gene activation. We used this cell line to analyze the effect of Escherichia 
coli and Micrococcus luteus bacteria on the transcription of lncRNA-CR30055 and the CG45045 and 
CG44404 genes encoding short polypeptides. It was found that pathogens activate only CG45045, while 
the transcription levels of CR30055 and CG44404 remain unchanged. No activation of the Cecropin C 
gene and some Bomanin family genes was observed, indicating differences in the activation patterns of 
immune response genes in S2 cells and adult flies. The highest activation of CG45045 was observed between 
6 and 12 hours of cell incubation with pathogens. The patterns of CG45045 activation after exposure to E. 
Coli and M. Luteus were similar, which may indicate common mechanisms of transcriptional activation of 
this gene. Thus, CG45045 may be a novel gene involved in the humoral immune response of Drosophila.

Keywords: innate immunity, polypeptide, lncRNA, IMD, Toll
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