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Изучение механизмов возникновения и развития онкологических и нейродегенеративных заболе-
ваний представляет важное направление современной биомедицины. В прогнозировании течения
заболеваний и разработке эффективных методов борьбы с ними существенная роль принадлежит
молекулярным маркерам, связанным с перестройкой внутриклеточной сигнализации. Таким мар-
кером может быть протеолипид плазмолипин – один из основных компонентов миелиновой обо-
лочки, участвующий в формировании и нормальном функционировании нервной системы. Плаз-
молипин вовлечен во внутриклеточный транспорт, формирование липидных рафтов и Notch-сиг-
нализацию. Полагают, что плазмолипин может участвовать в развитии целого ряда патологий,
включая онкозаболевания, шизофрению, болезнь Альцгеймера, сахарный диабет типа 2. Плазмо-
липин и его гомологи рассматривают в качестве клеточных рецепторов, необходимых для проник-
новения некоторых вирусов в клетку. В представленном обзоре обобщены данные о структуре плаз-
молипина, его функциях в нормальных клетках и при патологических нарушениях.

Ключевые слова: протеолипиды, нейродегенеративные заболевания, Notch-сигнализация, SNARE,
MARVEL, внутриклеточный транспорт, липидные рафты, ионные каналы
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ВВЕДЕНИЕ

В начале 1950-х годов в нормальных и опухоле-
вых тканях мозга обнаружили протеолипиды – но-
вый класс белково-липидных соединений, нерас-
творимых в воде, но способных растворяться в
хлороформ-метанольной смеси [1]. Протеоли-
пидный белок (PLP) входит в состав первого из
основных протеолипидов, выделенных из кле-
ток, формирующих миелиновую оболочку, име-
ет молекулярную массу 30 кДа и составляет при-
мерно 10–30% общего белка миелина [2, 3]. PLP
обладает гидрофобными свойствами, способен к
гомодимеризации и взаимодействию с мембран-
ными липидами [4]. Протеолипиды входят в со-
став растительных, животных и бактериальных
клеток, а также являются одним из основных ком-
понентов миелина центральной и периферической
нервной системы (ЦНС и ПНС соответственно).
Высокое содержание гидрофобных аминокислот-
ных остатков определяет существенную роль про-
теолипидов в поддержании структуры липидного
бислоя мембран [5–7]. Олигомеризация протеоли-
пидов способствует образованию ион-проводя-
щих трансмембранных пор, активность которых
может обеспечиваться конформационными из-

менениями протеолипидов. Подобные поры об-
наружены на митохондриальных и бактериаль-
ных мембранах [8, 9].

Впервые протеолипид плазмолипин (PLLP)
выделили в 1981 году из плазматических мембран
клеток почки быка. Гетеродимерный PLLP был
назван протеолипидным комплексом плазмати-
ческой мембраны клеток почки (PMPLP) [10, 11].
Показано, что внесение PMPLP в липидный бис-
лой вызывает формирование катион-селектив-
ных K+ и Na+-каналов. К формированию этих ка-
налов, как оказалось, приводит олигомеризация
трех комплексов PMPLP, что позволило предло-
жить модель пространственной структуры канала
(рис. 1) [10–12]. Достоверных сведений о суще-
ствовании таких каналов in vivo нет, однако выяв-
лена обратная корреляция между экспрессией
PLLP и степенью проводимости плазматических
мембран культивируемых клеток для ионов K+.
Более того, в аминокислотной последовательно-
сти PLLP не найдено значительной гомологии с
известными K+ -каналами [13, 14].

Позднее показали, что PMPLP входит в состав
синаптических плазматических мембран, а так-
же миелиновых оболочек. PMPLP синтезирует-
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ся на гранулярном эндоплазматическом ретику-
луме (RER) и не подвергается значительным по-
сттрансляционным модификациям в процессе
созревания [15–17]. Изначально плазмолипином
назвали гетеродимер PMPLP, однако в дальней-
шем было показано, что субъединицы данного
комплекса идентичны и кодируются одним геном
[13, 16, 18]. В настоящий момент термин плазмо-
липин относится к мономерному продукту гена
PLLP [13].

СТРУКТУРА ПЛАЗМОЛИПИНА
Ген hPLLP человека, локализованный на

длинном плече хромосомы 16 (16q13), содержит
четыре экзона и большой первый интрон (рис. 2),
что свойственно структуре генов, кодирующих
белки с четырьмя трансмембранными доменами
(ТМ). Ген PLLP человека состоит примерно из
28.5 т.п.н. Экзон I и часть экзона II кодируют пер-
вый ТМ, а экзоны II, III и IV кодируют домены II,
III и IV соответственно. Ген pllp мыши имеет
сходную структуру, но он более короткий (около
19 т.п.н.). Сравнение кДНК мыши и крысы с
кДНК человека выявило высокую степень гомо-
логии нуклеотидных последовательностей в ко-
дирующих областях (93.7 и 86% соответственно)
[21–23].

Ген PLLP содержит два сайта инициации тран-
скрипции (ATG) и область из 546 п.н., кодирую-
щую полипептид из 182 аминокислотных остат-

ков с высоким содержанием гидрофобных ами-
нокислот (72%) и молекулярной массой порядка
19.4 кДа [13, 16]. Большой процент гидрофобных
остатков способствует формированию вторичной
структуры с высоким содержанием α-спиралей
(примерно 70%), образующих четыре гидрофоб-
ные области (I–IV) длиной 20–25 аминокислот-
ных остатков. В третичной структуре эти области
представлены TM, связанными между собой ко-
роткими гидрофильными внемембранными не-
структурированными участками [16]. С помощью
биоинформатического алгоритма PHDhtm [19] по-
лучена модель третичной структуры белка (рис. 2),
согласно которой PLLP может иметь два сайта
фосфорилирования (Ser9 и Ser130) [13]. Расчет
конформации PLLP с помощью компьютерного
моделирования позволил предсказать возмож-
ность ступенчатого расположения ТМ в гидро-
фобной среде (рис. 3) [20]. Гидрофильные участки
между ТМ I и II, а также между III и IV содержат
остатки пролина, способствующие сближению и
компактизации данных доменов. Гидроксильные
группы в ТМ III и IV могут способствовать фор-
мированию стенок ионного канала. Предполага-
ется, что N- и C-концы данного протеолипида
ориентированы в сторону цитоплазмы. При этом
на N-конце отсутствует сигнальный пептид, что
свойственно таким трансмембранным белкам ми-
елина, как коннексин 32 (Cx32), миелиновый и
лимфоцитарный белок крысы (rMAL), перифери-
ческий белок миелина 22 кДа (PMP22) и PLP [16].

ГОМОЛОГИ ПЛАЗМОЛИПИНА
Анализ нуклеотидных последовательностей,

представленных в базах данных GenBank и PIR,
позволил выявить значительное число частичных
гомологов PLLP на уровне аминокислотной по-
следовательности. Установлено, что аминокис-
лотная последовательность ТМ PLLP обладает
частичной гомологией (более 20%) с ТМ некото-
рых мембранных транспортных белков. Выявле-
на 50%-ная идентичность между II ТМ PLLP и
вторым ТМ белков rMAL и hMAL Кроме того,
PLLP обладает структурной гомологией с rMAL,
PMP22, PLP, Cx32 и другими белками, участвую-
щими в миелинизации, которые относятся к
классу тетраспановых белков миелиновой обо-
лочки [13, 16, 21, 24].

Высокогидрофобный белок MAL – один из
наиболее близких гомологов PLLP [25]. rMAL ак-
тивно синтезируется в миелинизирующих олиго-
дендроцитах и играет важную роль во внутрикле-
точном транспорте и сортинге белков. rMAL синте-
зируется в селезенке, почках, мозге и седалищном
нерве [26, 27]. Показано, что белок cMAL, выделен-
ный из почки собаки, in vitro включается в мембран-
ные микродомены (GEM), обогащенные гликос-
финголипидами и холестерином, а также входит в

Рис. 1. Схематическое изображение модели ионного ка-
нала, представленного тримером комплексов PMPLP.
Трансмембранные сегменты III и IV выстилают стен-
ки канала благодаря присутствию большого количе-
ства гидроксильных групп.
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состав транспортных везикул. Белок cMAL лока-
лизуется на апикальной поверхности клеток эпите-
лия и непрерывно перемещается между транс-
Гольджи-сетью, плазматической мембраной и эн-
досомами. Подавление экспрессии эндогенного
сMAL в клетках почки собаки Madin-Darby (MD-
CK) с помощью антисмысловых олигонуклеоти-
дов приводит к нарушению апикального транс-
порта мембранных и секреторных белков [28–30].
Общая идентичность аминокислотных после-
довательностей MAL и PLLP составляет 29%,
при этом все белки семейства MAL и PLLP име-
ют общую консервативную последовательность
[(Q,Y)GWVM(F,Y)V(S,A)(V,L)], что позволяет
отнести PLLP к этому семейству [26, 31, 32].

Значительное число родственных MAL бел-
ков, ассоциированных с везикулярным транспор-
том и мембранными взаимодействиями, содер-
жат общий домен MARVEL (MAL and related pro-
teins for vesicle trafficking and membrane link). Все
белки с этим доменом имеют М-образную топо-
логию (четыре спиральных ТМ с цитоплазматиче-

скими N- и C-концами). Высоко консервативный
домен MARVEL имеет древнее эволюционное про-
исхождение. Этот домен обнаружен у представите-
лей различных таксономических групп, в частно-
сти у Caenorhabditis elgans и Drosophila melanogaster
[32]. Белки семейства MARVEL участвуют в вези-
кулярном транспорте и в формировании плотных
контактов. Показано, что PLLP содержит этот до-
мен, что косвенно может указывать на сходство
функций PLLP и других белков, содержащих
MARVEL [20, 32–37].

ТКАНЕСПЕЦФИЧНОСТЬ
И ВНУТРИКЛЕТОЧНАЯ

ЛОКАЛИЗАЦИЯ ПЛАЗМОЛИПИНА

Экспрессия PLLP характерна для клеток, фор-
мирующих нервную систему, желудочно-кишеч-
ный тракт (желудок, пищевод и толстая кишка),
почки, а также клеток сердечной и скелетных
мышц, легких, тимуса, яичников и яичек. Экспрес-
сия PLLP обнаружена в клетках надпочечников,

Рис. 2. Схематическое изображение структуры и локализации гена hPLLP. Экзоны указаны римскими цифрами. Не-
транслруемые участки в экзонах выделены светло-голубым.
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околоушной, подчелюстной, куперовой, предста-
тельной и щитовидной желез [13, 16, 21, 38]. Наи-
более высокий уровень PLLP наблюдается в эпи-
телиальных клетках и клетках ЦНС и ПНС. От-
носительно высокий уровень PLLP обнаружен в
эпителиальных клетках люминальной стороны
канальцев нефронов коркового вещества почки и в
клетках люминальной стороны собирательных ка-
нальцев мозгового вещества почки. Белок PLLP
обнаружен на апикальной поверхности клеток же-
лезистого эпителия различных отделов желудка, а
именно, в области свода, ямках желудка и в при-
вратнике [21, 38]. Высокое содержание PLLP отме-
чено в белом веществе спинного мозга, в ком-
пактном миелине периферических нервов, обра-
зованном шванновскими клетками, а также в
олигодендроцитах, формирующих миелиновую
оболочку сигнальных путей ЦНС [13, 16, 21, 38].
Области головного мозга, наиболее богатые бе-
лым веществом, как правило, содержат больше
PLLP. Изучение коронарных срезов переднего
отдела мозга взрослой крысы выявило значитель-
ное количество PLLP в миелине колена мозоли-
стого тела, хвостатого ядра, в передней части пе-
редней комиссуры, а также в обонятельном и зри-
тельном нервах. В заднем отделе мозга высокие
уровни PLLP обнаружены в пирамидном пути, в
путях задней части ретикулярного ядра, в верхних
ножках и белом веществе мозжечка. Относитель-

но небольшие количества PLLP найдены в телах
нейронов неокортекса, а также в клетках грану-
лярных и пирамидных слоев гиппокампа. Суще-
ственно, что экспрессия PLLP не обнаружена в
нейронах мозжечка и спинного мозга, в менинге-
альных фибробластах, в протоплазматических
астроцитах и клетках сосудистых сплетений же-
лудочков мозга [13, 18, 21, 24, 38, 39]. Исследова-
ние белковых фракций, полученных из седалищ-
ного нерва крысы, указывает на присутствие
PLLP во фракциях, связанных с компактным мие-
лином, некомпактным миелином (надрезы Шмид-
та–Лантермана), аксолеммой и периаксолеммой
(параузловые петли) [39–42].

Показано, что PLLP локазизован преимуще-
ственно на апикальных мембранах поляризован-
ных клеток, хотя незначительные количества бел-
ка обнаружены и на базолатеральных мембранах.
Первичная сегрегация PLLP, как и его гомолога
MAL, в обогащенные гликосфинголипидами и
холестерином липидные рафты в транс-Гольджи
предшествует его транспорту к апикальным и ба-
золатеральным поверхностям клетки [38, 42–45].
К плазматической мембране PLLP поступает по
микротрубочкам в везикулах, образованных из
этих рафтов [42, 43]. Экспонированный на поверх-
ности клеток PLLP может подвергаться эндоцито-
зу с формированием окаймленных везикул и об-
ратному транспорту в сеть Гольджи и другие ком-

Рис. 3. Схематическое изображение третичной структуры PLLP (два сайта фосфорилирования Ser9 и Ser130 выделены
большими кругами) и ступенчатого расположения его трансмембранных спиралей.
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партменты клетки. Таким образом, в клетках
происходит постоянная рециркуляция PLLP [42,
46, 47, 62].

РОЛЬ ПЛАЗМОЛИПИНА В РАЗВИТИИ
И ФУНКЦИОНИРОВАНИИ

НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ
При изучении онтогенеза головного мозга кры-

сы обнаружили две изоформы PLLP – эмбрио-
нальную и постнатальную, имеющие разную мо-
лекулярную массу. Эмбриональная изоформа,
как следует из ее названия, наиболее активно
синтезируется в процессе пренатального нейро-
генеза крысы. В частности, это связывают с диф-
ференцировкой эмбриональных предшествен-
ников нейронов. Снижение общего количества
эмбриональной формы характерно для оконча-
ния перинатального периода, а полное исчезно-
вение наблюдается к концу первой постнаталь-
ной недели. Уровень экспрессии PLLP в прена-
тальный период незначителен, а его резкое
увеличение в период с первой по третью постна-
тальнную неделю коррелирует с активной фазой
миелинизации нервных волокон [43, 49]. При
этом отмечено существенное преобладание фос-
форилированного PLLP в белковых фракциях,
полученных из очищенных миелиновых оболо-
чек седалищного нерва молодых крыс (постна-
тальные 2–3 недели) по сравнению со взрослыми
крысами [13, 38]. Индукция дифференцировки
клеток нейробластомы NB2a сопровождается ак-
тивацией синтеза эмбриональной изоформы
РLLP. Показано, что повышение синтеза этой изо-
формы коррелирует с увеличением числа и длины
нейритов, характерным для активной фазы диффе-
ренцировки. Снижение скорости образования и
удлинения нейритов, наблюдаемое на поздних фа-
зах дифференцировки клеток NB2a, совпадает с
резким снижением синтеза и уменьшением общего
количества эмбрионального PLLP [50].

PLLP, как и многие белки, содержащие домен
MARVEL, может формировать олигомеры с по-
мощью мотивов ØxxØ (x – любой аминокислот-
ный остаток, Ø – аминокислота с неполярным
радикалом, например, L/M/F/I/V), облегчающих
спираль-спиральные взаимодействия [20, 51].
Олигомеризация PLLP и стабилизация его кон-
формации требуют привлечения холестерина и
сфинголипидов, что опосредует синтез жидко-
кристаллических мембранных доменов высокой
вязкости – основных компонентов миелиновых
мембран. Это указывает на важную роль PLLP в
биогенезе миелиновых мембран и миелинизации
[20, 38, 42, 51]. Показано, что созревание олиго-
дендроцитов мыши коррелирует с повышением
синтеза PLLP и сопровождается формированием
плоских мембран и сети отростков. При этом на-
блюдается частичное изменение локализации

PLLP от тела клетки к ее отросткам и в область
плоских мембран [24]. В культуре шванновских
клеток PLLP находится преимущественно в ком-
плексе Гольджи, что установлено по его колокали-
зации с маркером комплекса Гольджи – белком
p115. Cовместное культивирование этих клеток с
нейронами приводит к изменению локализации
PLLP в шванновских клетках в области богатого
белками-маркерами компактного (MBP – основ-
ной белок миелина) и некомпактного миелина
(MAG – гликопротеин, ассоциированный с мие-
лином) [42].

PLLP может участвовать в механизмах, ассо-
циированных с регенерацией нервов после по-
вреждения. При этом обнаружена прямая корре-
ляция между интенсивностью ремиелинизации и
количеством мРНК и белка PLLP в области реге-
нерации [13, 38].

Известно, что нормальное формирование ми-
елиновой оболочки связано с регуляцией дина-
мики ионов и жидкости в шванновских клетках и
олигодендроцитах. Локализация PLLP в области
параузловых петель может быть сопряжена с эти-
ми процессами [40]. Кроме того, локализация
PLLP в окаймленных везикулах и его присутствие
на синаптических мембранах могут указывать на
участие PLLP в быстром аксонном транспорте
белков [46, 48].

РОЛЬ ПЛАЗМОЛИПИНА
В МОРФОГЕНЕЗЕ КИШЕЧНИКА

Изучение морфогенеза аквариумной рыбки
Danio rerio показало, что PLLP может принимать
активное участие в развитии кишечника. Уста-
новлено, что экспрессия гена PLLP в клетках зад-
него сегмента средней кишки повышается при
формировании и расширении ее просвета у личи-
нок. Через 5 сут после оплодотворения PLLP на-
капливается в апикальных областях эпителиаль-
ных клеток формируемого кишечника. При этом
большая часть PLLP находится в канальцах и ве-
зикулах, лежащих чуть ниже апикальной плазма-
тической мембраны. Относительно небольшое
его количество обнаружено в апикальных микро-
ворсинках и базальных эндосомах. Субапикаль-
ное расположение PLLP может указывать на его
участие в рециркуляции и сортировке белковых
молекул в области плазматической мембраны, осу-
ществляемых при участии апикальных рециркули-
рующих эндосом (ARE). Это подтверждено коло-
кализацией PLLP с белком Rab11 (маркер ARE).
Rab11 входит в семейство малых GTPаз Rab, кото-
рые активно участвуют в различных этапах внут-
риклеточного транспорта и служат маркерами раз-
ных внутриклеточных мембранных структур [52–
54]. Высокая представленность PLLP в клетках,
обогащенных белком Lamp2, специфическим мар-
кером лизосом, указывает на то, что PLLP может
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служить маркером энтероцитов заднего сегмента
средней кишки на начальных этапах дифферен-
цировки кишечника [62–64].

Введение инактивирующей мутации в ген pllp
(pllppd111) D. rerio вызывает неправильное распре-
деление Rab11 в цитоплазме эпителиальных клеток
задней кишки, что указывает на принципиальное
участие PLLP в нормальном функционировании
апикальных рециркулирующих эндосом. Суще-
ственно, что нокаут PLLP не приводил к измене-
нию строения кишечника в период его раннего
развития, однако значительно снижал количество
клеток, способных к активному эндоцитозу и по-
глощению питательных веществ из просвета ки-
шечника. В этих клетках наблюдалось уменьше-
ние размера и количества апикальных эндосом, а
также длины апикальных микроворсинок. Мута-
ция pllppd111 приводит к нарушению складчатости
кишечника на поздних этапах его формирования,
значительному разрастанию апикальных мембран
клеток кишечного эпителия, к снижению погло-
щения питательных веществ и значительному
уменьшению выживаемости личинок, выращен-
ных в условиях ограниченного запаса пищи. С по-
мощью модельной 3D-культуры клеток линии
MDCK с нокаутом PLLP подтверждена роль PLLP
в созревании лизосом, формировании ARE и по-
ляризации клеток [62, 63].

Синтаксин 7 (Stx7) входит в семейство белков
SNARE, экспонированных на поверхностях внут-
риклеточных транспортных везикул и участвую-
щих в их слиянии с различными органеллами-
мишенями и клеточной мембраной. Показано,
что Stx7 может взаимодействовать с N-концевым
доменом ENTH белка энтопротина (EpsR) и обес-
печивать обратный транспорт мембранных белков
на плазматическую мембрану [52–54, 58–62].
Установлено, что EpsR частично колокализуется
с PLLP на внутренних эндосомах и может взаи-
модействовать с ним за счет своего C-концевого
домена. Stx7 также колокализуется и взаимодей-
ствует с PLLP в субапикальном компартменте.
Нокдаун PLLP в клетках MDCK приводит к сни-
жению синтеза белков Rab7, EpsR, Stx7 и наруше-
нию их локализации. Известно, что Rab7 регули-
рует переход сортировочных эндосом (SE) в позд-
ние/литические эндосомы (LE). Влияние PLLP
на Rab7 может указывать на его участие в созрева-
нии поздних эндосом. Существенно, что нокдаун
stx7, EpsR или PLLP в клетках MDCK приводит к
нарушению образования кисты в 3D-культуре
клеток MDCK и неправильному распределению
белка Rab11, что свидетельствует о вовлеченности
PLLP в функционирование белков SNARE (рис. 4)
[62, 63, 65].

Показано, что PLLP способен стимулировать
интернализацию трансмембранных белков Crumbs
(CRB) (рис. 5). Трансмембранные белки этого се-

мейства играют важную роль в установлении по-
лярности эпителиальных клеток и регулируют
морфогенез плотных и адгезивных контактов [64,
66, 67]. К числу таких белков относится Crumbs3
(CRB3). На модели 3D-культуры клеток MDCK
показано, что динамика увеличения экспрессии
PLLP в процессе образования кисты в 3D-культу-
ре коррелирует с накоплением CRB3 в области
плотных контактов и формированием незрелых
апикальных соединительных комплексов (IAJC),
которые в дальнейшем формируют зрелые адге-
зивные и плотные контакты (TJ). Нокдаун PLLP в
клетках MDCK или их обработка ингибиторами
эндоцитоза приводит к нарушению локализации
CRB3 с его дальнейшим накоплением в области
апикальных поверхностей клеток [62–64, 66]. В
ходе анализа протеома клеток MDCK обнаруже-
но, что PLLP может колокализоваться с N- и C-
концами окклюдина и N-концом клаудина-4.
Совместную локализацию PLLP с окклюдином и
клаудином-4 в области плотных контактов на ба-
золатеральных плазматических мембранах клеток
MDCK в дальнейшем подтвердили путем окра-
шивания антителами [45].

Установлено, что PLLP может играть суще-
ственную роль в активации сигнального пути
Notch (рис. 5), необходимого для дифференци-
ровки клеток. Нокаут PLLP у D. rerio приводит к
нарушению Notch-сигнализации в клетках-пред-
шественниках кишечного эпителия и к дефектам
дифференцировки этих клеток. Схожие изменения
возникают в клетках с мутацией mib1ta52b, приводя-
щей к нарушению передачи сигналов Notch, или
при использовании химических ингибиторов
Notch. Взаимодействие Notch с лигандом (напри-
мер, Jagged-1 или Delta-like1) приводит к расщеп-
лению Notch и высвобождению его внутрикле-
точного домена (NCID). Нокдаун pllp или EpsR в
клетках MDCK приводит к снижению количества
NICD, а сверхэкспрессия PLLP стимулирует ин-
тернализацию Notch. Совместное культивирова-
ние клеток MDCK, экспрессирующих Jagged-1, с
клетками, дефектными по PLLP или EpsR, вызы-
вает подавление активации Notch [62, 63].

РОЛЬ ПЛАЗМОЛИПИНА
В ПАТОГЕНЕЗЕ ЗАБОЛЕВАНИЙ

Мутации в генах, кодирующих трансмембран-
ные белки миелина, часто ассоциированы с на-
следственными демиелинизирущими заболева-
ниями. Так, мутации в гене, кодирующем PLP,
приводят к болезни Пелицеуса–Мерцбахера, му-
тации в PMP22 – к наследственной нейропатии,
мутации в гене GJB1, кодирующем коннексин-32,
к Х-сцепленной болезни Шарко–Мари–Тута
[69–75]. PLLP может быть вовлечен в развитие
различных заболеваний.
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Онкологические заболевания

Изучение механизмов метастазирования мела-
номы и рака молочной железы на мышиных мо-
делях выявило существенное увеличение экс-
прессии генов CXCR4, PLLP и TNFSF4 в метаста-
зах в головной мозг, а также генов Tph2, Sspo и
Polas в окружающих их тканях [76, 77]. Известно,
что опухолевые клетки глиобластомы претумо-
ральной зоны головного мозга (PBZ) проявляют
повышенную способность к инвазии по сравне-

нию с клетками в ядре опухоли (TC). Установле-
но, что экспрессия PLLP в опухолевых клетках
PBZ ниже, чем в клетках ядра опухоли [78].

Демиелинизирующие заболевания

Префронтальная кора составляет значитель-
ную часть ЦНС и играет важную роль в формиро-
вании социального поведения человека. Изучение
профиля экспрессии генов в клетках префрон-

Рис. 4. Возможное участие PLLP в везикулярном внутриклеточном транспорте посредством механизма сортировки
белков SNARE. 1) Взаимодействие белка-карго с рецептором иницирует образование окаймленной ямки с привлече-
нием окаймляющих белков, белков семейства Rab, а также v-SNARE (везикулярные SNARE). Привлечение специфи-
ческих везикулярных SNARE может осуществляться путем их взаимодействия с PLLP через EpsinR. 2) Образование и
отпочковывание окаймленной везикулы. 3) Удаление окаймляющих белков с поверхности везикулы. 4) Специфиче-
ское узнавание белка семейства Rab заякоривающим белком приводит к закреплению везикул вблизи поверхности
эндосомы. 5) Образование комплекса транс-SNARE. 6) Комплекс транс-SNARE опосредует слияние везикулы с эн-
досомой. 7) Распутывание комплекса транс-SNARE белком NSF позволяет рассортировать высвободившиеся белки
v-SNARE и t-SNARE (таргетные SNARE) для их повторного использования в везикулярном транспорте и эндоцитозе.
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тальной коры головного мозга у людей разного
возраста показало, что плазмолипин более значи-
тельно вовлечен в регуляцию экспрессии генов,
отвечающих за функционирование клеток пре-
фронтальной коры у лиц 40–70 лет, чем в более
ранние периоды жизни [79]. Предполагают, что
PLLP вовлечен в развитие и поддержание нерв-
ной системы не только на стадии эмбриогенеза, но
и на протяжении всей жизни. Установлено, что
хроническая депривация сна может приводить к
истончению миелина, нарушению развития пред-
шественников олигодендроцитов и сопровождать-
ся снижением экспрессии генов, участвующих в
миелинизации, включая гены PLLP и CD-9. Экс-
прессия PLLP и других генов, участвующих в фор-
мировании миелина (OPALIN,Qk), сильно возрас-
тает уже через несколько часов после засыпания
[80–82]. По-видимому, нарушение дифференци-
ровки олигодендроцитов и, как следствие, нару-
шение миелинизации может приводить к шизо-
френии и большому депрессивному расстройству.
Анализ транскриптома клеток височной коры па-
циентов с этими заболеваниями выявил значи-
тельное снижение экспрессии PLLP и генов, свя-
занных с дифференцировкой олигодендроцитов
и структурными компонентами миелина [83–90].
Это представляет существенный интерес, по-
скольку в участке гена, кодирующего домен
ENTH EpsR, обнаружены полиморфизмы, ассо-

циированные с развитием шизофрении [63, 86,
91]. С помощью протеомного анализа образцов не-
окортекса, полученных от пациентов с болезнью
Альцгеймера, выявлено повышение количества
PLLP, что может указывать на его связь с разви-
тим данного заболевания [92].

Эндокринные заболевания
PLLP может быть вовлечен в развитие ослож-

нений, возникающих при сахарном диабете типа 2
(инсулиннезависимый сахарный диабет). К числу
таких осложнений относятся диабетическая стопа,
микро- и макроангиопатия, почечная недостаточ-
ность и ретинопатия, приводящая к слепоте. По-
казано, что уровень экспрессии PLLP и синтакси-
на 7 в образцах кожи пациентов с диабетом типа 2
значительно ниже, чем у здоровых людей. Вклад
PLLP связывают с его участием в регуляции сиг-
нального пути Notch, вовлеченного в регенера-
цию эпидермиса и заживление ран [63, 93, 94].

Дегенеративные заболевания глаз
Кератоконус – прогрессирующее дегенера-

тивное заболевание роговицы глаза, приводящее
к ухудшению зрительной функции. Этиология
этого заболевания до сих пор не известна. В ходе
анализа транскриптома образцов, полученных от

Рис. 5. В зрелых сортирующих эндосомах (SE/LE) PLLP может привлекать EpsR, который связывает эндосомный
Stx7, и осуществлять рециркуляцию Stx7 через апикальные рециркулирующие эндосомы (ARE) в области апикальной
мембрны. PLLP совместно с Stx7 может регулировать интернализацию CRB и рецептора Notch.
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пациентов с кератоконусом, установлено значи-
тельное снижение уровней экспрессии как PLLP,
так и Notch1 на начальных стадиях этого заболева-
ния по сравнению с уровнями в образцах, полу-
ченных от здоровых доноров. Это косвенно ука-
зывает на участие PLLP в поддержании нормаль-
ной структуры роговицы человека [95].

Системные заболевания

Саркоидоз – мультисистемное, воспалитель-
ное заболевание, отличительной чертой которого
является образование гранулем в пораженных ор-
ганах. В 95% случаев саркоидоза развиваются по-
ражения легких. В результате протеомного анали-
за обнаружено снижение количества PLLP в смы-
вах, полученных при бронхоальвеолярном лаваже
больных саркоидозом. Кроме того, выявлены су-
щественные изменения протеома, позволяющие
судить об активном участии различных цитоки-
нов в развитии саркоидоза [96]. Необходимо от-
метить обратную зависимость между экспрессией
PLLP и генов, кодирующих некоторые цитокины
и факторы роста (IL-1, IL-6, IL-8, VEGFA), что
может косвенно указывать на возможное участие
PLLP в механизмах регуляции экспрессии этих
генов [83, 84, 97–101].

Генетические заболевания

Гиперальфалипопротеинемия – редкое забо-
левание, вызванное нарушением обмена липо-
протеинов, при котором повышается содержание
липопротеинов высокой потности (HDL) в плаз-
ме крови. HDL участвуют в обратном транспорте
холестерина, обладают антиоксидантными и про-
тивовоспалительными свойствами, тем самым
способствуя кардиопротекции. При помощи пол-
ноэкзомного секвенирования образцов, получен-
ных от пациентов с гиперальфалипопротеинеми-
ей, выявлено несколько несинонимичных одно-
нуклеотидных полиморфизмов (nsSNP) в генах,
связанных с обменом липидов. Необходимо от-
метить, что в гене PLLP обнаружены три nsSNP,
что может указывать на возможность участия
PLLP в обмене липидов и развитии гиперальфа-
липопротеинемии [102]. Известно, что новосин-
тезированный белок apoA-I, секретируемый ге-
патоцитами и энтероцитами, участвует в биоге-
незе еще незрелых частиц HDL, взаимодействуя
с ATP-связывающим кассетным транспортером
типа A1 (ABCA1). Это взаимодействие опосреду-
ет отток клеточного холестерина и фосфолипи-
дов от клеточной мембраны к apoA-I с последую-
щим образованием дискоидных предшественни-
ков HDL (pre-β-HDL). Уменьшение количества
холестерина и фосфолипидов на плазматической
мембране приводит к подавлению оттока холе-
стерина, опосредованного ABCA1, в то время как

избыток холестерина и фосфолипидов приводит
к его увеличению. Таким образом, представлен-
ность холестерина на плазматических мембранах
гепатоцитов и энтероцитов может влиять на обра-
зование HDL [6, 103, 104]. Интересно, что в ре-
зультате замены A53V в молекуле PLLP появляет-
ся дополнительный ØxxØ-мотив, который может
облегчить олигомеризацию PLLP, необходимую
для образования и поддержания богатых холесте-
рином липидных рафтов.

На длинном плече хромосомы 16 (16q13), где
картирован ген PLLP человека, локализован так-
же локус гена BBS2 (16q13–21), мутации в кото-
ром вызывают синдром Барде–Бидля типа 2 –
редкое аутосомно-доминантное наследственное
заболевание, имеющее полиморфные клиниче-
ские проявления, включая колбочко-палочковую
дистрофию, ожирение, дисфункцию почек и ум-
ственную отсталость. Предполагают, что PLLP
может быть связан с развитием синдрома Барде–
Бидля типа 2 [21, 105].

Роль плазмолипина и его гомологов
в вирусной инфекции

Эндогенный ретровирус мышей Mus caroli
(McERV) считается родственным вирусу лейкоза
гиббонов (GALV), а также эндогенным ретрови-
русам M. dunni (MDEV) и M. musculus (MmERV)
[106]. В результате анализа, проведенного с помо-
щью бактериальных искусственных хромосом,
установленно, что PLLP может использоваться в
качестве рецептора для проникновения McERV в
клетку. Как уже отмечено ранее, PLLP человека и
мыши имеют высокую степень гомологии. McERV
способен эффективно заражать клетки как мы-
ши, так и человека, что имеет существенное зна-
чение в связи с высокой вероятностью межвидо-
вого переноса [106, 107].

Вирусы желтой головы (YHV) и синдрома бе-
лого пятна (WSSV) относятся к основным патоген-
ным вирусам белых креветок (Litopenaeus vannamei)
и черных тигровых креветок (Penaeus monodon),
они вызывают массовую гибель ракообразных в
условиях аквакультуры. Лимфоидные органы,
жабры и мягкие ткани головы относятся к основ-
ным мишеням YHV. Известно, что развитие ин-
фекций, вызванных YHV и WSSV, способствует
повышению экспрессии двух изоформ PLLP –
PmPLP1 и PmPLP2, которые синтезируются в
здоровых тканях лимфоидных органов, нервных
тканях, жабрах, гемоцитах и кишечнике креветок
и служат рецепторами для проникновения виру-
сов в клетку [108, 109].

Все эти данные указывают на возможное уча-
стие PLLP и его гомологов в патогенезе вирусных
инфекций. Известно, что часть вирусных белков
(например, ZIKV, SARS-CoV-2) содержит общий
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YxxØ-мотив, который обеспечивает их связыва-
ние с клеточными адаптерными белками, вовле-
ченными во внутриклеточный транспорт. PLLP
участвует во внутриклеточном транспорте белков,
часто обнаруживается на плазматической мембра-
не и способен привлекать белок EpsR, который, в
свою очередь, также может взаимодействовать с
адаптерными белками. Приведенные сведения
могут указывать на участие PLLP в регуляции
внутриклеточных механизмов, ответственных за
важные этапы жизненного цикла вирусов, напри-
мер, за проникновение вирусов в клетку [110, 111].

Обзор подготовлен при финансовой поддерж-
ке Российского фонда фундаментальных иссле-
дований (гранты № 17-29-06049 и № 20-04-60401).

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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PLASMOLIPIN AND ITS ROLE IN CELLULAR PROCESSES

A. A. Shulgin1, 2, *, T. D. Lebedev1, V. S. Prassolov1, and P. V. Spirin1

1 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2 Moscow Institute of Physics and Technology (State University), Dolgoprudny, Moscow Region, 141701 Russia

*e-mail: ashu69@mail.ru

Determination of mechanisms involved in the occurrence and development of malignant and neurodegener-
ative diseases is an important area of modern biomedicine. The identification of new molecular markers as-
sociated with intracellular signaling rearrangements which can be used for diagnostics and the development
of effective treatment approaches is a crucial task. One of such possible markers may be proteolipid plasmo-
lipin (PLLP). This proteolipid is one of the main components of the myelin sheath and plays an important
role in the development of nervous systtem and its normal functioning. PLLP is involved in intracellular
transport, lipid raft formation, and Notch signaling. It is considered that PLLP may be involved in develop-
ment of various disorders and pathologies such as cancer, schizophrenia, Alzheimer’s disease, type 2 diabetes.
PLLP and its homologues were identified as possible virus entry receptors. This review summarizes data on
the plasmolipin structure, its normal functions, and role in diseases.

Keywords: proteolipids, neurodegenerative diseases, Notch signaling, SNARE, MARVEL, intracellular
transport, lipid rafts, ion channels
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Появление новых вирусов и резистентных штаммов патогенных микроорганизмов стало мощным
стимулом для поиска новых лекарственных средств. Нуклеозиды – один из перспективных классов
природных соединений, на основе которых уже создано более ста лекарственных препаратов, вклю-
чая противовирусные, антибактериальные и противоопухолевые средства. В обзоре рассмотрены
структурно-функциональные особенности и механизмы действия известных аналогов нуклеози-
дов, обладающих противовирусной, антибактериальной или антипротозойной активностью. Осо-
бое внимание уделено механизмам, которые определяют противовирусный эффект аналогов нук-
леозидов, содержащих гидрофобные фрагменты. В зависимости от структуры и положения гидро-
фобного заместителя такие нуклеозиды могут либо блокировать процесс проникновения вирусов в
клетки, либо ингибировать стадию репликации их геномов. Проведено сравнение механизмов ин-
гибирования вирусных ферментов соединениями нуклеозидной и ненуклеозидной природы. Рас-
смотрены стадии создания антипаразитарных препаратов, которые базируются на данных об осо-
бенностях метаболических превращений нуклеозидов в организме человека и организме паразита.
Описан новый подход к созданию лекарственных препаратов, основанный на использовании про-
лекарственных форм модифицированных нуклеозидов, которые в результате метаболических про-
цессов конвертируются в эффективный лекарственный препарат непосредственно в целевом орга-
не или ткани. Такая стратегия позволяет уменьшить общую токсичность препарата для человека и
увеличить эффективность его действия на клетки, пораженные вирусом.

Ключевые слова: биосинтез нуклеозидов, антибактериальная активность, противовирусная актив-
ность, антипротозойная активность, РНК-вирусы, SARS-CoV-2, ферменты-мишени, гидрофобные
производные нуклеозидов
DOI: 10.31857/S0026898421050104

ВВЕДЕНИЕ
Быстро мутирующие РНК-содержащие виру-

сы представляют серьезную опасность для чело-
вечества. Пандемия COVID-19, вызванная новым

коронавирусом тяжелого респираторного син-
дрома (SARS-CoV-2) в 2020 году, обнажила проб-
лему нехватки универсальных противовирусных
средств. Вирусы относятся к облигатным парази-

С. Н. Михайлов

1 Этот обзор посвящен памяти доктора химических наук, профессора Сергея Николаевича Михайлова (1949–2020 гг.) – вы-
дающегося ученого, наставника и учителя. Вся научная жизнь С. Н. Михайлова связана с Институтом молекулярной био-
логии РАН. С 1995 г. по 2020 г. он возглавлял лабораторию дизайна и синтеза биологически активных соединений. Он внес
большой вклад в развитие энзимологии и химии нуклеозидов. Последние годы жизни С.Н. Михайлов посвятил конструи-
рованию новых противовирусных агентов на основе нуклеозидов и их аналогов.
Cокращения: ННИОТ – ненуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы; ОТ – обратная транскриптаза; ФРПФ – 5-
фосфорибозил-1-пирофосфат; CMV (сytomegalovirus) ‒ цитомегаловирус; HBV (hepatitis B virus) ‒ вирус гепатита В; HCV
(hepatitis C virus) ‒ вирус гепатита C; HSV (herpes simplex virus) ‒ вирус простого герпеса; IMPDH (inosine-5'-monophos-
phate dehydrogenase) ‒ инозин-5'-монофосфатдегидрогеназа; MERS-CoV (Middle East respiratory syndrome coronavirus) ‒ корона-
вирус ближневосточного респираторного синдрома; PfPNP (Plasmodium falciparum purine-nucleosidephosphorylase) – пуриннук-
леозидфосфорилаза из Plasmodium falciparum; RdRp – РНК-зависимая РНК-полимераза; SARS-CoV (severe acute respiratory syn-
drome coronavirus) ‒ коронавирус тяжелого острого респираторного синдрома; VZV (varicella zoster virus) ‒ вирус
варицелла-зостер.
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там, геном которых кодирует минимальный на-
бор ферментов и белков, необходимых для репли-
кации и сборки вирусных частиц. Для биосинтеза
строительных блоков (мономеров) используются
ферменты клетки, поэтому воспроизведение ви-
руса возможно только в инфицированной им
клетке. Можно выделить два основных типа про-
тивовирусных препаратов: первые препятствуют
проникновению вируса в клетку, вторые нарушают
репликацию вирусного генома в зараженной клет-
ке. Аналоги нуклеозидов могут быть активными
противовирусными средствами, причем механизм
их действия зависит от типа и положения замести-
телей. Огромный интерес к созданию противови-
русных лекарственных препаратов не ограничива-
ется рассмотрением классических подходов, а по
мере появления новых технологий получают раз-
витие и новые направления в этой области [1‒5].

Лекарственные средства на основе нуклеози-
дов используют и для лечения инфекционных за-
болеваний, вызываемых бактериями, простей-
шими и грибами. Возникновение резистентности
у патогенных микроорганизмов к применяемым
препаратам − это серьезная проблема, с которой
столкнулось человечество из-за повсеместного,
далеко не всегда оправданного, использования
антибиотиков. Именно поэтому разработка но-
вых противомикробных средств была и остается
актуальной. В обзоре мы обсуждаем и стратегию
поиска антипротозойных соединений для лече-
ния социально значимых инфекционных заболе-
ваний [6‒9].

Создание лекарственных препаратов на осно-
ве природных соединений ‒ классический под-
ход, который хорошо себя зарекомендовал. К на-
стоящему времени на основе нуклеозидов созда-
но около ста лекарственных препаратов, причем
половина из них относится к противовирусным и
четверть ‒ к противоопухолевым препаратам [10].
Природные нуклеозиды имеют разнообразную
структуру, они входят в состав нуклеотидов, ДНК,
РНК, коферментов. Только из тРНК выделено бо-
лее 140 минорных нуклеозидов, а из различных при-
родных источников ‒ около 100 дисахаридных нук-
леозидов и 200 нуклеозидных антибиотиков, в
структуре которых имеются дополнительные функ-
циональные группы и гидрофобные остатки. Биб-
лиотека природных нуклеозидов содержит около
600 соединений, которые служат основой для созда-
ния новых биологически активных соединений [11].

В предлагаемом обзоре стратегии создания
противовирусных и противопаразитарных препа-
ратов проанализированы в контексте особенно-
стей метаболизма нуклеозидов в различных орга-
низмах. Детально рассмотрены те особенности
структуры аналогов нуклеозидов, которые опре-
деляют механизм их лекарственного действия.

МЕТАБОЛИЗМ НУКЛЕОЗИДОВ – КЛЮЧ
К ПОНИМАНИЮ МЕХАНИЗМА ДЕЙСТВИЯ 

ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ

В отличие от большинства лекарственных пре-
паратов нуклеозиды и их аналоги в организме чело-
века сначала подвергаются действию ряда фермен-
тов клеточного метаболизма, которые переводят их
в активные формы (нуклеотиды). Схема метабо-
лизма различных модифицированных нуклеозидов
на начальном этапе после попадания в организм
довольно консервативна. Эти соединения обычно
проникают в клетки и в результате ферментативно-
го фосфорилирования последовательно превра-
щаются в нуклеозид-5'-моно-, ди- и трифосфаты
(NMP, NDP и NTP соответственно). Эти метабо-
литы затем ингибируют один или несколько фер-
ментов биосинтеза ДНК или РНК (в том числе
вирусные полимеразы). В клетке соотношения
нуклеозидфосфатов (NMP : NDP : NTP) для про-
изводных разных нуклеозидов отличаются. Оно
зависит от скорости фосфорилирования исход-
ного нуклеозида. Первая стадия фосфорилирова-
ния (образование NMP) обычно скоростьлимити-
рующая и, следовательно, наиболее важная для ак-
тивации. В целом равновесие нуклеозид N ↔ NTP в
клетке сдвинуто в сторону образования трифос-
фатов. Также следует отметить, что концентра-
ции NTP в клетке значительно превышают кон-
центрации NMP, NDP, а также нуклеозидов,
участвующих в метаболических процессах, необ-
ходимых для роста, поддержания жизнедея-
тельности организма и для его воспроизведе-
ния (табл. 1) [12]. Эти превращения неразрывно
связаны с биосинтезом нуклеозидов, нуклеоти-
дов и нуклеиновых кислот в клетке, поэтому зна-
ние особенностей биосинтеза нуклеотидов – ключ

Таблица 1. Концентрации метаболитов, участвующих
в биосинтезе пуриновых нуклеозидовa

 aВ таблице обобщены данные, приведенные в обзоре Traut T.W.
[12]. b Концентрации нуклеотидов измерены в клетках крови
человека, концентрации оснований и нуклеозидов измере-
ны во внеклеточной жидкости.

Метаболит Сb, мкМ

ATP 2102
GTP 305
ADP 137
GDP 36
AMP 82
GMP 32
Ado 0.5
Guo 0.9
Ade 0.4
Gua 97
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Рис. 1. Биосинтез пуриновых и пиримидиновых нуклеозидов/нуклеотидов. Цифрами обозначены ферменты. Биосин-
тез пуринов: 1) фосфорибозилпирофосфат-синтетаза (EC 2.7.6.1); 2) амидофосфорибозилтрансфераза (EC 2.4.2.14); 3)
фосфорибозиламин-глицин-лигаза (EC 6.3.4.13), фосфорибозилглицинамидформилтрансфераза (EC 2.1.2.2), фосфо-
рибозилформилглицинамидинсинтетаза (EC 6.3.5.3), фосфорибозилформилглицинамидин-циклолигаза (EC 6.3.3.1),
фосфорибозиламиноимидазолкарбоксилаза (EC 4.1.1.21), 5-(карбоксиамино)имидазол-рибонуклеотидмутаза
(EC 5.4.99.18), фосфорибозиламиноимидазолсукцинокарбоксамидсинтетаза (EC 6.3.2.6), аденилосукцинатлиаза
(EC 4.3.2.2), фосфорибозиламиноимидазолкарбоксамидформилтрансфераза (EC 2.1.2.3); 4) аденилосукцинатсинте-
таза (EC 6.3.4.4); 5) аденилосукцинатлиаза (EC 4.3.2.2); 6) аденилаткиназа (EC 2.7.4.3); 7) нуклеозиддифосфаткиназа
(EC 2.7.4.6); 8) аденилатнуклеозидаза (EC 3.2.2.4); 9) аденинфосфорибозилтрансфераза (EC 2.4.2.7); 10) пуриннуклео-
зидфосфорилаза (EC 2.4.2.1); 11) аденозиндезаминаза (EC 3.5.4.4); 12) гуанозин-инозинкиназа (EC 2.7.1.73); 13) пурин-
нуклеозидфосфорилаза (EC 2.4.2.1); 14) инозин-5'-монофосфат-дегидрогеназа (EC 1.1.1.205); 15) гуанилатсинтетаза
(EC 6.3.5.2); 16) гуанилаткиназа (EC 2.7.4.8); 17) нуклеозиддифосфаткиназа (EC 2.7.4.6); 18) гипоксантин-гуанин-фос-
форибозилтрансфераза (EC 2.4.2.8); 19) пуриннуклеозидфосфорилаза (EC 2.4.2.1); 20) гуанозин-инозинкиназа
(EC 2.7.1.73); 21) гуаниндезаминаза (EC 3.5.4.3); 22) пуриннуклеозидфосфорилаза (EC 2.4.2.1); 23) ксантингуанинфос-
фориботрансфераза (EC 2.4.2.22); 24) гуанозин-инозинкиназа (EC 2.7.1.73); 25) гуанозин-5’-монофосфатредуктаза
(EC 1.7.1.7); 26) гипоксантин-гуанинфосфорибозилтрансфераза (EC 2.4.2.8); 27) рибонуклеозиддифосфатредуктаза
(EC 1.17.4.1); 28) нуклеозиддифосфаткиназа (EC 2.7.4.6); 29) рибонуклеозиддифосфатредуктаза (EC 1.17.4.1); 30) нук-
леозиддифосфаткиназа (EC 2.7.4.6). Биосинтез пиримидинов: 1) карбамоилфосфатсинтаза (EC 6.3.5.5); 2) аспартат-
карбамоилтрансфераза (EC 2.1.3.2), дигидрооротаза (EC 3.5.2.3), дигидрооротат-дегидрогеназа (EC 1.3.99.11); 3) оро-
тат-фосфорибозилтрансфераза (EC 2.4.2.10); 4) оротидин-5'-фосфатдекарбоксилаза (EC 4.1.1.23); 5) уридилаткиназа
(EC 2.7.4.22); 6) нуклеозиддифосфаткиназа (EC 2.7.4.6); 7) цитидин-5'-трифосфат-синтаза (EC 6.3.4.2); 8) рибонуклео-
зиддифосфатредуктаза (EC 1.17.4.1); 9) нуклеозиддифосфаткиназа (EC 2.7.4.6); 10) дезоксиуридинтрифосфатдифосфа-
таза (EC 3.6.1.23); 11) тимидилатсинтаза (EC 2.1.1.45); 12) тимидилаткиназа (EC 2.7.4.9); 13) нуклеозиддифосфаткиназа
(EC 2.7.4.6); 14) уридин-цитидинкиназа (EC 2.7.1.48); 15) нуклеозиддифосфаткиназа (EC 2.7.4.6); 16) дезоксицитидин-
5′-трифосфат-дезаминаза (EC 3.5.4.13); 17) цитидилаткиназа (EC 2.7.4.14); 18) нуклеозиддифосфаткиназа (EC 2.7.4.6);
19) нуклеозидгидролаза (EC 3.2.2); 20) цитозиндезаминаза (EC 3.5.4.1); 21) урацилфосфорибозилтрансфераза
(EC 2.4.2.9); 22) цитидиндезаминаза (EC 3.5.4.5); 23) уридин-цитидинкиназа (EC 2.7.1.48); 24) уридинфосфорилаза
(EC 2.4.2.3); 25) цитидиндезаминаза (EC 3.5.4.5); 26) тимидинкиназа (EC 2.7.1.21); 27) тимидинфосфорилаза
(EC 2.4.2.4); 28) тимидинфосфорилаза (EC 2.4.2.4). Обозначения: ФРПФ ‒ 5-фосфорибозил-1-пирофосфат; IMP ‒
инозин-5'-монофосфат; OMP ‒ оротидин-5'-монофосфат; sAMP ‒ аденилосукцинат; XMP ‒ ксантозин-5'-монофос-
фата; Xao ‒ ксантозин, Xan ‒ ксантин; Thy ‒ тимин; Thd ‒ тимидин, Hyp ‒ гипоксантин. Упрощенная схема биосин-
теза составлена на основании данных по метаболическим превращениям нуклеозидов/нуклеотидов [12‒14].
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к пониманию механизма действия биологически
активных производных нуклеозидов.

Пути биосинтеза нуклеозидов

Биосинтез пуриновых и пиримидиновых нук-
леозидов и нуклеотидов (рис. 1) реализуется в ор-
ганизме двумя путями. Основной путь (de novo)
представляет собой сложный, многоступенчатый и
энергоемкий процесс образования гетероцикличе-

ских оснований в присутствии различных доноров
углерода и азота с последующим формированием из
них нуклеозидов. Дополнительный путь биосинте-
за нуклеозидов, “реутилизационный” (salvage path-

ways), позволяет клеткам повторно использовать
свободные азотистые основания, которые образу-
ются в результате ферментативного расщепления
нуклеозидов в обменных процессах. Это обеспе-
чивает экономичность метаболизма в организме.
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Ключевая реакция биосинтеза de novo пурино-
вых нуклеотидов ‒ образование 5-фосфорибо-
зил-1-амина в результате переноса амидной груп-
пы глутамина на 5-фосфорибозил-1-пирофосфат
(ФРПФ) под действием амидофосфорибозил-
трансферазы. Далее осуществляется сборка пури-
нового гетероциклического основания на основе
5-фосфорибозил-1-амина при участии различ-
ных доноров углерода и азота с образованием
инозин-5'-монофосфата (IMP) ‒ метаболическо-
го предшественника пуриновых нуклеотидов.
IMP метаболизируется в AMP и GMP через обра-
зование промежуточных соединений: аденило-
сукцината (sAMP) и ксантозин-5'-монофосфата
(XMP) ‒ с последующим фосфорилированием
специфическими нуклеозидмонофосфат- и нук-
леозиддифосфаткиназами до активных трифос-
фатных форм (ATP и GTP) [13] (см. “Биосинтез
пуринов” на рис. 1).

В отличие от синтеза пуринов пиримидиновое
гетероциклическое основание изначально синте-
зируется на основании глутамина, СО2 и ATP с
образованием карбамоилфосфата. В ходе ряда
превращений образованная из карбамоилфосфа-
та оротовая кислота связывается с рибозо-5'-фос-
фатом под действием оротатфосфорибозилтранс-
феразы с образованием оротидин-5'-монофосфа-
та (OMP) – исходного субстрата для биосинтеза
пиримидиновых нуклеотидов de novo (см. “Био-
синтез пиримидинов” на рис. 1). Дальнейшее де-
карбоксилирование приводит к образованию
промежуточного продукта биосинтеза ‒ уридин-
5'-монофосфата (UMP), который в результате по-
следовательного фосфорилирования превраща-
ется в активный уридин-5'-трифосфат (UTP).
UTP участвует в образовании цитидин-5'-три-
фосфата (CTP) под действием цитидин-5'-три-
фосфатсинтазы, катализирующей амидирование
UTP путем ATP-зависимого замещения кетогруп-
пы урацила на амидную группу глутамина [13, 14].

Дезоксирибонуклеотиды (dATP, dGTP и
dCTP), включаемые в состав ДНК, образуются
de novo из рибонуклеозид-5'-дифосфатов под дей-
ствием рибонуклеозиддифосфатредуктаз и нук-
леозиддифосфаткиназ (рис. 1). Тимидин-5'-три-
фосфат (dTTP) образуется в серии ферментативных
реакций, включающих превращение дезоксиури-
дин-5'-трифосфата (dUTP) в дезоксиуридин-5'-мо-
нофосфат (dUMP) под действием дезоксиуридин-
трифосфатазы, метилирование dUMP с образова-
нием dTMP, катализируемое тимидилатсинтазой,
и последовательное фосфорилирование dTMP
нуклеотидкиназами. Бóльшая часть dUTP (око-
ло 75%), используемая для синтеза dTTP, обра-
зуется в результате дезаминирования dCTP под
действием дезоксицитидинтрифосфат-дезами-
назы, а не непосредственно из UDP под дей-
ствием рибонуклеотидредуктазы и нуклеозидди-
фосфаткиназы [13].

“Реутилизационный” путь биосинтеза осно-
ван на присоединении молекулы ФРПФ к сво-
бодному азотистому основанию (образующему-
ся в результате распада нуклеиновых кислот и
последующего ферментативного расщепления
нуклеотидов), при этом ФРПФ-зависимое фосфо-
рибозилирование пуринов катализируют аденин-
фосфорибозилтрансфераза, ответственная за обра-
зование AMP из аденина, и гипоксантин-гуа-
нинфосфорибозилтрансфераза, катализирую-
щая образование IMP и GMP из гипоксантина и гу-
анина соответственно. Для пути “реутилизации”
одна из основных стадий – сопровождающееся
фосфоролизом расщепление N-гликозидной свя-
зи пуриновых нуклеозидов пуриннуклеозидфос-
форилазой, а пиримидиновых нуклеозидов ‒
пиримидиннуклеозидфосфорилазой и уридин-
фосфорилазой. Все эти ферменты, катализиру-
ют обратимое расщепление гликозидной связи
соответствующих рибо- и дезоксирибонуклео-
зидов в присутствии неорганического фосфата с
образованием гетероциклического основания и
рибозо/дезоксирибозо-1-фосфата. Термодинами-
ческое равновесие реакций смещено в сторону
синтеза нуклеозидов [15], причем в случае пурино-
вых нуклеозидов более значительно [16]. Ключевой
фермент фосфоролиза пиримидиновых нуклео-
зидов ‒ уридинфосфорилаза, катализирующая
обратимое расщепление уридина, 2'-дезоксиури-
дина и тимидина до соответствующих гетероцик-
лических оснований и рибозо-1-фосфата. Даль-
нейшее превращение нуклеозидов в нуклеотиды
катализирует уридин-цитидинкиназа, фосфори-
лирующая уридин и цитидин до 5'-монофосфат-
ных форм с одинаковой эффективностью [17].

Дополнительный путь биосинтеза пиримиди-
новых дезоксирибонуклеотидов заключается в
фосфорилировании тимидина до dTMP под дей-
ствием тимидинкиназы. Ключевую роль играет и
фосфоролитическое расщепление дезоксиуриди-
на и тимидина под действием тимидинфосфори-
лазы; при этом термодинамическое равновесие
смещено в сторону образования нуклеозидов [13].

Таким образом, метаболизм нуклеозидов/нук-
леотидов представляет собой сложный многосту-
пенчатый процесс, включающий большой набор
ферментов и реакций, преобразующих нуклеоти-
ды, нуклеозиды и азотистые основания. Обладая
структурным сходством с природными субстра-
тами, лекарственные соединения нуклеозидной
природы могут влиять на разные стадии биосин-
теза нуклеозидов.

Основные различия биосинтеза нуклеозидов de novo 
у разных организмов. Принципы создания 

антипаразитарных препаратов

Пуриновый и пиримидиновый биосинтез
de novo есть у всех живых организмов всех трех до-
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менов: бактерий, архей и эукариот [18]. Пути био-
синтеза у бактерий и эукариот практически оди-
наковы, а у архей отличаются [19]. В геномах бак-
терий и архей кластеры генов, кодирующих
ферменты биосинтеза de novo, организованы по-
разному [20, 21]. Регуляция транскрипции этих
генов также различается [19, 20]. Но ферменты,
участвующие в биосинтезе, у бактерий и архей
одинаковы, в то время как у некоторых эукариот
ряд ферментов биосинтеза de novo отличается
[18]. Так, у дрожжей Saccharomyces cerevisiae актив-
ные центры карбамоилфосфатсинтетазы (CPSase;
EC 6.3.5.5) и аспартаткарбамоилтрансферазы
(ATCase; EC 2.1.3.2) встроены в общую полипеп-
тидную цепь, которая содержит также неактивный
вариант дигидрооротазы (DHOase; EC 3.5.2.3). Для
пиримидинового биосинтеза клетки млекопита-
ющих используют трифункциональный белок
дигидрооротатсинтетазу, который содержит в од-
ной полипептидной цепи три активных центра, вы-
полняющих поочередно функции CPSase, ATCase,
и DHOase [18, 20], и бифункциональный белок, в
полипептидную цепь которого встроены актив-
ные центры оротатфосфорибозилтрансферазы
(OPRTase; EC 2.4.2.10) и оротодин-5'-монофос-
фат-декарбоксилазы (OMPdecase; EC 4.1.1.23) [20].
Ферменты пиримидинового биосинтеза у низших
эукариот находятся в митохондриях, а у млекопи-
тающих − в цитозоле клеток [18, 20], что обеспе-
чивает максимальную компактность реакцион-
ного пространства при синтезе de novo в клетках
млекопитающих. Биосинтез de novo на 95% обес-
печивает клетки нуклеотидами IMP и UMP [18].
Вирусы и фаги, как инфекционные агенты, раз-
множающиеся только в живых клетках, использу-
ют в своем инфекционном цикле синтезирован-
ные хозяином нуклеозиды/нуклеотиды [22].

В процессе эволюции некоторые организмы
утратили часть генов, необходимых для пурино-
вого либо пиримидинового синтеза de novo. Это
ауксотрофы – их существование возможно толь-
ко при наличии в питательной среде производ-
ных пуринов/пиримидинов. Они могут паразити-
ровать в других организмах, в частности в орга-
низме человека, вызывая различные заболевания.
Ключевое значение для них имеет “реутилизаци-
онный” путь биосинтеза нуклеозидов. Следова-
тельно, ферменты, катализирующие реакции до-
полнительного пути нуклеотидного обмена (среди
них нуклеозидфосфорилазы), можно рассматри-
вать в качестве мишеней для создания антибактери-
альных и антипротозойных лекарственных средств
[23‒26]. К пуриновым ауксотрофам относятся та-
кие организмы, как гельминт Schistosoma mansoni,
вызывающий у человека эндемическое заболева-
ние – шистосомоз [25, 26], и малярийный плаз-
модий, Plasmodium falciparum, ‒ возбудитель тя-
желой формы малярии [23, 24]. К пиримидино-
вым ауксотрофам относится жгутиковый протист

Giardia lamblia [27‒29], который может паразити-
ровать в тонком кишечнике млекопитающих и
птиц, вызывая заболевание лямблиоз. Поиск эф-
фективных и высокоспецифичных ингибиторов
нуклеозидфосфорилаз ‒ одна из стратегий созда-
ния препаратов для лечения заболеваний, вызы-
ваемых перечисленными паразитами. На этом
пути уже достигнуты определенные результаты.
Детально были исследованы производные им-
муциллина (рис. 2), конформация которых близ-
ка предполагаемой переходной конформации
субстрата пуриннуклеозидфосфорилаз [30, 31].
Ранее сообщалось, что 5'-метилтиоиммуцилин-H
(5'-methylthio-immucillin-H; 5'-MT-ImmH) свя-
зывается с пуриннуклеозидфосфолазой Plasmodium
falciparum (PfPNP) в 112 раз эффективнее, чем с
пуриннуклеозидфосфорилазой эритроцитов че-
ловека (Kd 2.7 и 303 нМ соответственно). Скорее
всего, это обусловлено различным строением ак-
тивных центров этих двух пуриннуклеозидфосфо-
рилаз [31]. Предложено использовать 5'-MT-ImmH
в качестве ингибитора PfPNP при лечении маля-
рии у человека [9, 31, 32]. Другое производное им-
муциллина, DADMe-Immucillin-G (BCX4945), в
настоящее время проходит доклинические испы-
тания. Уже продемонстрирована его высокая эф-
фективность при лечении малярии на модели
обезьян [33]. Структура его комплекса с пурин-
нуклеозидфосфорилазой эритроцитов человека
исследована методом ЯМР [34].

МЕХАНИЗМ ПРОТИВОВИРУСНОГО 
ДЕЙСТВИЯ НУКЛЕОЗИДОВ

Ингибиторы полимераз

Механизм биологической активности боль-
шинства противовирусных лекарственных пре-
паратов на основе нуклеозидов и их аналогов свя-
зан с их внутриклеточным превращением в 5′-мо-
но-, ди- и трифосфаты под действием вирусных и
клеточных киназ с последующим включением в
нуклеиновые кислоты, что приводит к ингибиро-
ванию репликации вирусного генома [3]. Геном
вируса кодирует ряд белков и ферментов, необхо-
димых для размножения вируса в инфицирован-
ной клетке, при этом поддержание жизненного
цикла вируса осуществляется за счет метаболиче-
ских путей клетки-хозяина с вовлечением соот-
ветствующих ферментов.

Вирусные ферменты, участвующие в реплика-
ции вирусных нуклеиновых кислот, представле-
ны РНК-зависимой РНК-полимеразой (РНК-со-
держащие вирусы), РНК-зависимой ДНК-поли-
меразой (ретровирусы), ДНК-зависимой ДНК-
полимеразой и ДНК-зависимой РНК-полимера-
зой для ДНК-содержащих вирусов. Вирусы про-
стого герпеса (HSV), помимо ДНК-полимеразы
как основного фермента репликации, кодируют
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тимидинкиназу, которая в клетке осуществляет
5'-монофосфорилирование нуклеозидов и их
аналогов [35]. Вирусные ферменты обладают, как
правило, меньшей специфичностью, чем фермен-
ты клетки-хозяина, что обусловливает высокую
скорость размножения вирусов и быстрое разви-
тие устойчивости к действию лекарственных пре-
паратов.

Действие нуклеозидов и их аналогов может
быть нацелено на ингибирование синтеза нукле-
иновых кислот вирусов, увеличение частоты ле-
тальных мутаций вирусных геномов (летальный
мутагенез), возможны и другие механизмы их
действия, направленные на ингибирование био-
синтеза нуклеозидов [4]. У вирусов в синтезе нук-
леиновых кислот участвуют ферменты, отличные
от клеточных: ДНК-зависимая ДНК-полимераза,
РНК-зависимая ДНК-полимераза (обратная тран-
скриптаза, ОТ), РНК-зависимая РНК-полимераза.
Нуклеозидные аналоги в форме NTP нацелены на
подавление синтеза вирусных РНК/ДНК различ-
ными путями, которые представлены на рис. 3.

Любой модифицированный нуклеозид-5'-три-
фосфат может ингибировать синтез нуклеиновых
кислот либо как конкурентный ингибитор вклю-
чения природного NTP в растущую цепь нуклеи-
новой кислоты (рис. 3а), либо как терминатор ро-
ста цепи за счет встраивания нуклеозид-5'-три-
фосфата, не содержащего гидроксильной группы
в 3'-положении, в растущую цепь РНК/ДНК
(рис. 3б). В качестве терминаторов роста цепи мо-
гут выступать также нуклеозид-5'-трифосфаты,
содержащие стерически малодоступную для про-

текания ферментативной реакции гидроксиль-
ную группу в 3'-положении. Например 3'-метил-
UTP, который представляет собой терминирую-
щий субстрат РНК-полимеразы Escherichia coli,
может быть использован для секвенирования
нуклеиновых кислот. В этом соединении 3'-ме-
тильная группа, которая замещает протон, суще-
ственно уменьшает реакционную способность
3'-гидроксильной группы [36, 37].

Возможно также кинетическое терминирова-
ние роста цепи нуклеиновой кислоты ‒ когда мо-
дифицированный нуклеозид-5'-трифосфат может
быть встроен в растущую цепь, но скорость его
включения и последующая элонгация цепи сильно
замедлены в сравнении с природным NTP. Кине-
тическое терминирование может быть результа-
том внутримолекулярных или межмолекулярных
стерически неоптимальных взаимодействий фер-
мента с модифицированным нуклеозид-5'-три-
фосфатом, а также нарушением водородных свя-
зей между матрицей и праймером (рис. 3в). В ре-
зультате синтез цепи нуклеиновой кислоты
останавливается. Это явление было впервые опи-
сано на рубеже 90-х годов XX века [37‒39]. В
условиях односубстратной реакции, когда к пред-
синтезированной праймерной РНК вместе с при-
родным UTP добавляли D-алло-диастереомер
или L-тало-диастереомер 5'-метил-UTP (5'-aMe-
UTP и 5'-tMe-UTP), 5'-aMe-UTP включался при-
мерно в 100 раз, а 5'-tMe-UTP – в 1000 раз менее
эффективно, чем природный субстрат UTP [38, 39].
В отсутствие UTP, природного субстрата РНК-
полимеразы, к предсинтезированной РНК в этом

Рис. 2. Структуры иммуциллинов.
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случае присоединялось не более двух 5'-С-метил-
уридиновых остатков, то есть эффективность по-
следующего включения аналогов снижалась еще
в большей степени по сравнению с условиями, в
которых к ферменту добавляли смесь UTP и
5'-aMe-UTP или 5'-tMe-UTP [38, 39].

Еще один механизм антивирусной активности
соединений на основе нуклеозидов – это “леталь-
ный мутагенез”. Мутации при включении моди-
фицированного нуклеозида в цепь РНК/ДНК
могут приводить к образованию нежизнеспособ-
ных штаммов вируса (рис. 3г) [40]. Кроме того,
наличие в клетке модифицированных нуклеози-
дов, а также соответствующих им NMP, NDP и
NTP, может вызывать ингибирование биосинтеза
нуклеиновых кислот за счет изменения концен-
траций природных NMP, NDP и NTP и их соот-
ношений. Ниже рассмотрены основные механиз-
мы действия ряда известных лекарственных пре-
паратов.

Большинство нуклеозидных/нуклеотидных ана-
логов лекарственных препаратов, используемых в

качестве противовирусных агентов, действуют как
ингибиторы и терминаторы синтеза ДНК или
РНК [2, 5].

Клинически одобренные лекарственные пре-
параты ацикловир, ганцикловир, пенцикловир
(табл. 2), представляющие собой ациклические
аналоги нуклеозидов, а также их пролекарства, уве-
личивающие пероральную биодоступность (вала-
цикловир, валганцикловир и фамцикловир), ак-
тивны в отношении ДНК-содержащих вирусов:
HSV и цитомегаловируса (CMV) [1]. Эти лекар-
ственные препараты ингибируют полимеразы HSV
и CMV, а также терминируют репликацию, дей-
ствуя в форме трифосфатов. Геномы вирусов се-
мейства Herpesviridae кодируют ряд ферментов
метаболизма нуклеиновых кислот: тимидинкина-
зу, тимидилатсинтазу, дезоксиуридинтрифосфа-
тазу и рибонуклеотидредуктазу [35]. Наибольший
интерес с точки зрения внутриклеточной актива-
ции нуклеозидов и их аналогов представляет тими-
динкиназа, катализирующая первую, скоростьли-
митирующую, стадию ‒ монофосфорилирование.

Рис. 3. Основные пути действия лекарственных препаратов нуклеозидной природы на синтез вирусных РНК/ДНК.
Трифосфатная форма аналога нуклеозида может выступать в качестве ингибитора РНК/ДНК-полимеразы (а), терми-
натора роста цепи РНК/ДНК (б), кинетического терминатора (в), а также действовать по механизму летального мута-
генеза (г). Обозначения: N-киназа ‒ нуклеозидкиназа; НК ‒ нуклеиновая кислота; М ‒ мутация; pppM – аналог нук-
леозид-5'-трифосфата; pppN – природный нуклеозид-5'-трифосфат; B – гетероциклическое основание; R = H, OH;
R' = H, OH.

OHO B

R R'

N-киназа
OpO B

R R'

NMP-киназа
OppO B

R R'

NDP-киназа

OpppO B

R R'

pppM

Вирусная
РНК/ДНК-полимераза

3'

5' 3'

5'

a) ИНГИБИТОР РНК/ДНК-ПОЛИМЕРАЗЫ
(ингибирование включения pppN)

3'

5' pM

5'

б) ТЕРМИНАТОР РОСТА ЦЕПИ PHK/ДHK
(отсутствие 3'OH-группы в pppM)

3'

5' pMpN

5'

в) КИНЕТИЧЕСКИЙ ТЕРМИНАТОР
(однократное/многократное
включение pppM в растущую цепь
уменьшает скорость включения pppN,
приводя к остановке синтеза НК)

T3'

5'

5'

M 3'

г) ЛЕТАЛЬНЫЙ МУТАГЕНЕЗ
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Тимидинкиназа HSV не относится к высокоспеци-
фичным ферментам, поэтому может фосфорили-
ровать не только тимидин, но и аналоги пуриновых
нуклеозидов. Лекарственные препараты, одобрен-
ные Управлением по санитарному надзору за каче-
ством пищевых продуктов и медикаментов США
(FDA) для лечения HSV, ацикловир и пенцик-
ловир после проникновения в клетку фосфори-
лируются вирусными тимидинкиназами, до со-
ответствующих монофосфатов [41‒45]. После-
дующее двухступенчатое фосфорилирование
ферментами клетки-хозяина: гуанилаткиназой
и нуклеозиддифосфаткиназой – приводят к об-
разованию их трифосфорилированных форм,
которые конкурируют с природным субстратом
dGTP за встраивание в ДНК и блокируют ее син-
тез [41]. Ганцикловир-5'-трифосфат и валган-
цикловир-5'-трифосфат включаются в вирусную
ДНК и блокируют репликацию вируса, “рабо-
тая” как кинетические терминаторы [43].

Аналог пуринового нуклеозида видарабин
(табл. 2), нацеленный на HSV и вирус варицелла-
зостер (VZV), в активной 5'-трифосфатной форме
останавливает репликацию вирусной ДНК по ме-
ханизму конкурентного ингибирования вирус-
ной ДНК-полимеразы, замещая dATP [46].

Следует отметить, что наряду с основным ме-
ханизмом действия аналогов нуклеозидов для них
известны другие пути и мишени (рибонуклеозид-
редуктаза, полиаденилирование РНК и S-аденозил-
гомоцистеингидролаза) [43]. Механизм противо-
вирусного действия аналогов 2'-дезоксиуридина
(идоксуридин, трифлуридин; табл. 2) подробно не
изучен. Предполагается, что эти соединения инги-
бируют синтез ДНК вирусов герпеса. После моно-
фосфорилирования вирусными специфичными
тимидинкиназами, а затем клеточными киназами
до 5'-трифосфатных форм эти лекарственные пре-
параты конкурируют с dTTP за встраивание в ви-
русную ДНК [47]. После монофосфорилирова-
ния вирусными тимидинкиназами 5-(трифторме-
тил)-2'-дезоксиуридин-5'-монофосфат необратимо
ингибирует тимидилатсинтазу, а его трифосфат
конкурирует с dTTP за включение в цепь ДНК,
синтезируемую ДНК-полимеразой [43]. Меха-
низм действия другого аналога 2'-дезоксиуриди-
на – бривудина (лекарственный препарат одобрен
для лечения вируса герпеса в ряде европейских
стран) ‒ заключается в кинетическом терминиро-
вании синтеза ДНК вирусов HSV-1 и VZV [47‒50].

В качестве терминаторов репликации вирусов
выступают также ациклические нуклеозидфосфо-
натные аналоги (цидофовир, адефовир дипивок-
сил, тенофовир дизопроксил фумарат; табл. 2), ме-
ханизм действия которых основан на наличии
фосфонатной связи (–PCO–) вместо обычной
фосфатной (–POC–). Это характерная особен-
ность нуклеотидных аналогов, активных в отно-

шении полимераз CMV, ВИЧ и вируса гепатита B
(HBV) [51]. Эти препараты изначально фосфори-
лируются клеточными киназами до фосфоноди-
фосфатных форм, поскольку их фосфонатная
группа имитирует 5'-монофосфат в нуклеотидах.
Как и в случае других модифицированных нук-
леозид-5'-трифосфатов, они конкурентно инги-
бируют включение природного субстрата в расту-
щую цепь ДНК и, как следствие, активность
ДНК-полимеразы. Фосфонатная связь, в отличие
от фосфатной, не может быть расщеплена фосфо-
диэстеразой, что обеспечивает высокую устойчи-
вость этих соединений в клетке [52, 53].

Лекарственные препараты адефовир и тено-
фовир способны обходить первую лимитирую-
щую стадию фосфорилирования во внутрикле-
точном метаболизме нуклеозидных аналогов. В
дифосфорилированных формах адефовир и тено-
фовир действуют в качестве альтернативных суб-
стратов и терминаторов цепи в реакции синтеза
ДНК, катализируемой обратной транскриптазой
ВИЧ (ОТ-ВИЧ) [54‒56]. Ингибирующее дей-
ствие адефовира и тенофовира на репликацию
HBV может быть связано с терминированием ро-
ста цепи вирусной ДНК в присутствии ОТ. Аде-
фовир и тенофовир в виде дифосфатов, очевидно,
обладают большей аффинностью к ОТ-ВИЧ (и
ОТ-HBV), чем к клеточным ДНК-полимеразам
α, β, γ, δ и ε [57, 58], и это может объяснить их се-
лективность в отношении ретровирусов и гепад-
навирусов.

Все препараты в группе нуклеозидных ингиби-
торов ОТ-ВИЧ (зидовудин, диданозин, зальцита-
бин, ставудин, ламивудин, абакавир, эмтрицита-
бин; табл. 2), известные как 2',3'-дидезоксинук-
леозидные аналоги, в виде 5'-трифосфатов
терминируют синтез вирусной ДНК. Механизм
их действия заключается в конкуренции с при-
родными субстратами за встраивание в вирус-
ную ДНК, синтезируемую ОТ-ВИЧ. Встроив-
шись, они терминируют рост цепи вследствие от-
сутствия 3'-ОН группы [59].

Недавно сообщалось, что ОТ ретровирусов и
гепаднавирусов имеют сходную структуру нук-
леотидсвязывающего кармана [60]. Вот почему
аналоги нуклеозидов, ингибирующие репродук-
цию ВИЧ: ламивудин и эмтрицитабин, ‒ оказы-
ваются эффективными и для лечения пациентов с
гепатитом B.

Механизм действия других нуклеозидных пре-
паратов (телбивудин и энтекавир; табл. 2) против
HBV также заключается в каскаде трифосфори-
лирования исходных нуклеозидов с последую-
щим ингибированием полимеразы HBV. Хотя
телбивудин содержит 3'-OH группу, обеспечива-
ющую удлинение цепи вирусной ДНК, альтерна-
тивный механизм действия может заключаться в
терминации роста цепи ДНК [2]. Энтекавир-5'-
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трифосфат ингибирует обратную транскрипцию,
осуществляемую HBV-полимеразой, тремя путя-
ми: (1) препятствует образованию ковалентного
комплекса HBV-полимеразы с растущей (–)цепью
вирусной ДНК (ингибирование прайминговой
активности HBV-полимеразы); (2) кинетически
терминирует синтез (–)цепи вирусной ДНК, встра-
иваясь в нее вместо dGTP; (3) кинетически терми-
нирует синтеза (+)цепи вирусной ДНК на матрице
(–)цепи, встраиваясь вместо dGTP. Данные моле-
кулярного моделирования и изучения фермента-
тивной активности позволяют предположить, что
уникальное свойство энтекавира ингибировать
сразу три вида активности HBV-полимеразы свя-
зано с оптимальным соответствием простран-
ственному расположению боковых групп амино-
кислотных остатков в хвостовой части сайта свя-
зывания NTP при сохранении всех ключевых
взаимодействий, характерных для природного
субстрата dGTP [61, 62]. Энтекавир-5'-трифосфат
ингибирует ДНК-полимеразу HBV (Ki 0.0012 мМ),
будучи слабым ингибитором клеточных ДНК-по-
лимераз α, β, δ (Ki 18–40 мМ) и митохондриаль-
ной ДНК-полимеразы (Ki > 160 мМ) [63], а телби-
вудин-5'-трифосфат практически не ингибирует
полимеразы клеток человека [64]. В отличие от
других ингибиторов HBV-полимеразы (ламиву-
дин, адефовир дипивоксил), энтекавир содержит
3'-ОН группу, что не предотвращает включения
еще нескольких нуклеотидов в синтезируемую
полимеразой цепь вирусной ДНК (кинетическая
терминация).

Софосбувир представляет собой ингибитор
РНК-зависимой РНК-полимеразы (NS5B) виру-
са гепатита С (HCV). Софосбувир подвергается
быстрому внутриклеточному метаболизму в пече-
ни с образованием активного аналога UTP, кото-
рый связывается с активным сайтом NS5B и далее
действует по механизму обрыва цепи, синтезиру-
емой вирусной РНК [65‒69]. Аминокислотная
последовательность активного сайта РНК-поли-
меразы NS5B высококонсервативна, что обеспе-
чивает высокую селективность и низкую токсич-
ность действия cофосбувира по результатам до-
клинических и клинических исследований [67].

Помимо ингибитора HBV-полимеразы энтека-
вира, к кинетическим терминаторам синтеза ви-
русных нуклеиновых кислот в ряду аналогов нук-
леозидов относится ингибитор HSV-полимеразы
бривудин, а также активный в отношении ряда
РНК-вирусов: Эбола, коронавируса ближнево-
сточного респираторного синдрома (MERS-CoV),
коронавирусов тяжелого острого респираторного
синдрома (SARS-CoV-1 и SARS-CoV-2) ‒ лекар-
ственный препарат ремдесивир (табл. 2) [70‒74].

Еще один лекарственный препарат − рибави-
рин (табл. 2) ‒ ингибирует отдельные стадии био-
синтеза нуклеотидов de novo, что снижает ско-

рость репликации вирусов в клетке. Исторически
считалось, что основной механизм действия риба-
вирина против ряда РНК-вирусов (HCV, респира-
торно-синцитиального вируса) заключается в ин-
гибировании инозин-5'-монофосфатдегидрогена-
зы и связанном с ним снижении уровня GTP [75],
необходимого для трансляции, транскрипции и
репликации генома РНК-вируса. Однако важны-
ми альтернативными механизмами противовирус-
ной активности рибавирин-5'-трифосфата может
быть конкурентное ингибирование РНК-поли-
меразы, а также летальный мутагенез [76], при
котором не происходит мгновенного ингибиро-
вания, а генерируются вирусные геномы, содер-
жащие ошибочные нуклеотиды. Рибавирин-5'-
трифосфат включается в РНК вместо ATP и GTP
и образует комплементарные пары с уридином и
цитидином, что резко увеличивает частоту мута-
ций, приводящих к появлению нежизнеспособ-
ных популяций РНК-вирусов [77‒79].

Лекарственный препарат фавипиравир (табл. 2),
первоначально одобренный в Японии в 2014 году
для лечения гриппа, оказался эффективным
средством против SARS-CoV-2 [80]. Существует
несколько мнений о механизме действия этого
соединения. Некоторые исследователи полагают,
что человеческая гипоксантин-гуанин-фосфори-
бозилтрансфераза играет ключевую роль в про-
цессе активации фавипиравира как аналога азо-
тистого основания, превращая фавипиравир в
5'-фосфорибозилированный метаболит, который
фосфорилируется киназами до активного 5'-три-
фосфата и затем ингибирует РНК-зависимую
РНК-полимеразу вируса, конкурируя с ее натив-
ными субстратами GTP и ATP [81, 82]. В других
исследованиях показано, что фавипиравир может
действовать и по механизму летального мутагене-
за [83, 84]. Фавипиравир, как и рибавирин, несет
карбоксамидную группу, присоединенную к
остатку триазола и свободно вращающуюся во-
круг С‒С связи, поэтому он может имитировать
как гуанин, так и аденин. Соответственно, кон-
цепция летального мутагенеза вируса, впервые
описанная для рибавирина [79], может быть спра-
ведлива и для фавипиравира.

Таким образом, аналоги нуклеозидов пред-
ставляют собой класс противовирусных агентов с
широким спектром биологической активности.
Уже доказана их эффективность в отношении ря-
да РНК-вирусов, включая ретровирус ВИЧ, пи-
корно-, тога-, рабдо-, покс- и герпесвирусы.

Пролекарственные формы 5'-нуклеозидфосфатов

Специфичность киназ, катализирующих после-
довательные стадии 5'-фосфорилирования нуклео-
зидов в клетке, ограничивает возможности приме-
нения нуклеозидов для лечения инфекционных за-
болеваний. Применение в качестве медицинских
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препаратов 5'-фосфорилированных форм модифи-
цированных нуклеозидов позволяет избежать пер-
вой скоростьлимитирующей стадии фосфорили-
рования нуклеозидов и повысить эффективность
их действия на зараженные вирусом клетки [102,
103]. Подобная стратегия имеет ряд недостатков,
так как введение полярной фосфатной группы в
состав модифицированных нуклеозидов суще-
ственно затрудняет проникновение таких соеди-
нений в клетку, а внутри они подвергаются дей-
ствию хозяйских фосфатаз. В связи с этим приме-
нение вместо 5'-фосфатных форм нуклеозидов
5'-фосфонатных производных, не подверженных
дефосфорилированию, повышает устойчивость
целевого соединения и улучшает его проникнове-
ние через клеточную мембрану. На основе фосфо-
натных производных нуклеозидов и их ацикличе-
ских аналогов разработан ряд лекарственных
средств, способных превращаться в трифосфори-
лированные формы и подавлять репликацию виру-
сов в клетке (рис. 4, табл. 2) [102, 104].

Фосфазид – нуклеозидный ингибитор обрат-
ной транскриптазы (НИОТ), применяемый в ан-
тиретровирусной терапии ВИЧ [104]. Отече-
ственный препарат на его основе Никавир®
(Nikavir) зарекомендовал себя как эффективный
нетоксичный препарат для проведения антиретро-
вирусной терапии. Ациклические аналоги фосфа-
зида, препараты адефовир и тенофовир, применя-
емые в антиретровирусной терапии, подавляют
репродукцию ВИЧ и HBV [102]. Для тенофовира
дизопроксил фумарата, выпущенного на рынок
в 2001 году, продемонстрирована повышенная
эффективность по сравнению с тенофовиром,
что связано с наличием двух биодеградируемых
гидрофобных остатков, улучшающих проник-
новение этого соединения в клетку. Цидофовир
(S-HPMPC) представляет собой производное
цитидина, модифицированное по рибофураноз-
ному фрагменту с сохранением 2'- и 5'-гидрок-
сильных групп, активное против большинства
ДНК-вирусов, в том числе полиомавирусов, па-

пилломавирусов, ортопоксвирусов, HCV, VZV, ви-
руса Эпштейна–Барр, аденовирусов и CMV [102].

Альтернативой фосфонатному методу счита-
ется ПРОТИД-технология (ПРОлекарство + нук-
леоТИД), которая была предложена в начале
90-х годов XX века [105, 106]. В основе этого под-
хода лежит химическая модификация нуклеозид-
5'-фосфатов путем введения двух липофильных
биодеградируемых остатков в состав фосфатной
группы (рис. 5). Полученные производные легко
проникают через клеточную мембрану, эффек-
тивно накапливаются в клетке, постепенно мета-
болизируются до биологически активных нуклео-
зид-5'-фосфатов. К преимуществам ПРОТИД-
технологии по сравнению с фосфонатным мето-
дом относится снижение токсичности модифи-
цированных нуклеозидов. Первые эксперименты
по применению ПРОТИД-технологии в антиви-
русной терапии связаны с применением арил-
фосфатных и фосфорамидатных производных
зидовудина [106]. На T-лимфоцитах (линия кле-
ток JM) было показано, что 5'-диарилфосфат зи-
довудина в концентрации порядка 10 мкM подав-
лял репликацию ВИЧ-1, в то время как исход-
ный зидовудин был практически не активен на
этой линии клеток. Замена одной арильной
группы на остаток аланина приводила к суще-
ственному увеличению ингибиторной активно-
сти 5'-аланил(арил)фосфорамидата зидовудина
(EC50 0.8 мкM) по сравнению 5'-диарилфосфатом
(EC50 10 мкM). Введение аминокислотных остат-
ков, содержащих гидрофобную боковую цепь,
представляется перспективным ввиду повышен-
ной способности проникать в клетку и возможно-
сти гидролитического расщепления ферментами
внутри клетки.

Модифицированное фосфонатное нуклеозид-
ное пролекарство тенофовира алафенамид обла-
дает более высокой активностью в отношении
ВИЧ и HCV и лучше распределяется в тканях по
сравнению с тенофовиром. В ряду пуриновых и
пиримидиновых 2'C-метилнуклеозидов синтези-

Рис. 4. Фосфонатные пролекарственные формы аналогов нуклеотидов. (S)-HPMPA ‒ (S)-9-(3-гидрокси-2-фосфо-
нилметоксипропил)аденин.
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рованы такие производные, как 7-деаза-2'C-метил-
аденозин, 2'-метил-2'-фторцитидин, 2'-метил-2'-
фторуридин, которые подавляют репликацию ряда
РНК- и ДНК-вирусов [103]. Модификации 5'-фос-
фатного звена приводят к повышению противови-
русной активности 2'С-метилнуклеозидов в клет-
ке. Соединение IDX-184, содержащее S-пивалоил-
2-тиоэтильный фрагмент и N-бензилфосфамидную
группу, оказалось мощным ингибитором реплика-
ции HCV (EC50 0.03‒0.2 мкM). Аналог IDX184 ‒
INX189 ‒ проявлял высокую противовирусную ак-
тивность в отношении HCV (EC50 0.01 мкM). На-
личие модифицированного фосфатного остатка
способствует большей эффективности INX189 за
счет создания более высокой концентрации NTP
в клетках по сравнению с исходным 2'С-метилгу-
анозином (внутриклеточная концентрация NTP
из INX189 в 4 раза больше концентрации NTP из
2'С-метилгуанозина через 24 ч после обработки
культуры клеток). Применение другого производ-
ного 2'С-метилгуанозина, BMS-986094 (INX-189 в
комбинации с рибавирином), давало значитель-
ный синергетический эффект в ингибировании
репликации вируса Денге in vitro (EC90 0.11 мкM
для INX-189, EC90 100 мкM для рибавирина, при
комбинации двух препаратов: EC90 0.022 мкM для
INX-189 и EC90 10 мкM для рибавирина) [107].

В ходе исследования зависимости “структу-
ра‒активность” на модифицированных произ-
водных пиримидиновых нуклеозидов было пока-
зано, что ПРОТИД-производное 2'-метил-2'-
фторуридина (рис. 5) эффективно ингибировало
репликацию HSV, в то время как исходный нук-
леозид, 2'-метил-2'-фторуридин, проявлял очень
слабую противовирусную активность. Sp-изомер
(расположение заместителей при атоме фосфора
соответствует S-конфигурации) этого ПРОТИД-
производного (лекарственный препарат софосбу-
вир) намного активнее (EC90 0.42 мкM) Rp-изоме-
ра (расположение заместителей при атоме фосфора
соответствует R-конфигурации, EC90 7.5 мкM) и
используется для лечения гепатита С в комбина-
ции с другими лекарственными препаратами
(рис. 5).

Ремдесивир, аналог аденозин-5′-монофосфа-
та, считается перспективным пролекарством,
способным ингибировать РНК-зависимую РНК-
полимеразу коронавирусов. Этот препарат изна-
чально разрабатывали для терапии лихорадки Эбо-
ла и лихорадки Марбург и обнаружили его проти-
вовирусную активность в отношении SARS-CoV
(EC50 0.069 мкМ) и MERS-CoV (EC50 0.074 мкМ).
Ремдесивир метаболизируется в трифосфатную
форму намного быстрее, чем его аналог 1'-циано-
4-аза-7,9-дидеазааденозин, обладающий значи-
тельно более низким показателем противовирус-
ной активности в отношении вирусов SARS-CoV
и MERS-CoV. Согласно недавним исследовани-

ям, ремдесивир эффективно ингибирует SARS-
CoV-2 в культуре клеток Vero E6 (EC50 0.77 мкМ),
при этом обладает низкой цитотоксичностью
(концентрация 50%-ной гибели клеток CC50 >
> 100 мкМ) и высоким индексом селективности
(SI > 129.87) [80].

При модификации структуры ремдесивира пу-
тем введения 2'С-метильной группы и 3'O-изобути-
роильной группы получен новый пролекарствен-
ный нуклеозидный аналог (GS-6620, Sp-изомер),
который эффективно накапливается в гепатоцитах
и подавляет репродукцию репликонов HCV в низ-
кой концентрации (EC50 в диапазоне 68‒427 нM)
[108, 109].

В клетке фосфамидный остаток ПРОТИД-ле-
карства подвергается ферментативному расщеп-
лению в присутствии эстеразы (CES1) и катепси-
на А (CTSA) c образованием соответствующих
нуклеозид-5'-монофосфатов. Именно поэтому
ПРОТИД-лекарства эффективны для борьбы с
вирусами, инфицирующими клетки с экспресси-
ей CES1 и CTSA (например, HCV в гепатоци-
тах) [110].

В некоторых случаях стадия монофосфорили-
рования не лимитирует общую скорость реакции
трифосфорилирования, что может быть связано
со структурными особенностями производного
нуклеозида. Например, для азидотимидина ско-
ростьлимитирующая стадия ‒ образование 5'-ди-
фосфатной формы под действием тимидилатки-
назы. Нуклеозиддифосфаткиназа работает с низ-
кой эффективностью на неоптимальных для нее
субстратах: уридин-5'-дифосфате и 2',3'-дидегид-
ро-2',3'-дидезоксиуридин-5'-дифосфате [111].

В связи с вышеперечисленными факторами
разработка пролекарственных три- и дифосфат-
ных форм нуклеозидов считается более универ-
сальным подходом, позволяющим обойти потен-
циальные скорость-лимитирующие стадии и по-
бочные метаболические процессы, протекающие
в основном на уровне нуклеозидов и их 5'-моно-
фосфатов (например, дезаминирование), и в ко-
нечном счете эффективно доставлять биологиче-
ски активные NDP и NTP в клетку. Ввиду низкой
устойчивости и высокой полярности NDP и NTP
основные сложности при разработке таких лекар-
ственных форм связаны с низкой устойчивостью
пирофосфатной связи и доставкой таких соеди-
нений в клетку.

Новый синтетический подход, разработанный
в лаборатории проф. Криса Мейера (Chris Meier),
предполагает: 1) использование частично заря-
женных форм NDP и NTP, обладающих устойчи-
востью к гидролизу; 2) введение биодеградируе-
мых липофильных остатков по концевой фосфат-
ной группе. Таким способом уже получен ряд
биологически активных транспортных форм AZT
и ставудина (рис. 6) и изучена их противовирус-
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Рис. 5. Пролекарственные формы аналогов нуклеозидфосфатов, полученные с применением ПРОТИД-технологии.
AZT ‒ азидотимидин.
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ная активность [111]. Химический гидролиз про-
лекарственной формы AZT в виде δ-циклосали-
генилдифосфата (рис. 6а) приводит к образова-
нию смеси 5'-моно- и 5'-дифосфатной форм AZT
с преобладанием в смеси монофосфатной формы.
С учетом этого факта в качестве более перспек-
тивных пролекарственных форм предложено ис-
пользовать бис(ацилоксибензил)нуклеозидди-
и -трифосфаты ‒ DiP- и TriP-пролекарства
(рис. 6б). Обработка DiP- и TriP-производных
ставудина (II) клеточными экстрактами, сыво-
роткой крови или карбоксиэстеразой из печени

свиньи приводила к образованию преимуще-
ственно соответствующих ди- и трифосфатов;
при этом несимметричные пролекарственные
формы (R1 ≠ R2, R1-Me или Bu, R2 > С4H9) были
более устойчивы к ферментативному гидролизу
пирофосфатной группы по сравнению с симмет-
ричными (R1 = R2).

В опытах на T-лимфоцитах DiP- и TriP-произ-
водные ставудина (рис. 6б) более эффективно ин-
гибировали ОТ-ВИЧ, чем нефосфорилирован-
ный препарат (d4T). Пролекарственные формы
нуклеозидов, содержащие ацильные остатки с

Рис. 6. Гидролиз дифосфатных и трифосфатных пролекарственных форм AZT (а) и cтавудина d4T (б) (составлено по
данным работы [111]).
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R1,2 = C8H17, проявляли высокую анти-ВИЧ-ак-
тивность в опытах на культуре клеток CEM, что
доказывает их способность проникать через кле-
точные мембраны с последующим высвобожде-
нием фосфорилированных метаболитов d4T.

Таким образом, фосфатные пролекарственные
формы на основе модифицированных нуклеози-
дов ‒ уже хорошо зарекомендовавший себя подход
к созданию новых противовирусных средств. Вве-
дение гидрофобных остатков в 5'-фосфатную груп-
пу модифицированного нуклеозида (ПРОТИД-
технология) позволяет повысить эффективность
его действия как ингибитора репликации вируса.
ПРОТИД-технология с применением фосфамид-
ных производных нуклеозидов ‒ еще один совре-
менный подход к созданию эффективных лекар-
ственных средств для терапии вирусных и онколо-
гических заболеваний. Именно на основе
ПРОТИД-технологии получено 3 эффективных
противовирусных лекарственных препарата: со-
фосбувир для лечения гепатита С, алафенамид те-
нофовира для антиретровирусной терапии ВИЧ и
гепатита С и ремдесивир для лечения COVID-19.

В качестве альтернативы рассмотренным про-
лекарственным формам исследуют нуклеозидные
аналоги, содержащие остатки никотиновой кис-
лоты [112]. Введение остатков никотиновой кис-
лоты в углеводное звено нуклеозида позволяет
снизить токсичность препарата, повысить его
устойчивость в клетке, продлить время жизни в
кровотоке, а также улучшить проницаемость че-
рез гематоэнцефалический барьер [113, 114].

ГИДРОФОБНЫЕ СОЕДИНЕНИЯ
С ПРОТИВОВИРУСНЫМИ СВОЙСТВАМИ
Гидрофобные соединения ненуклеозидной природы

с противовирусными свойствами

В основе механизма биологической активно-
сти ряда противовирусных лекарственных препа-
ратов с выраженными гидрофобными свойства-
ми лежит способность блокировать работу вирус-
ных ферментов, связываясь с их определенным
участком. В отличие от лекарств, созданных на
нуклеозидной основе, мишенями которых слу-
жит нуклеозидсвязывающий активный центр по-
лимераз, эти соединения не подвергаются хими-
ческим превращениям внутри клетки. Их мише-
ни ‒ гидрофобные участки вирусных ферментов.

В структуре ОТ-ВИЧ-1 есть гидрофобная об-
ласть, так называемый “гидрофобный карман”,
которая находится на расстоянии около 15 Å от
нуклеотидсвязывающего центра [115]. При попа-
дании гидрофобного соединения в этот “карман”
и формировании с ним прочной связи фермент
теряет конформационную подвижность, что ве-
дет к аллостерическому ингибированию его ак-
тивности [116]. Ингибиторы гидрофобной приро-

ды, которые способны связаться в гидрофобном
кармане ОТ-ВИЧ-1, ‒ это ненуклеозидные инги-
биторы (ННИОТ ВИЧ-1). Они специфичны по
отношению к структуре гидрофобного кармана
ОТ-ВИЧ-1 и не обладают активностью в отноше-
нии ОТ-ВИЧ-2 и других ретровирусов. В клини-
ческой практике эти ингибиторы используют в
комплексной терапии ВИЧ-1-инфекции [45]. К
одобренным FDA препаратам ННИОТ ВИЧ-1
первого поколения относятся: невирапин, дела-
виридин, эфавиренц, ‒ к препаратам второго по-
коления: этравирин и рилпивирин. Класс диа-
рилпиримидинов, препаратов второго поколения,
оказался перспективным для создания ингибито-
ров такого рода в силу конформационной гибко-
сти, в результате которой они могут “перестраи-
ваться” и “адаптироваться” к различным амино-
кислотным заменам внутри гидрофобного
кармана. В 2018 году FDA был одобрен еще один
препарат этого класса – доравирин (рис. 7).

Новые варианты ингибиторов класса диарил-
пиримидинов активно исследуют в настоящее
время в качестве потенциальных противовирус-
ных средств [117‒121]. Так, HCV – это РНК-со-
держащий оболочечный вирус, который относит-
ся к семейству Flaviviridae. В структуре РНК-зави-
симой РНК-полимеразы этого вируса, NS5B,
есть гидрофобный карман, который находится на
расстоянии 30 Å от нуклеотидсвязывающего ак-
тивного центра [122]. Исследовано большое число
гидрофобных ароматических соединений, способ-
ных связаться с этим сайтом NS5B [123‒129]. В на-
стоящее время при лечении HCV используют
препарат дасабувир ‒ аллостерический ингиби-
тор ферментативной активности NS5B из HCV
генотипа 1а и 1b (IC50 2.8 и 10.7 нМ соответствен-
но). Этот препарат получил одобрение FDA и
включен в список жизненно важных препаратов.
Другой препарат класса пиперазинкарбоксами-
дов – беклабувир (рис. 8); он тоже “работает” как
аллостерический ингибитор РНК-полимеразы
HCV. Эффективность и безопасность его приме-
нения исследована в составе комплексов: бекла-
бувир + пегилированный интерферон + рибави-

Рис. 7. Структура доравирина.
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рин [130] и беклабувир + асунапревир (ингибитор
сериновой протеазы NS3) + даклатасвир (инги-
битор белка NS5A) [131]. На основании клиниче-
ской оценки эффективности, безопасности и
фармакокинетических свойств этих комплексов
Бюро фармацевтики и безопасности пищевых
продуктов Японии (Pharmaceutical and Food Safe-
ty Bureau, PFSB) одобрило применение препарата
Ximency. Этот препарат представляет собой вто-
рой из приведенных выше комплексов: беклабу-
вир + асунапревир + даклатасвир ‒ с фиксирова-
ными дозами всех компонентов, для лечения па-
циентов, инфицированных HCV генотипа 1 [132].

Влияние гидрофобных заместителей
на противовирусную активность

производных нуклеозидов

Производные пиримидинов, такие как 2',5'-
бис-O-(трет-бутилдиметилсилил)-пентафуранозил-
3'-спиро-5"-(4"-амино-1",2"-оксатиол-2",2"-ди-
оксид)пиримидин (TSAO), способны связывать-
ся с ОТ-ВИЧ-1 in vitro и ингибировать активность
фермента по аллостерическому механизму
[133‒136]. Однако при сравнении эффективности
ингибирования ОТ-ВИЧ этими производными
нуклеозидов с эффективностью ННИОТ-ВИЧ
эти производные пиримидинов существенно
проигрывают. Их ингибиторный эффект теряется
даже при минорных аминокислотных заменах в
структуре ОТ-ВИЧ-1, не влияющих на ингиби-
торные свойства известных ННИОТ-ВИЧ [137].
Кроме того, эти аналоги нуклеозидов высокоток-
сичны, а попытки снизить токсичность, варьируя
структуру заместителей, приводят к снижению их
ингибиторной активности [138].

Исследования противовирусной активности
различных производных нуклеозидов были про-
ведены в клеточных системах в отношении боль-
шой группы флавивирусов, которые переносятся
членистоногими (арбовирусов) и относятся к
возбудителям социально значимых эндемических
заболеваний [139‒144]. Среди них вирус клеще-
вого энцефалита, вирус Денге, вирус желтой ли-
хорадки, вирус японского энцефалита, вирус За-
падного Нила. Оказалось, что наиболее высокую
противовирусную активность in vitro проявляют
нуклеозиды, содержащие трифенилметильные
заместители в разных положениях пентафураноз-
ного цикла. Механизм их действия пока нельзя счи-
тать окончательно установленным, хотя Eyer L.
и соавт. [145], основываясь на данных по ингиби-
рованию вируса Денге в клеточных системах, вы-
сказали предположение, что такие производные
нуклеозидов ингибируют процесс репликации
вирусной РНК, взаимодействуя с активным цен-
тром РНК-зависимой РНК-полимеразы.

В тех случаях, когда объемные гидрофобные
заместители находятся в аналоге нуклеозида при

агликоне, противовирусное действие определяет-
ся амфипатическим характером этих соединений.
Они ингибируют начальную стадию слияния на-
ружной мембраны оболочечных вирусов с обо-
лочками инфицируемых клеток. Противовирус-
ная эффективность таких производных нуклео-
зидов продемонстрирована на примере HSV-1 и
HSV-2 (IC50 48 нМ) [146], а также вируса клещево-
го энцефалита (IC50 18‒24 нМ) [147]. В концен-
трациях, достаточных для создания противови-
русного эффекта, такие нуклеозиды не оказыва-
ют ни цитотоксического, ни цитостатического
эффекта на клетки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В обзоре рассмотрены структурно-функцио-
нальные характеристики известных аналогов
нуклеозидов, которые обусловливают их проти-
вовирусные или противопаразитарные свойства.
Знание особенностей клеточного метаболизма
природных нуклеозидов необходимо, чтобы иден-
тифицировать те стадии обменных процессов, ко-
торые могут быть чувствительны к лекарственным
препаратам, созданным на основе нуклеозидов.
Мишенями для противопаразитарных средств
могут быть нуклеозидфосфорилазы ‒ в тех случа-
ях, когда эти ферменты у человека и паразита
имеют заметные отличия. Противовирусное дей-
ствие аналогов нуклеозидов в основном связано с
их способностью подвергаться ферментативному
фосфорилированию внутри клетки с образовани-
ем модифицированных нуклеозид-5'-моно-, ди-
и трифосфатов. Эти метаболиты затем конкури-
руют с природными NTP за связывание с актив-
ным центром вирусных полимераз и либо оста-
ются только конкурентными ингибиторами, либо
становятся терминаторами роста цепи вирусной
ДНК/РНК или триггерами мутагенеза вирусного
генома. Аналоги нуклеозидов, несущие гидро-
фобные заместители, могут быть как ингибитора-

Рис. 8. Структура беклабувира.

HN

H
N

N

N

O

O
O

O

O O
O

O
O

S

Cl
NH



920

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 6  2021

ЗЕНЧЕНКО и др.

ми вирусных ферментов, участвующих в репли-
кации нуклеиновых кислот вируса, так и ингиби-
торами процесса проникновения вируса в клетку,
а также могут действовать на клеточные фермен-
ты, косвенно задействованные в репликации ви-
русов (рибавирин). Конкретный механизм про-
тивовирусного действия зависит от структуры и
положения заместителя в нуклеозиде.

Специфическое ингибирование вирусных фер-
ментов соединениями нуклеозидной и ненуклео-
зидной природы, содержащими гидрофобное зве-
но, может происходить и по аллостерическому ме-
ханизму, если в структуре фермента присутствуют
гидрофобные участки на относительно неболь-
шом расстоянии от активного центра. К фермен-
там, обладающим такой структурой, принадлежат
ОТ-ВИЧ-1 и РНК-зависимая РНК-полимераза
ряда вирусов, что позволяет считать их перспек-
тивными мишенями при поиске новых противо-
вирусных средств.

Практически все лекарственные препараты
помимо желаемого действия вызывают и побоч-
ные эффекты, связанные с токсическим действи-
ем препарата на здоровые клетки, на системы
инактивации и выведения лекарственного препа-
рата печенью и почками. Лекарства на основе
нуклеозидов могут оказывать токсический эф-
фект из-за ингибирования ферментов, метаболи-
зирующих природные нуклеозиды. Еще одна се-
рьезная проблема, ограничивающая применение
нуклеозидных препаратов, ‒ развитие у инфек-
ционного агента лекарственной резистентности.
Это, как правило, следствие длительного приме-
нения препарата при лечении латентных и хрони-
ческих инфекций. Резистентность возникает при
накоплении в геноме патогена мутаций, приводя-
щих к образованию лекарственноустойчивых
штаммов [148]. Для повышения эффективности и
снижения дозировки препарата важна избира-
тельность его действия на целевые мишени в ор-
ганизме.

В настоящее время при создании препаратов
на основе нуклеозидов придерживаются страте-
гии, которая позволяет снизить их токсичность
для человека и повысить эффективность действия
на инфицированные клетки. И эта стратегия бази-
руется на использовании пролекарственных форм
модифицированных нуклеозидов. Комбинирова-
ние гидрофобных остатков при 5'-фосфатной груп-
пе модифицированного нуклеозида (ПРОТИД-
технология) позволяет усилить его действие на
зараженные вирусом клетки. ПРОТИД-техноло-
гия с применением фосфорамидатных производ-
ных нуклеозидов – это высокоэффективный под-
ход к созданию новых лекарств для терапии вирус-
ных заболеваний. С помощью этой технологии
получено три эффективных противовирусных
препарата: софосбувир для лечения гепатита С,

алафенамид тенофовира для антиретровирусной
терапии ВИЧ-инфекции и гепатита С и ремдеси-
вир для лечения COVID-19. В настоящее время
разрабатываются подходы, связанные с примене-
нием ди- и трифосфатных форм нуклеозидных
пролекарств, способных оказывать селективное
действие за счет их накопления в клетке.
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ANTIVIRAL AND ANTIMICROBIAL NUCLEOSIDE DERIVATIVES: 
STRUCTURAL FEATURES AND MECHANISMS OF ACTION
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The appearance of new viruses and resistant strains of pathogenic microorganisms generates a great need in
novel antiviral and antimicrobial medicines. Nucleosides represent a promising class of natural compounds
that meets the problem of creating new antiviral, antibacterial and anticancer drugs. In this paper, the struc-
tural and functional features and mechanisms of action of the known nucleoside analogues possessing anti-
microbial activities are discussed. Among them, there are mechanisms that determine the antiviral effect of
nucleoside analogues containing hydrophobic fragments. Depending on the structure and position of the hy-
drophobic substituent, such nucleosides can either block the process of virus penetration into cells or inhibit
enzymatic reactions of virus replication. Inhibition mechanisms of viral enzymes by nucleoside and non-nu-
cleoside compounds were compared as well. An important part of the paper is devoted to creation of anti-
parasitic drugs, which are based on the data on the features of metabolic transformations of nucleosides both
in the human and parasitic cells. A new approach to the development of drugs using prodrug forms of modi-
fied nucleosides, which are converted into an effective drug directly in the target organ or tissue as a result of met-
abolic processes was described in details. This strategy can reduce the overall toxicity of the drug to patients and
increase the effectiveness of its action in virus-infected cells.

Keywords: nucleoside biosynthesis, antibacterial activity, antiviral activity, antiprotozoal activity, RNA-con-
taining viruses, SARS-CoV-2, target enzymes, hydrophobic nucleoside derivatives
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Полногеномные дупликации (ПГД), или полиплоидия – это удвоение геномов, которое увеличива-
ет количество генетической информации в клетке. ПГД целых организмов встречаются во всех ветвях
эукариот и являются движущей силой видообразования, усложнения и адаптаций. ПГД найдены в со-
матических клетках всех типов тканей, они могут быть результатом нормальных и измененных онто-
генетических программ, регенерации, патологических состояний, старения, малигнизации и метаста-
зирования. Несмотря на универсальность ПГД, их функциональное значение, общие свойства и при-
чины повышенной адаптивности недостаточно ясны. Сопоставление полнотранскриптомных
данных и сведений из разных областей молекулярной биологии, геномики и молекулярной медицины
показало, что полиплоидия как организмов, так и соматических и раковых клеток ассоциирована с
рядом общих признаков, которые позволяют понять, какие именно свойства ПГД приводят к возник-
новению адаптивного фенотипа. Адаптивность ПГД может быть связана с увеличением сложности ре-
гуляции сетей и систем передачи сигналов, устойчивости к стрессу, активацией древних эволюционных
программ одноклеточности, путей морфогенеза, выживания и продления жизни. В результате стресса
возможен сдвиг баланса между клеточным и организменным уровнями контроля регуляции работы ге-
нов в сторону приоритета выживания клетки, что может привести к сердечно-сосудистым заболеваниям
и раку. Представленные сведения помогают понять, как полиплоидия создает новые фенотипы и поче-
му она является движущей силой эволюции и важным регулятором биологических процессов в сомати-
ческих клетках, онтогенезе, патогенезе, регенерации и канцерогенезе.

Ключевые слова: полиплоидия, эволюция, регенерация, канцерогенез, старение, сложность регуля-
ции, устойчивость к стрессу
DOI: 10.31857/S0026898421060021

ВВЕДЕНИЕ
Полногеномные дупликации (ПГД), или полип-

лоидия, представляют собой удвоение геномов, ко-
торое увеличивает количество генетической ин-
формации в клетке. Этот процесс является фунда-
ментальным дополнением к копированию ДНК,
происходящему во время пролиферации клеток.
ПГД играют важную роль в эволюции, нормаль-
ной физиологии, регенерации, старении, пато-
логии и канцерогенезе [1, 2]. Если ПГД происхо-
дит в половых клетках, то потомство становится
полностью полиплоидным, если в соматических,
то полиплоидия возникает только в отдельных
клетках некоторых тканей. В большинстве случа-
ев полиплоидизация необратима и приводит к
долгосрочным последствиям как в эволюции (ор-
ганизменная), так и в онтогенезе (соматическая)
[1]. Несмотря на универсальность, биологическое
значение ПГД на разных уровнях организации и в
разных эволюционных масштабах остается неяс-

ным [2]. В то же время, выяснение причин накоп-
ления геномов в клетках и роли ПГД в регуляции
биологических процессов в филогенезе, онтоге-
незе и патологии может иметь решающее значение
для понимания процессов видообразования, адап-
тации, дифференцировки, регенерации, патогене-
за сердечно-сосудистых заболеваний и опухолевой
трансформации. В настоящем обзоре представле-
ны сведения об общих свойствах ПГД на разных
уровнях организации, включая организмы, нор-
мальные соматические и опухолевые клетки. Кро-
ме того, рассмотрена важность ПГД для медици-
ны, сельского хозяйства и биотехнологии.

РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ 
ПОЛНОГЕНОМНЫХ ДУПЛИКАЦИЙ

Организмы
Фундаментальный закон эволюции (естествен-

ный отбор) следует из увеличения количества ор-

УДК 577.24

ОБЗОРЫ
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ганизмов в результате размножения, что приво-
дит к конкуренции за ресурсы и естественному от-
бору. Однако рост сложности не следует из
увеличения количества организмов. Он зависит от
второго фундаментального процесса, ортогональ-
ного первому, а именно – удвоения количества
информации в результате ПГД (увеличение ин-
формации может происходить из-за удвоения не
только целых геномов, но и отдельных генов, но в
этом обзоре мы рассматриваем только полноге-
номные дупликации). Сусуму Оно был первым,
кто выдвинул эту концепцию [3]. Его основная
идея состояла в том, что в результате дупликации
дополнительная копия гена освобождается от
стабилизирующего отбора, приобретая тем са-
мым эволюционную пластичность. Он уделил
особое внимание ПГД, которые полностью со-
храняют регуляторные области и исходный ба-
ланс дозы генов, тем самым создавая основу для
системных эволюционных изменений. В честь
Оно гены, возникающие в результате организ-
менной полиплоидии, назвали “онологами” [4].

ПГД на уровне организмов возникают в тех
случаях, когда нередуцированные диплоидные
гаметы, появление которых связано с нарушени-
ем деления клеток, сливаются с образованием по-
липлоидов [5]. В филогенетической линии сосу-
дистых растений было два раунда древних ПГД
(390 и 300 млн лет назад), как и в филогенетиче-
ской линии позвоночных (оба около 500 млн лет,
близко к кембрийскому взрыву) [6, 7]. Кроме то-
го, более поздние полиплоидные штаммы, виды и
надвидовые таксоны широко распространены в
природе, сельском хозяйстве и аквакультуре. Они
часто встречаются у растений, прокариот, проти-
стов, грибов, беспозвоночных и холоднокровных
позвоночных [8, 9]. После ПГД возникает репро-
дуктивный барьер с исходным видом, поэтому
полиплоидизация рассматривается в качестве
способа мгновенного (instant) видообразования
[10]. Количественные оценки распространенно-
сти полиплоидных видов могут быть только при-
близительными, поскольку не у всех существую-
щих видов проведен скрининг на наличие недав-
них ПГД. Предполагается, что около 35% видов
высших (цветковых) растений являются недавни-
ми полиплоидами [10]. Интересно, что процент
полиплоидных видов увеличивается при движе-
нии от экватора к более высоким широтам (что
указывает на повышенную стрессоустойчивость
полиплоидов). Так, наиболее высокий процент
полиплоидов наблюдается в тундре (51%), в тайге
их немного меньше (47%), в умеренной зоне еще
меньше (38–40%), а в тропиках их менее 20% [10].

У животных можно найти оценки только для
отдельных групп. Интересны группы с наиболь-
шим процентом полиплоидов, поскольку они мо-
гут рассматриваться в качестве возможного верх-
него предела. У рыб такой группой может быть

подсемейство карповых (Cyprininae), представ-
ленное 1300 видами, из которых около 400 полип-
лоидные, что составляет примерно 30% (возмож-
но, однако, что не все остальные виды провере-
ны) [11]. У амфибий рекордсменами являются
лягушки рода Xenopus, у которых полиплоидны 26
из 27 видов (96%), включая тетраплоидов, окто-
плоидов и додекаплоидов [12]. Ситуация резко
меняется при переходе к амниотам (и далее к теп-
локровным). Так, у рептилий полиплоиды возни-
кают очень редко, обычно это триплоиды, кото-
рые не способны к половому размножению и вос-
производятся только партеногенетически. Таких
видов около 0.6% [13]. У птиц и млекопитающих
полиплоидные виды вообще не обнаружены. У
двух видов птиц описано спонтанное появление
жизнеспособных триплоидов, но из-за своей сте-
рильности они не могут образовывать новые ви-
ды [14]. Сообщалось о тетраплоидности одного из
видов грызунов, однако позднее эти данные были
опровергнуты [15].

Причины отсутствия полиплоидии у тепло-
кровных животных пока не ясны. Известно, что
полиплоидные эмбрионы млекопитающих гибнут
еще на ранних стадиях (в основном на стадии бла-
стоцисты) [16]. Наиболее правдоподобным нам
кажется предположение, что причиной их гибели
может быть взаимосвязь между полиплоидией и
повышенной генетической нестабильностью, ко-
торая усиливается при переходе к теплокровности
[17–19]. Известно, что теплокровность связана с
активацией кислородного обмена и с усилением
окислительного стресса, а также с АТР-зависимой
декомпактизацией хроматина [20, 21]. Эти свой-
ства могут ускорять накопление повреждений
ДНК и лишать клетку способности к нормально-
му делению [18].

Примечательно, что некоторые модельные ор-
ганизмы являются относительно недавними по-
липлоидами (дрожжи, данио, ксенопус, араби-
допсис) [1]. Полиплоиды могут возникать также в
результате аллополиплоидизации, или слияния
геномов разных видов [22, 23]. Важно отметить,
что закрепление ПГД в эволюции происходит на
фоне ряда негативных последствий. Это связано с
нарушением коньюгации хромосом в мейозе, по-
вышением вероятности анеуплоидии, эпигенети-
ческой нестабильности, избыточности регулятор-
ного аппарата и изменения архитектуры клетки
[24]. При этом следы древних геномных дупли-
каций сохранились практически у всех совре-
менных эукариот, что свидетельствует об адап-
тивных свойствах.

Нормальные соматические клетки
ПГД обнаружены в соматических клетках тка-

ней всех многоклеточных, включая водоросли,
мхи, лишайники, сосудистые растения, беспозво-
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ночные и позвоночные животные, что подтвер-
ждает эволюционную успешность этого явления
[1, 25].

Дупликация геномов, как правило, возникает в
результате онтогенетических программ, иниции-
рующих переключение с полного клеточного цик-
ла на цикл незавершенный [26]. В результате про-
исходит разобщение между репликацией ДНК и
делением клетки. В зависимости от степени ре-
стрикции последних фаз клеточного цикла это мо-
жет приводить к эндомитозу или эндоредуплика-
ции с формированием полиплоидных клеток [27].
Полиплоидия может быть вызвана также слияни-
ем клеток, например, при образовании синцития
в миобластах и трофобласте [28].

У человека и теплокровных животных полип-
лоидные клетки формируются преимущественно
в ходе нормального органогенеза сердца, коры
головного мозга (пирамидные нейроны), ретины,
печени, поджелудочной железы, плаценты, сосу-
дов, кожи, крови и других органов [29]. Все этих
органы и ткани характеризуются низкой способ-
ностью к самообновлению и постоянно высокой
специфической нагрузкой, которая необходима
для непрерывного обеспечения функций.

Как и в случае ПГД, соматическая полиплои-
дия сохраняется в эволюции на уровне организ-
мов, несмотря на ряд побочных эффектов, вклю-
чая нестабильность генома, изменение архи-
тектуры клетки и энергетическую затратность
поддержания дополнительных геномов, указы-
вая на то, что преимущества полиплоидии пере-
вешивают ее недостатки [30, 31].

Опухолевые клетки

Если ПГД возникают в соматических клетках,
которые не запрограммированы на полиплоиди-
зацию и обладают высоким пролиферативным
потенциалом, то накопление геномов может спо-
собствовать онкотрансформации [32]. Недавнее
исследование метастатических солидных опухо-
лей, проведенное на 2520 парах транскриптомов
опухолевых и нормальных тканей, выявило по-
липлоидные клетки в 56% всех образцов [33]. При
этом процент полиплоидных клеток варьировал
от 15% в опухолях нервной системы до 85% в опу-
холях пищевода [33]. Кроме того, обнаружена по-
ложительная корреляция между содержанием по-
липлоидных клеток в опухолях молочной, подже-
лудочной и щитовидной железы, глиобластомах,
колоректальной карциноме, а также в опухолях
костной ткани, почек, яичников, предстательной
железы и другой локализации со степенью злока-
чественности, устойчивостью к терапии, рециди-
вами и плохим прогнозом [34, 35].

Опухолевые полиплоидные клетки формиру-
ются в результате запуска программ выживания в

трудных условиях и адаптации к стрессу [36]. Эти
программы могут проявляться в виде выпадения
последних фаз клеточного цикла, преждевремен-
ного вхождения в клеточный цикл, нерасхождения
хромосом и многополюсности митоза [37–39]. Ги-
гантские полиплоидные опухолевые клетки могут
появляться путем слияния клеток, пульверизации
хромосом (хромотрипсиса) и асинхронии митоти-
ческих процессов в двуядерных клетках [26]. Уди-
вительно, что полиплоидизация путем слияния
различных типов клеток (эпигенетическая гибриди-
зация), которая часто наблюдается при раке [28, 40],
напоминает аллополиплоидизацию (генетиче-
скую гибридизацию) в эволюции и у сельскохо-
зяйственных культур. Подобно аллополиплоид-
ным организмам, гибридные полиплоидные клет-
ки приобретают стрессоустойчивость (например,
химио- и радиационную устойчивость) и адаптив-
ную пластичность [1].

Важно отметить, что общим для нормальной и
опухолевой полиплоидии является ряд сопро-
вождающих их изменений, включая аномально
большой размер клеток, склонность к митотиче-
ским катастрофам, анеуплоидии, изменению ме-
таболизма и повреждению ДНК, а также измене-
ние регуляторных программ, что предполагает су-
ществование у полиплоидных клеток адаптивных
преимуществ, которые перевешивают их недо-
статки [37, 41, 42].

ОРГАНИЗМЕННОЙ И КЛЕТОЧНОЙ 
ПОЛНОГЕНОМНОЙ ДУПЛИКАЦИИ 

СВОЙСТВЕННА РЕДИПЛОИДИЗАЦИЯ
Редиплоидизация – это превращение полип-

лоидных наборов хромосом в диплоидные. Ре-
диплоидизация означает не возврат к первона-
чальному диплоидному состоянию, а лишь вос-
становление правильной коньюгации хромосом
вследствие их перестройки и дивергенции ДНК
[43, 44].

Организмы
На уровне организмов редиплоидизация со-

провождается потерей генов, субфункционализа-
цией и неофункционализацией [45, 46]. Потеря
генов происходит в результате делеции или псев-
догенизации (мутационного разрушения гена,
который больше не поддерживается естествен-
ным отбором). Субфункционализация – это раз-
деление функции исходного гена, когда каждый
из дупликатов выполняет только часть исходной
функции (или всю функцию, но только в части
тканей или стадий развития), тогда как неофунк-
ционализация – это приобретение новой функ-
ции [47, 48]. Субфункционализация и неофунк-
ционализация приводят к дивергенции генов, что
должно сопровождаться интеграцией работы
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растущего числа диверсифицирующих генов
[49]. В полногеномных исследованиях субфунк-
ционализация может быть выявлена по измене-
ниям экспрессии генов и свойств интерактома
(сети белковых взаимодействий). Изменения
экспрессии можно обнаружить в тех случаях, ко-
гда каждая копия дуплицированного гена начи-
нает экспрессироваться только в части тканей
или стадий развития, в которых экспрессировал-
ся исходный ген. Изменения интерактома обнару-
жены у дрожжей. В этом случае белки, кодируемые
онологами, имеют меньшее количество взаимо-
действий по сравнению с недуплицированными
генами (и даже по сравнению с генами, появивши-
мися в результате отдельных генных дупликаций,
а не ПГД) [50]. Это свидетельствует о том, что
субфункционализация была преобладающей тен-
денцией в эволюции сохранившихся онологов.
Функциональный анализ перекрывающихся и
неперекрывающихся интерактантов в каждой па-
ре онологов показал, что регуляторные функции
гораздо чаще встречаются в неперекрывающихся
интерактантах, свидетельствуя о том, что именно
регуляторные изменения были важны для дивер-
генции онологов.

Соматические клетки

В некоторых случаях запрограммированная в
онтогенезе полиплоидизация может сменяться
запрограммированным распадом клеток. В ре-
зультате гигантские клетки с множеством геномов
могут распадаться на клетки меньшей плоидности
c помощью амитоза или редукционного деления
[38, 39]. Например, полиплоидные энтероциты
дрозофилы при голодании проходят через амитоз
и образуют тканеспецифические стволовые клет-
ки [51]. Подобным же образом культивируемые
полиплоидные клетки костного мозга и гигант-
ские клетки трофобласта могут разделяться на од-
ноядерные клетки меньшей плоидности [52, 53].

Раковые клетки

Гигантские полиплоидные опухолевые клетки
со стволовыми свойствами, как и полиплоидные
клетки соматических тканей, способны распадать-
ся на диплоидные потомки [35, 36, 42, 54]. Это яв-
ление, как правило, наблюдается в стареющих по-
липлоидных клетках, выживших после химио- или
радиотерапии [55]. Диплоидизация происходит
благодаря активации герминативных программ
мейоза через включение консервативных регуля-
торов мейотической профазы оогенеза, напри-
мер, киназы MOS и генов SPO11, DMC1, RAD51,
REC8, OCT4A, VASA и FRAGILIS [35]. После ди-
плоидизации снова наступает полиплоидизация
через канонический клеточный цикл с потерей
последних фаз деления [35, 36, 42, 54]. Чередова-

ние полиплоидных и диплоидных фаз жизненно-
го цикла наделяет опухолевые клетки способно-
стью к бессмертию и сопровождается активацией
древних программ одноклеточности и выживания,
неотъемлемой части канцерогенеза [35, 56]. Важно
отметить, что распад гигантских полиплоидных
опухолевых клеток происходит подобно тому, как
это бывает у простейших, например, у кишечной
амебы [55, 57, 58]. Таким образом, это явление мож-
но рассматривать как аналогию эволюционной ре-
диплоидизации, напоминающей чередование жиз-
ненных циклов простейших. При этом важно учи-
тывать, что этот процесс не является возвратом к
исходному диплоидному состоянию.

ПОЛНОГЕНОМНЫЕ ДУПЛИКАЦИИ 
СПОСОБСТВУЮТ УВЕЛИЧЕНИЮ 

СЛОЖНОСТИ, ВИДООБРАЗОВАНИЮ
И ПОЯВЛЕНИЮ КЛЕТОК

С НОВЫМИ СВОЙСТВАМИ
Организмы

Увеличение сложности регуляции и систем пе-
редачи сигналов – отличительная черта эволю-
ции организмов после ПГД [1, 59]. Регуляторные
гены сохраняются после ПГД, поскольку ослаб-
ленный стабилизирующий отбор позволяет пере-
форматировать дуплицированные клеточные се-
ти и развить новые функциональные возможно-
сти, увеличивающие биологическую сложность
[2]. Примечательно, что в интерактоме человека
одиночные древние гены (не онологи) имеют
больше взаимодействий, чем новые гены, что
указывает на постепенный эволюционный рост
глобальной сети межгенных взаимодействий от
центральной части к периферии [60]. Однако во
время основного этапа развития многоклеточной
организации от Bilateria до Euteleostomi (костных
позвоночных) наблюдается плато, когда число
взаимодействий новых генов остается на том же
уровне. Это плато связано с серией полногеном-
ных дупликаций и указывает на то, что ПГД удва-
ивают и центральную часть интерактома, которая
наиболее богата взаимодействиями. Таким обра-
зом, сложность интерактома повышается скорее
в результате ПГД, чем дупликации отдельных ге-
нов. В дополнение к увеличению сложности по-
липлоидные организмы обладают повышенной
эволюционной пластичностью [61]. Часто за со-
бытиями ПГД следует крупномасштабная радиа-
ция видов в пределах таксономической группы,
что указывает на важность геномных дупликаций
для видообразования [62].

Соматические клетки
В соматических клетках ПГД также способству-

ют возникновению новых признаков. Например, в
гепатоцитах, кардиомиоцитах, интерстициальных
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клетках сердца и стволовых клетках жировой тка-
ни наблюдаются тотальные изменения транскрип-
тома, которые проявляются в основных метаболи-
ческих и сигнальных путях, включая активацию
древних генов и ответа на стресс, изменяются
также пути пролиферации, метаболизма и мор-
фогенеза [63–67]. ПГД способствуют также обра-
зованию клеток с новой специализацией [68]. В
частности, показано, что полиплоидные клетки
костного мозга могут быть источником одноядер-
ных диплоидных мезенхимных стволовых клеток,
а дифференцированные энтероциты дрозофилы
способны превращаться в стволовые клетки ки-
шечника [51, 53]. Интересно отметить эволюци-
онную консервативность феномена распада по-
липлоидных клеток с образованием диплоидных
потомков с новыми свойствами.

Опухолевые клетки
Подобно соматическим клеткам, полиплоидные

клетки соматических опухолей приобретают новые
характеристики, такие как эмбриональность, спо-
собность к миграции, устойчивость к стрессу, пере-
стройка путей пролиферации, метаболизма и ответа
на повреждение ДНК [35, 36, 57, 69, 70]. Полно-
транскриптомное изучение особенностей контро-
ля клеточного цикла в гигантских полиплоидных
клетках рака молочной железы показало, что по-
липлоидия ассоциирована, с одной стороны, с
повышенной экспрессией генов контрольных то-
чек G2/M (по-видимому, это ответ на поврежде-
ние ДНК), с другой – с пониженной экспрессией
генов контрольных точек G1/S и генов цитокине-
за [66]. Это явление характерно и для стволовых
клеток [71–73]. Возможно, что избыточная акти-
вация контрольной точки G1/S (которая может
быть связана с повреждением ДНК) задерживает
переход G2/M. Предполагается также, что по-
липлоидизация опухолевых клеток обусловлена
адаптацией к репликативному и метаболическо-
му стрессу [66, 74–76].

Существует еще одна важная особенность по-
липлоидных опухолевых клеток – проявление
древних эволюционных программ и признаков
одноклеточности [41, 57, 58]. Атавистическая тео-
рия онкогенеза предполагает, что рак является
возвратом от многоклеточного состояния к одно-
клеточному и часто связан с полиплоидизацией
[58, 77, 78]. Недавно показали, что при раке повы-
шается экспрессия генных модулей одноклеточ-
ного эволюционного происхождения, тогда как
экспрессия модулей многоклеточного происхож-
дения снижается [67, 79, 80]. Возможно, это и
приводит к распаду полиплоидных гигантов на
мелкие клетки со стволовыми свойствами.

Примечательно, что околодиплоидные потом-
ки полиплоидных опухолевых клеток со стволо-
выми свойствами также проявляют черты эмбри-

ональности, экспрессируют основные маркеры
плюрипотентности и способны распространяться
далеко за пределы опухоли [35, 36, 81, 82]. В даль-
нейшем такие клетки могут дифференцироваться
в разные типы клеток, которые экспрессируют
маркеры эндотелия, фибробластов, макрофагов,
эритроцитов, адипоцитов и даже миоэпителиаль-
ных клеток [83, 84]. Эти свойства полиплоидных
опухолевых клеток согласуются с гипотезой о
возможной роли опухоли в эволюции организ-
мов, согласно которой опухоль представляет со-
бой источник дополнительных клеточных масс,
экспрессирующих эволюционно новые гены, ко-
торые определяют морфологические новшества и
эволюционные инновации [85, 86]. Эти свойства
показывают также, что полиплоидия в соматиче-
ских и опухолевых клетках может быть источни-
ком клеток нового типа, подобно тому как ПГД
организмов способствуют видообразованию.

ПОЛНОГЕНОМНЫЕ ДУПЛИКАЦИИ 
ПОВЫШАЮТ УСТОЙЧИВОСТЬ К СТРЕССУ

Организмы
Полиплоидам свойственна более высокая устой-

чивость к болезням и стрессу, чем диплоидам [87, 88].
Полиплоиды особенно адаптивны при резких из-
менениях среды [1, 89]. Многие эволюционные
линии, претерпевшие ПГД, выжили во время гло-
бальных вымираний в отличие от их неполиплоид-
ных предков, что указывает на повышенную адап-
тивность к стрессовым условиям и экологическим
катастрофам [62]. Исследования, проведенные на
дрожжах, свидетельствуют о том, что полиплоидия
может ускорить эволюционную адаптацию к
сложной окружающей среде благодаря пластично-
сти и адаптивности регуляторных сетей [42, 90]. На
модельных (дигитальных) организмах показано,
что ПГД способствует адаптации к нестабильным
и стрессовым условиям, в то время как в благо-
приятных условиях поддержание ПГД, напротив,
снижает адаптивность [89, 91]. Природа преиму-
ществ геномных дупликаций в стрессовых усло-
виях и их недостатков в обычных условиях пока
не ясна. Одна из гипотез предполагает, что в ста-
бильной среде случайные мутации в генах регуля-
торных сетей часто бывают вредными, а в стрес-
совой среде, напротив, эти изменения повышают
пластичность и открывают дорогу радикальным
адаптациям, необходимым для выживания [91].

Соматические клетки
В соматических клетках ПГД (как и на уровне

организмов) способствует адаптации к стрессу.
Изучение кардиомиоцитов разных видов тепло-
кровных показало, что самое большое число ге-
номов характерно для видов, способных выживать
в экстремальных условиях [92, 93]. Например, у
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птиц максимальная плоидность клеток наблюда-
ется у дальних мигрантов – представителей отряда
Anseriformes (гусей и уток) [94, 95]. Эти птицы не
способны переносить высокие аэробные нагрузки
такие, например, как быстрый и маневренный по-
лет, зато они приспособлены к нагрузке, связан-
ной с длительным полетом в условиях гипоксии.
При миграции птицы совершают длительные пе-
релеты (по 7–8 ч) на высоте 8–10 км при содержа-
нии кислорода около 30% от нормального уровня
и при температуре примерно –40°С [94, 95]. Сре-
ди млекопитающих самая высокая плоидность
кардиомиоцитов характерна для человека, у кото-
рого каждая нормальная клетка содержит 4–16 ге-
номов [96]. У человека повышенная нагрузка на
сердце связана с прямохождением [96]. Важно от-
метить, что при гипоксических состояниях, вы-
званных, например, тетрадой Фалло, гипертони-
ей и ишемией, кардиомиоциты человека могут
накапливать до 64 и даже 128 геномов [96–98].

Существование взаимосвязи между ПГД в
кардиомиоцитах и стрессом подтверждают и экс-
периментальные данные. На модели неонаталь-
ных крыс показано, что воспалительный стресс,
вызванный инфекционным гастроэнтеритом,
приводит к избыточной и необратимой полипло-
идизации в мышечных клетках сердца и печени
[99–103]. Показано также, что преждевременное
попадание недоношенных ягнят в кислородную
среду приводит к необратимому накоплению од-
ноядерных полиплоидных клеток в правом и ле-
вом желудочках сердца [104]. Авторы этих неза-
висимых исследований пришли к общему выво-
ду, что стресс во время дифференцировки может
привести к избыточному накоплению геномов и
к онтогенетическому программированию сердеч-
но-сосудистых заболеваний [99, 104, 105].

Множество других примеров взаимосвязи
между соматической полиплоидией и устойчиво-
стью к гипоксическому, осмотическому, окисли-
тельному, токсическому, стрессу в разных типах
клеток млекопитающих, растений, насекомых и
других многоклеточных и одноклеточных эука-
риот приведены в обзорах [2, 106].

Важно отметить, что ПГД в соматических
клетках, как и в организмах, повышают адапта-
цию к стрессу, но снижают адаптацию к нор-
мальным условиям. Исследования ПГД в гепа-
тоцитах и кардиомиоцитах нескольких десятков
видов млекопитающих и птиц с разным функци-
ональным потенциалом сердца и печени показа-
ли, что максимальная полиплоидизация гепато-
цитов и кардиомиоцитов характерна для живот-
ных с небольшим метаболическим диапазоном и
низким индексом сердца, а значит, ассоцииро-
вана со снижением функционального потенциа-
ла органов [95, 107–109]. Показано также, что уве-
личение количества ДНК в ядре повышает устой-

чивость конденсированного состояния хроматина
к колебаниям ионного состава среды, окружаю-
щей клетку [110].

Опухолевые клетки
В клетках опухолей, которые подвергаются

стрессу, например, из-за потери кровоснабже-
ния, накопления токсичных метаболитов, изме-
нения pH, иммунной инфильтрации и терапии,
ПГД является одним из механизмов адаптации к
стрессу [2, 70, 111]. Первые экспериментальные
данные, подтверждающие роль стресса в форми-
ровании гигантских полиплоидных опухолевых
клеток, получены в опытах, проведенных на
опухолевых клетках, культивируемых в условиях
гипоксии или с применением химических ин-
дукторов гипоксии [84, 112]. Позже показали,
что полиплоидные опухолевые клетки могут
возникать и после воздействия химио- и радио-
терапии, механического стресса и вирусной ин-
фекции [68, 113, 114].

Многочисленные исследования свидетельству-
ют о том, что гигантские полиплоидные клетки
особенно характерны для метастатических форм
опухолей, резистентных к химио- и радиотерапии
[57, 113–115]. Дополнительные геномы усиливают
приспособляемость к быстро меняющимся усло-
виям среды благодаря тому, что геномные копии
защищают клетку от повреждения ДНК и вред-
ных мутаций и делают адаптационную пере-
стройку регуляторных путей более обширной
[111, 115]. Повышенной адаптивности полипло-
идных опухолевых клеток способствует также
усиленная способность к метастазированию и
подвижности, что в некоторых случаях позволяет
быстро выйти из неблагоприятных условий, на-
пример, из гипоксии [112]. Кроме того, гигант-
ские полиплоиды способны впадать в состояние
метаболического покоя (dormancy), что позволяет
пережить периоды сильного стресса, связанного,
например, с химио- и радиотерапией [113]. После
нормализации условий, полиплоидные гиганты
распадаются на множество мелких диплоидных
или парадиплоидных потомков, которые также
обладают высокой адаптивностью [36, 42, 82].

ОБЩИЕ ПРОЯВЛЕНИЯ
ПОЛНОГЕНОМНЫХ ДУПЛИКАЦИЙ
В БИОЛОГИЧЕСКИХ ПРОЦЕССАХ

Недавние исследования показали, что ПГД
могут существенно влиять на транскриптом кле-
ток, генные модули и структуру сетей межбелко-
вых взаимодействий [63, 65, 66, 101, 116, 117]. К
наиболее важным проявлениям ПГД относятся
активация путей морфогенеза, устойчивость к
стрессу и включение древних программ однокле-
точности [58, 66, 117], а их иллюстрацией служат
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биоинформатические данные, полученные с по-
мощью попарно-перекрестного сравнения тран-
скриптомов сердца и печени человека и мыши
[101, 116, 117]. Эти пары органов были выбраны
потому, что для них характерны сильные разли-
чия в полиплоидизации. Так, кардиомиоциты че-
ловека имеют полиплоидные ядра, а гепатоциты
содержат диплоидные ядра, тогда как у мыши, на-
против, кардиомиоциты имеют диплоидные яд-
ра, а гепатоциты – полиплоидные [116]. Средняя
плоидность ядер гепатоцитов человека и мыши
составляет 2.05 ± 0.01 и 5.47 ± 0.10 геномов, соот-
ветственно, в то время как средняя плоидность
ядер кардиомиоцитов человека и мыши равна
4.04 ± 0.05 и 2.05 ± 0.01 геномов [30].

Метод попарно-перекрестного сравнения тран-
скриптомов позволил исключить видо- и тканеспе-
цифические эффекты и идентифицировать эффек-
ты полиплоидии. Показано, что полиплоидия ассо-
циирована с проявлениями морфогенетических
программ (пути Notch, TGFb, Hippo, WNT и др.),
усилением ответа на гипоксию, активацией гли-
колиза и снижением активности путей апоптоза,
иммунного ответа и аэробного метаболизма [30,
101, 116, 117]. Кроме того, выявлена тесная ассо-
циация между полиплоидией и усилением проте-
асомной деградации белка [66, 117, 118], которая
также может быть ассоциирована с проявления-
ми стволовости [119]. Взаимосвязь между полип-
лоидией и эмбриональностью подтверждают так-
же данные о том, что ПГД способствуют актива-
ции интерактома онкогена с-Myc и усилению
экспрессии генов из древних филострат, относя-
щихся к одноклеточной стадии эволюции [66, 117].
К проявлениям адаптации к стрессу можно отне-
сти усиленный ответ на повреждение ДНК, а так-
же окислительный, биотический и абиотический
стрессы [116].

Результаты исследований, проведенных на
мышечных и интерстициальных клетках сердца
человека и мыши, энтероцитах дрозофилы и рети-
ноцитах человека в культуре, подтверждают, что
полиплоидия может быть ассоциирована с прояв-
лениями эмбриональности, усилением синтеза
ДНК и ответа на стресс [64, 96]. Кроме того, нако-
пилось большое количество сведений о том, что
полиплоидия способствует адаптации к окисли-
тельному, воспалительному, гипоксическому и
генотоксическому стрессу [27, 120].

Причиной изменения активности транскрип-
тома при ПГД могут быть эпигенетические моди-
фикации хроматина, связанные с метилировани-
ем ДНК, модификациями гистонов и негистоно-
вых регуляторов хроматина, например, HNMGB1
и HMGB2, а также с изменением экспрессии
микроРНК [121–125]. Исследования, проведен-
ные на гепатоцитах и кардиомиоцитах, выявили
взаимосвязь между полиплоидией и декомпакти-

зацией хроматина [121, 126, 127]. Показано также,
что при полиплоидии может возникать изменение
баланса антагонистической активности метил-
трансферазных комплексов гистонов Trithorax и
Polycomb, которые регулируют метилирование ги-
стонов в CpG-богатых областях и модулируют экс-
прессию многих генных модулей, как это происхо-
дит, например, в кардиомиоцитах, децидуальных
клетках, гепатоцитах, клетках карциномы в куль-
туре и клетках растений [104, 121, 128, 129].

Недавно обнаружили взаимосвязь между ПГД
и повышенной экспрессией бивалентных генов,
содержащих активаторные (H3K4me3) и репрес-
сорные (H3K27me3) домены хроматина [66]. Бива-
лентные гены часто совпадают с генами транскрип-
ционных факторов, вовлеченных в изменение кле-
точной судьбы, эмбриогенез и канцерогенез [130].
Наделяя клетку способностью к быстрому измене-
нию паттерна экспрессии генов, бивалентные гены
также способствуют возникновению адаптацион-
ных самоорганизующихся регуляторных сетей
[42]. Адаптация генных сетей включает поиск оп-
тимальных состояний клетки, что дает возмож-
ность совмещать несовместимые (в диплоидном
состоянии) процессы, например, старение и ство-
ловость, аэробное дыхание и анаэробный глико-
лиз, а также эволюционно древние программы
одноклеточности и относительно молодые про-
граммы многоклеточности [42]. В результате,
полиплоидные клетки обладают более высокой
адаптивностью и жизнеспособностью, чем ди-
плоидные [82, 111].

Важно отметить, что основные особенности
транскриптома соматических полиплоидных кле-
ток совпадают с транскриптомом фибробластов
долгоживущих видов, например, голого землекопа
и слепыша, а также у мутантов мыши, нематоды,
дрозофилы и дрожжей с повышенной продолжи-
тельностью жизни [131–133]. Это, например, от-
вет на гипоксию, индукция путей репарации,
пролиферации, морфогенеза, гликолиза, протеа-
сомной деградации белка, адаптация к стрессу, а
также негативная регуляция апоптоза и замедле-
ние аэробного метаболизма [27, 134, 135]. ПГД на
уровне отдельных клеток увеличивает продолжи-
тельность жизни клеток в тканях и в культуре, в
основном, из-за их повышенной устойчивости к
апоптозу, мутациям и генетической нестабильно-
сти [1].

Фундаментальность перечисленных свойств
соматической полиплоидии подтверждает то, что
ряд аналогичных генных модулей сохранился в
дуплицированном состоянии у древних полипло-
идов, таких как дрожжи, арабидопсис, аксолотль,
ксенопус и костистые рыбы [1, 106]. К таким дуп-
лицированным модулям относятся биогенез ри-
босом, транскрипция, пролиферация, гликолиз,
адаптация к гипоксическому и окислительному
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стрессу и негативная регуляция апоптоза [106, 136].
Аналогично, генные модули, ингибированные
при соматической полиплоидии (аэробное дыха-
ние, сигнальная трансдукция, транспорт, апоптоз
и иммунный ответ), у тех же древних полиплои-
дов содержат гены, утратившие дупликаты. Этот
факт предполагает общие свойства между орга-
низменной и соматической полиплоидией. Впол-
не вероятно, что адаптация к стрессу, которая,
по-видимому, способствует возникновению со-
матической полиплоидии, может играть важную
роль в эволюционной фиксации полиплоидии на
уровне организма.

Таким образом, свойства транскриптома, свя-
занные с полиплоидией, консервативны в фило-
генезе и онтогенезе и направлены на усиление
выживаемости в новых условиях, адаптивности к
стрессу и увеличение продолжительности жизни
(рис. 1). Вовлеченность геномных дупликацией в
регуляцию программ развития, продолжительно-
сти жизни и адаптации к стрессу делают особенно
важным изучение роли полиплоидии в патологи-
ческих и физиологических процессах, которые
могут затрагивать постнатальный морфогенез и
адаптацию, включая онтогенетическое програм-

мирование широко распространенных заболева-
ний, регенерацию тканей и процессы опухолевой
трансформации. В связи с этим мы подробнее
рассмотрим данные, которые могут прояснить
роль полиплоидии в медицине.

КЛИНИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ 
ПОЛНОГЕНОМНЫХ ДУПЛИКАЦИЙ

Онологи и болезни
Сохранившиеся онологи человека – это чув-

ствительные к дозе гены [137–139]. Чувствитель-
ность к дозе генов вызывает все больший интерес,
поскольку может дать ключ к патогенезу многих
заболеваний [138]. Модель баланса дозы генов
предполагает, что среди всех комплексных ген-
ных продуктов в биохимическом пути поддержи-
вается стехиометрическое равновесие, поэтому
изменение экспрессии, мутация или вариация
числа копий даже в одном гене пути могут быть
вредными. Изменения в паттерне экспрессии
онологов обнаруживаются при различных типах
рака (молочной железы, предстательной железы,
толстой кишки, щитовидной железы, яичника,
мочевого пузыря, шейки матки, легких, матки) и

Рис. 1. Общие черты организменной и соматической полиплоидии.
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в ангиогенезе опухолей [139]. Гены моногенных
заболеваний человека, представленные в базе
данных OMIM, обогащены онологами [138].

Полногеномные дупликации в опухолевых клетках

До недавнего времени полиплоидные опухо-
левые клетки считали безопасными, потому что
их рассматривали как необратимо стареющие
клетки, утратившие способность к делению [111].
Лишь относительно недавно показали, что эти
многоядерные гиганты обладают стволовыми
свойствами и являются важными факторами он-
когенности, метастазирования и устойчивости к
ядам [58, 140–144]. Полиплоидные клетки при-
сутствуют у пациентов с метастатическими опу-
холями всех типов, они найдены в опухолевых
линиях всех типов [111, 115]. Многочисленные
клинические и экспериментальные данные, полу-
ченные на разных моделях, подтверждают гипоте-
зу о том, что устойчивость опухолевых клеток к те-
рапии обусловлена появлением в их популяции
полиплоидов, и такие клетки могут выживать по-
сле химио- и радиотерапии [113, 115, 140]. Многие
исследователи считают, что гигантские полипло-
идные опухолевые клетки, обладающие повы-
шенной биологической и эпигенетической пла-
стичностью и способностью к метастазированию,
являются главными виновниками летальности
[115, 145]. К опасным свойствам относят также
склонность этих клеток впадать в состояние по-
коя в ответ на терапию и редиплоидизироваться
после нормализации условий микроокружения.
Таким образом, полиплоидные опухолевые клет-
ки имеют важное клиническое значение, а разра-
ботка подходов к их элиминации представляет
важную задачу терапии опухолей.

Полиплоидия при регенерации

ПГД считается важным фактором сохранения
функции и выживания клеток при повреждениях
[29, 62]. Полиплоидные клетки участвуют в реге-
нерации органов и тканей, состоящих из терми-
нально дифференцированных клеток, где отсут-
ствуют резидентные стволовые клетки, поэтому
восстановление с помощью пролиферации ди-
плоидных клеток невозможно [120]. Например,
так происходит в сердце человека и млекопитаю-
щих, где полиплоидия может быть единственным
способом сохранения постоянной функциональ-
ности при повреждающих воздействиях [96–98,
146, 147]. Участие ПГД в регенерации связано с
большей устойчивостью полиплоидных клеток
по сравнению с диплоидными, что особенно не-
обходимо при восстановлении. Например, при
необходимости быстрого восстановления функ-
ции полиплоидия дает возможность увеличить
размер клетки (хотя часто и непропорционально

числу геномов), минуя энергетически затратный
митоз, который связан с реорганизацией цитоске-
лета, нарушением межклеточных контактов и ар-
хитектуры ткани [120]. Полиплоидия позволяет
также продлить жизнь клеток благодаря повышен-
ной устойчивости к геномному стрессу и апопто-
тическим сигналам [27]. Недавние полногеном-
ные и экспериментальные исследования показа-
ли, что полиплоидия связана с переключением
метаболизма на режим экономии энергии [93, 94].
Это наглядно проявляется в сердце, где полиплои-
дия, вызванная стрессом или гиперфункцией,
приводит к замещению тяжелой цепи α-миозина
(быстрой, взрослой и АТР-затратной) на тяжелую
цепь β-миозина (медленную, эмбриональную и
АТР-экономную) [100, 102, 103]. Эта взаимосвязь
подтверждена на экспериментальных моделях за-
болеваний сердца, а также гипертонической бо-
лезни, дилатационной кардиомиопатии, инфарк-
те миокарда и ишемии [99, 125].

Способность полиплоидных клеток поддер-
живать функцию в условиях дефицита энергии и
гипоксии подтверждают примеры из дикой при-
роды. Например, около 80% ядер кардиомиоцитов
голого землекопа (Heterocephalus glaber) содержат
четыре или более геномов [148]. Примечательно,
что этот грызун, который обитает в токсических
условиях при пониженной концентрации кисло-
рода и живет 32 года, что примерно в 10 раз доль-
ше, чем мышь сходного веса [132]. Известно, что
кардиомиоциты других грызунов сходного веса
содержат практически только диплоидные ядра
[93, 149].

Важно отметить, что ПГД играет особенную
роль в регенерации сердца человека, где скорость
обновления кардиомиоцитов крайне низка. Не-
давно показали, что у пожилых людей (в возрасте
около 75 лет) в миокарде за год обновляется всего
около 0.4% кардиомиоцитов и около 55% кардио-
миоцитов представлено клетками, сохранивши-
мися с рождения [96]. В то же время, в миокарде
человека преобладают полиплоидные кардио-
миоциты. Например, в ядре практически каждого
кардиомиоцита (около 90% клеток) здорового че-
ловека содержится 4–16 геномов [96, 97]. При па-
тологической гиперфункции кардиомиоциты на-
капливают по 32, 64 или даже 128 геномов [97, 98].
Таким образом, ПГД является важным альтерна-
тивным способом восстановления ткани сердца
[98]. Важно отметить, что активация ПГД в кар-
диомиоцитах патологически измененного сердца
может быть в некоторых аспектах даже лучше,
чем индукция митоза. С одной стороны, допол-
нительные ПГД могут улучшать сократительную
функцию сердца в условиях гипоксического и ме-
ханического стресса [97, 98], а с другой, дают воз-
можность избежать побочных эффектов индук-
ции митоза в виде массового апоптоза из-за нару-
шенной функции центриолей [98].
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Полиплоидия может быть механизмом регене-
рации ткани при старении и заживлении ран, ко-
гда пролиферативного потенциала диплоидных
клеток не хватает для восстановления дефектов
ДНК, цитоскелета, и других компонентов клетки
[2, 68]. Важная роль полиплоидии показана при
восстановлении функции почек и сердца после
ранения и инфаркта [120]. Недавно показали, что
эпителиальные клетки почечных канальцев на-
капливают геномы в ответ на острое повреждение
почек, а рост числа полиплоидных клеток помо-
гает восстановить функцию органа [120]. В це-
лом, можно сказать, что регенерация с помощью
полиплоидии обеспечивает запас прочности ор-
ганизма при невозможности нормальной регене-
рации за счет пролиферации диплоидных клеток.

ПРИКЛАДНОЕ ЗНАЧЕНИЕ ПОЛИПЛОИДИИ

Полиплоидия в биотехнологии сельского хозяйства 
и аквакультуры

Полиплоидия – один из ключевых факторов
при одомашнивании сельскохозяйственных
культур [23, 46, 150]. Случаев полиплоидии в ис-
тории одомашненных растений было больше,
чем у их диких предшественников [150]. Генетиче-
ская пластичность множественных генов полип-
лоидного генома представляет особое преимуще-
ство для одомашнивания [62]. В число недавних
полиплоидов входят такие основные культуры,
как пшеница, овес, кукуруза, хлопок, картофель,
бобовые, банан, сахарный тростник, рапс, клубни-
ка, кофе, горчица, табак. В основном это аллопо-
липлоиды (т.е. результат полиплоидизации, свя-
занной с гибридизацией). Гибридизация часто со-
провождается повышенной гетерозиготностью и
гетерозисом, тогда как полиплоидизация восста-
навливает фертильность образовавшихся гибри-
дов и способствует стабилизации гибридного ге-
нома [23].

Аллополиплоидизация открывает путь к со-
зданию новых культур. Синтетические полиплои-
ды используются для улучшения агрономических
признаков, поскольку обладают более высокой
приспособленностью, устойчивостью к болезням,
быстрым ростом и высокой продуктивностью по
сравнению с их природными диплоидами [151, 152].
Так, например, синтетическая гексаплоидная
пшеница представляет новый источник генети-
ческого разнообразия для получения растений,
устойчивых к множественному биотическому
стрессу [88]. Многие искусственные полиплои-
ды используются в аквакультуре и большинство
из них созданы из природных полиплоидных
моллюсков и рыб, особенно карповых и лососе-
вых [22]. Между родительскими субгеномами в
полиплоидных гибридах возникает конкуренция,
называемая “доминированием субгенома”, когда

менее экспрессированный субгеном имеет тен-
денцию терять больше генов и цис-регуляторных
элементов по сравнению с другим субгеномом
[23, 46]. В крайних случаях родительские субгено-
мы могут даже сегрегировать отдельно в линии
зародышевых клеток, и гибридное состояние воз-
никает de novo в каждом поколении [153, 154]. Та-
кое рекурсивное воспроизводство полиплоидных
гибридов используется, когда аллополиплоиды
стерильны или утрачивают свои гибридные свой-
ства из-за инбридинга. Например, аллогексапло-
идный карп массово воспроизводится путем
скрещивания родительских видов в каждом поко-
лении [22].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полиплоидия широко распространена на
уровне целых организмов и в отдельных клетках
тканей многоклеточных. Полиплоидия организ-
мов является важной движущей силой эволюции.
Увеличивая размах генетической изменчивости,
полиплоидия повышает толерантность к широ-
кому спектру стрессовых условий, способствует
освоению новых экологических ниш и маскирует
вредные последствия мутаций. Соматическая по-
липлоидия в той или иной степени присутствует
во всех тканях многоклеточных организмов. У че-
ловека полиплоидные клетки образуются в ходе
нормального органогенеза и считаются проявле-
нием программ развития. Накопление геномов
может также быть реакцией на стресс, проявле-
нием канцерогенеза, старения и воспаления. Об-
ширные сравнительные исследования показали,
что полиплоидия, с одной стороны, усиливает
адаптацию к выживанию в экстремальных усло-
виях (особенно при гипоксии), а с другой сторо-
ны, ассоциирована со снижением функциональ-
ного потенциала органов (сердца и печени). В ге-
нотоксических условиях, когда вхождение клетки
в митоз неминуемо ведет к гибели, полиплоидия
служит адаптивной заменой завершенного кле-
точного цикла. В зависимости от митотического
потенциала клеток и тканей полиплоидия может
быть опасной или полезной. С одной стороны,
удвоение геномов – это эволюционно консерва-
тивный способ регенерации и обновления тка-
ней, с другой, полиплоидия – это первый шаг к
возникновению опухолеродных клеток и клеток,
устойчивых к цитостатикам. Полнотранскрип-
томные сравнительные исследования показали,
что полиплоидия организмов, а также соматиче-
ских и раковых клеток ассоциирована с рядом об-
щих признаков, которые позволяют понять, ка-
кие именно изменения в экспрессии приводят к
возникновению адаптивного фенотипа. Это мо-
жет быть как усилением эволюционно древних
программ одноклеточности, которые повышают
устойчивость к стрессу, так и активацией путей
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морфогенеза, которые повышают биологическую
пластичность и способствуют адаптивной пере-
стройке обмена. Таким образом, в нашем обзоре
показаны общие проявления ПГД на разном уров-
не организации, в разном эволюционном масшта-
бе и в разных областях исследований. Интеграция
данных эволюционной и молекулярной биологии,
биохимии, цитологии и молекулярной медицины
дала возможность идентифицировать набор эво-
люционно консервативных признаков ПГД, одно-
временно поддержанных отбором, которые целе-
сообразно изучать в комплексе. Представленные
сведения, улучшают понимание роли полиплои-
дии в эволюции, органогенезе, старении и канце-
рогенезе, что может способствовать разработке
новых стратегий управления органогенезом и ре-
генерацией, а также предотвращения трансфор-
мации клеток.
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WHOLE-GENOME DUPLICATION IN EVOLUTION, ONTOGENESIS
AND PATHOLOGY: COMPLEXITY AND EMERGENCY RESERVE

O. V. Anatskaya1, * and A. E. Vinogradov1

1Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia

*e-mail: olga.anatskaya@gmail.com

Whole-genome duplication (WGD), or polyploidy increases the amount of genetic information in a cell.
WGD of whole organisms are found in all branches of eukaryotes and are the driving force behind speciation,
complication, and adaptations. In somatic cells, WGD are found in all types of tissues and can result from
normal and altered ontogenetic programs, regeneration, pathological conditions, aging, malignancy, and
metastasis. Despite the versatility of WGD, their functional significance, general properties, and reasons for
increased adaptability are not clear. Comparison of full transcriptome data and information from different
fields of molecular biology, genomics, and molecular medicine showed that both polyploidy of organisms and
somatic and cancer cells is associated with a number of common features that make it possible to understand
which properties of WGD lead to the emergence of an adaptive phenotype. The adaptability of WGD may be
associated with an increase in the complexity of the regulation of networks and signaling systems, resistance
to stress, activation of ancient evolutionary programs of unicellularity, pathways of morphogenesis, survival,
and life extension. As a result of stress, a shift in the balance between the cellular and organismal levels of con-
trol of gene regulation towards the priority of cell survival is possible, which can lead to cardiovascular diseases
and carcinogenesis. The presented information helps to understand how polyploidy creates new phenotypes
and why it is a driving force of evolution and an important regulator of biological processes in somatic cells,
ontogenesis, pathogenesis, regeneration, and transformation.

Keywords: polyploidy, evolution, regeneration, carcinogenesis, aging, regulation complexity, stress resistance
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Разработан прототип системы, основанной на мультиплексной ПЦР с обратной транскрипцией
(ОТ-ПЦР) в иммобилизованной фазе, для выявления возбудителей инфекционной пневмонии че-
ловека. Сконструированы праймеры для идентификации ДНК шести видов бактерий и РНК двух
вирусов: гриппа А и SARS-CoV-2. Накопление сигнала удлиняющихся иммобилизованных прайме-
ров обусловлено включением в растущую цепь флуоресцентно меченных нуклеотидов. Детекция
сигнала происходит после удаления всех компонентов смеси, что существенно снижает фон и увели-
чивает чувствительность анализа. Применение специализированного детектора позволяет считывать
сигналы удлиненных праймеров непосредственно через прозрачную покровную пленку реакционной
камеры. Такое решение призвано предотвратить перекрестную контаминацию и подходит для одно-
временного тестирования большого количества образцов. Предлагаемая платформа способна выяв-
лять несколько различных возбудителей пневмонии в одном образце; она имеет открытую архитекту-
ру, что позволяет расширять спектр определяемых патогенных бактерий и вирусов.

Ключевые слова: ОТ-ПЦР в иммобилизованной фазе, мультиплексная ПЦР, инфекционная пнев-
мония, грипп, SARS-CoV-2
DOI: 10.31857/S0026898421050062

ВВЕДЕНИЕ
Инфекционная пневмония – острый воспали-

тельный процесс легочной ткани, вызываемый
возбудителями бактериальной, вирусной и гриб-
ковой природы: стрептококками, стафилококка-
ми, вирусами гриппа, коронавирусами и другими
(наиболее распространенные возбудители пнев-
монии подробно рассмотрены в обзорах [1–5]).

Вирусные и бактериальные пневмонии часто
имеют сходную клиническую картину. Этиологию
пневмоний, вызванных коронавирусами и вируса-
ми гриппа, не всегда удается определить своевре-
менно в условиях клинической лаборатории, что
приводит к ошибкам в выборе стратегии лечения
пациента. В период эпидемий ситуацию усугубляет
распространение внутрибольничных бактериаль-
ных инфекций (коинфекций) в условиях массового
заражения [6, 7], поэтому ускоренное дифферен-
циальное определение возбудителя представляет
важную задачу, от решения которой зависит быст-
рая и точная постановка диагноза и, следователь-

но, проведение своевременной и корректной те-
рапии [8].

На сегодняшний день в условиях клинической
лаборатории возбудителей инфекций идентифи-
цируют с использованием культуральных мето-
дов [9], а также тест-систем, основанных на ПЦР
или серологических тестах, которые в большин-
стве случаев ориентированы на определение од-
ного вида возбудителя [10, 11]. Часто постановка
диагноза и назначение терапии основаны только
на клинической картине заболевания [12] либо
дополняются данными радиологических методов
[13, 14].

Мультиплексная ПЦР считается перспектив-
ным инструментом молекулярно-биологических
исследований и клинической диагностики. При-
менение мультиплексной ПЦР для одновремен-
ного выявления нескольких возбудителей пнев-
монии человека в одном образце крайне важно,
учитывая сложность определения этиологии за-
болевания классическими клиническими мето-

УДК 57.083.18
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дами, в том числе идентификации возбудителей
респираторных инфекций [15–17]. В клинических
лабораториях РНК-содержащие вирусы выявляют
с использованием обратной транскрипции (ОТ)
[18, 19].

ОТ в мультиплексном варианте применяют
для обнаружения РНК-содержащих вирусов –
возбудителей респираторных инфекций [20–23].
Мультиплексный вариант ОТ-ПЦР используют
для одновременного выявления РНК- и ДНК-со-
держащих вирусов [24]. Описано одновременное
обнаружение вироидов (РНК) и эубактерий (ДНК)
с помощью методики, сочетающей ОТ и ПЦР [25].
ОТ-ПЦР с последующим гибридизационным ана-
лизом на биологическом микрочипе рассмотрена в
[26, 27].

Проведение мультиплексной ОТ-ПЦР на био-
логическом микрочипе способно повысить произ-
водительность, чувствительность и надежность
множественного выявления нуклеиновых кислот
бактериальных и вирусных инфекционных агентов
в образце. Этот метод хорошо сочетается с масшта-
бами тестирования, проводимого клиническими
лабораториями.

В настоящей работе предложен ускоренный
способ определения возбудителя в образце с при-
менением метода мультиплексной ОТ-ПЦР в им-
мобилизованной фазе. Этот способ обладает высо-
кой скоростью проведения анализа при одновре-
менном обнаружении ряда патогенных агентов.
Прототип разработанной диагностической систе-
мы устойчив к перекрестной контаминации, сов-
местим со стандартными in situ амплификаторами,
а также с детекторами флуоресцентного сигнала,
разработанными для биологических микрочипов.
Прототип обладает открытой архитектурой, благо-
даря чему возможно расширение спектра выявляе-
мых патогенных агентов при выполнении условия
совместимости многопраймерной системы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Штаммы. В работе использовали деконтами-

нированные полногеномные ДНК штаммов бак-
терий из коллекции ГНЦ прикладной микробио-
логии и биотехнологии (п. Оболенск) и вирусную
РНК из коллекции Института вакцин и сыворо-
ток (Москва). Работы с клиническими изолятами
и живыми культурами проводили на базе указан-
ных учреждений.

ДНК из культур выделяли с использованием
CTAB-метода [28]. Суспензию бактериальной
культуры готовили в 1× ТЕ-буфере. Клетки ли-
зировали с использованием раствор лизоцима
(10 мг/мл). Для разрушения белков и отделения
белков от ДНК использовали протеиназу К
(“Thermo Fisher”, США) и раствор CTAB/NaCl.
Белки, клеточные элементы, ДНК разделяли с

использованием раствора хлороформ/изоамило-
вый спирт в соотношении 24 : 1. ДНК отделяли от
остальной части раствора с помощью изопропи-
лового спирта и отмывали от остатков реактивов
70%-ным раствором этанола (х.ч.). Отмытую и
высушенную ДНК растворяли в дистиллирован-
ной воде.

Качество и количество ДНК определяли с по-
мощью электрофореза в 1%-ном агарозном геле
и спектрофотометрически (GeneQuant Pro
RNA/DNA Calculator, “Amersham Pharmacia Bio-
tech”, Великобритания).

Получены деконтаминированные ДНК следу-
ющих штаммов: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
S. aureus ATCC 43300, Haemophilus influenzae ATCC
49247, Legionella pneumophila ATCC 33152, Pseudo-
monas aeruginosa 10662 NCTC ATCC 25668, Klebsi-
ella pneumoniae 9633 NCTC ATCC 13883, Strepto-
coccus pneumoniae ATCC 49619.

Вирус SARS-CoV-2 получен путем наработки в
культуре клеток Vero (АТСС, США) вирусных
частиц из клинического образца, полученного
от больного COVID-19. Присутствие РНК
SARS-CoV-2 в вирусном материале анализирова-
ли методом ОТ-ПЦР в реальном времени с прай-
мерами к гену N [29]. Таксономическая принад-
лежность изолята к виду Severe acute respiratory syn-
drome-related coronavirus (SARS-CoV-2, клада GH)
установлена путем секвенирования гена S (иденти-
фикационный номер GenBank MW161041.1) и пол-
ного генома (идентификационный номер Gen-
Bank MW514307.1) с последующим филогенетиче-
ским анализом. Последовательность гена S штамма
Dubrovka имела 99.2%-ное сходство со штаммом
Wuhan-Hu-1 (NC_045512.20). Особенность штам-
ма Dubrovka – делеция 27 нуклеотидов в гене S
(кодируют 9 аминокислотных остатков в положе-
нии 68–76 S-белка – YMSLGPMVL), которая
объясняет относительно высокий уровень разли-
чий (0.8%) между этими штаммами.

Вирусы гриппа А (штамм А/Panama/2007/99
H3N2) и В (В/Leningrad/179/86) получены из
Коллекции микроорганизмов III и IV групп пато-
генности НИИВС им И.И. Мечникова.

Вирусный материал инактивировали в лизиру-
ющем растворе (набор для выделения РНК “Маг-
но-Сорб”, Россия), содержащем хаотропный
агент – гуанидинизотиоцианат. Инактивацию
вируса SARS-CoV-2 проверяли по наличию или
отсутствию цитопатического эффекта на чув-
ствительной культуре клеток Vero.

Вирусную геномную РНК выделяли из 140 мкл
лизата, используя коммерческий набор QIAamp
Viral RNA Mini Kit (“Qiagen”, Германия) согласно
инструкции производителя. В первом случае очи-
щенную вирусную РНК элюировали с мембраны
колонок QIAamp Mini Spin 60 мкл воды, не содер-
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жащей РНКаз, и хранили при температуре –70°C
до использования.

Вирусную РНК экстрагировали также с ис-
пользованием CTAB-метода (в модифициро-
ванном варианте), который требуется оптими-
зировать, чтобы применять одновременно как
для РНК-, так и для ДНК-содержащих патоген-
ных агентов.

Праймеры. Нуклеотидные последовательности
геномных мишеней выравнивали с помощью алго-
ритма ClustalW (www.clustal.org). Праймеры кон-
струировали с использованием сетевого ресурса
www.idtdna.com. Определяли физико-химические
характеристики каждого праймера, включая те-
стирование на присутствие как внутри- так и
межмолекулярных вторичных структур. Специ-
фичность анализировали с помощью алгоритма
BLAST (NIH, США).

Мультиплексная ПЦР в объеме. Реакционная
смесь (30 мкл) содержала 1.5 ед. Taq-полимеразы
(“Thermo Scientific”, США) в буфере той же фир-
мы, природные дезоксинуклеозидтрифосфаты
(dNTP), каждый в концентрации 200 мкМ, прай-
меры в концентрации 5 мкМ и полногеномную
бактериальную матрицу (либо смесь бактериаль-
ных ДНК). Реакцию проводили на ДНК-ампли-
фикаторе MiniCycler (“MJResearch”, США). Тем-
пературно-временной профиль ПЦР состоял из
предварительной денатурации при 95°С в течение
5 мин, за которой следовали 30 циклов: 95°С (де-
натурация ДНК) в течение 20 с; 66°С (отжиг
праймеров) в течение 30 с; 72°С (достройка прай-
меров) в течение 30 с и завершающая инкубация
при 72°С в течение 5 мин.

Градиентную ПЦР и определение чувствитель-
ности системы с помощью ПЦР в режиме реаль-
ного времени проводили на амплификаторе IQ5
(“Bio-Rad”).

Горизонтальный электрофорез для контроля
продуктов ОТ, и ПЦР. Продукты ПЦР разделяли
в 4%-ном агарозном геле (Agarose LE, “Helicon”,
Россия), для окрашивания использовали броми-
стый этидий.

Иммобилизация праймеров, биологические мик-
рочипы. Праймеры после синтеза и очистки рас-
творяли в воде (Milli Q), концентрацию доводили
до 8 мМ, смешивали с компонентами геля и нано-
сили на чип, представляющий собой обработанное
силикатное стекло либо полимерную подложку.
Дальнейшую обработку подложки и процедуры из-
готовления чипа проводили согласно [30].

Мультиплексная ОТ-ПЦР в иммобилизованной
фазе. ОТ-ПЦР проводили с использованием об-
ратной транскриптазы MMLV и других компо-
нентов набора “РЕВЕРТА-L” (ФГУН ЦНИИЭ
Роспотребнадзора, Россия) и Hot Start Taq-поли-
меразы (“Thermo Scientific”) в соответствующем
буфере, либо с помощью набора OneStep RT-PCR

Kit (“Qiagen”). Смесь содержала природные dNTP
(по 400 мкМ каждого) и праймеры – 5–10 мкМ пря-
мого и 0.5–1.0 мкМ обратного (различались для
разных пар праймеров в результате оптимиза-
ции). В качестве флуоресцентного субстрата по-
лимеразы использовали Cy5-dUTP [31] в концен-
трации 8 мкМ. Смесь помещали на чип и гермети-
зировали с помощью Frame-Seal 25 mkl (“Bio-Rad”,
США). Реакции проводили на ДНК-амплифи-
каторе для in situ ПЦР TGradient Thermocycler
(“Biometra”, США). ОТ проводили в течение
30 мин при 42°C, после чего проводили ПЦР в
следующих условиях: 95°C в течение 3 мин (на-
чальная денатурация); 36 циклов по 20 с при 95°C,
30 с при 64°C и 40 с при 72°C; завершающая инку-
бация в течение 5 мин при 72°C.

Чувствительность ОТ-ПЦР на чипе определя-
ли раститровкой ДНК/РНК анализируемых об-
разцов в интервале 101–105 копий на реакцион-
ный объем (25 мкл).

Определение удлинения иммобилизованных прай-
меров, интерпретация результатов анализа. Считы-
вание флуоресцентного сигнала с чипа после удли-
нения иммобилизованных праймеров осуществля-
ли согласно схеме [32] с применением анализатора
“Чип-детектор” (ИМБ, Россия). Интенсивность
сигналов определяли с помощью программного
обеспечения “ImaGeWare” ver. 3.50 (ИМБ, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Ранее мы сообщали о разработке мультиплекс-
ной ПЦР для определения видов бактерий – воз-
будителей пневмонии человека [17, 33]. В дальней-
шем на основе сконструированных праймеров,
специфичных к S. aureus и St. pneumoniae, разрабо-
тали мультиплексную ПЦР на чипе с включением
метки в ДНК в процессе ее удлинения. Флуорес-
центная метка, ковалентно встроенная в после-
довательность иммобилизованного праймера в
процессе ПЦР, позволяла проводить “жесткую”
отмывку чипа без риска потери сигнала и, соот-
ветственно, без снижения чувствительности си-
стемы [32].

В нашей работе расширен набор специфич-
ных праймеров. Теперь он охватывает шесть ос-
новных видов бактерий, возбудителей пневмо-
нии, а также два РНК-содержащих вируса: вирус
гриппа А и коронавирус нового типа, вызываю-
щий COVID-19 (табл. 1), что привело к исполь-
зованию ОТ. В качестве необходимых условий при
конструировании праймеров учитывали специ-
фичность и внутривидовую консервативность вы-
бранных участков генетических мишеней. Для
удобства идентификации возбудителя на стадии
оптимизации многопраймерной системы “в об-
щем объеме” конструировали пары праймеров,
позволяющих получить ПЦР-продукты различ-
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ной длины. При конструировании мультиплекс-
ной ПЦР руководствовались требованием сов-
местимости праймеров, т.е. отсутствия межмо-
лекулярных взаимодействий для всех праймеров
системы, а также стандартными требованиями
близких температур плавления дуплексов и от-
сутствия внутримолекулярных взаимодействий
(шпилек). BLAST-анализ проводили, выбирая ви-
доспецифичные консервативные участки генов-
мишеней, используемых для видовой идентифи-
кации патогенных микроорганизмов и вирусов. В
табл. 1 указаны последовательности, фланкирую-
щие выбранные регионы, а также длины получа-
емых ПЦР-продуктов. Для создания микрочипа
иммобилизовали либо обратный праймер в каж-
дой паре, либо так называемый “вложенный”
праймер, лежащий внутри амплифицируемого ре-
гиона, фланкируемого прямым и обратным прай-
мерами. Выбор определялся сравнительным тести-
рованием праймеров при оптимизации системы.
В табл. 1 приведены результирующие праймеры,
полученные после оптимизации системы.

Важное условие видоспецифичной идентифи-
кации патогенных агентов – внутривидовая кон-
сервативность выбранных мишеней. В идеале это
должны быть гены, кодирующие белки, характер-

ные только для исследуемых микроорганизмов
или вирусов, либо гены, последовательности ко-
торых резко отличаются от последовательностей
гомологичных генов родственных видов, непато-
генных для человека. При этом предпочтительно
использовать гены, кодирующие факторы пато-
генности. Так, большинство отобранных мише-
ней определяют вирулентность идентифицируе-
мых патогенных агентов.

В табл. 1 приведены генетические мишени, ис-
пользованные для идентификации патогенов. Ми-
шени выбирали на основании доказанной воз-
можности их применения для видовой идентифи-
кации соответствующего возбудителя.

Ген lytA St. pneumoniae кодирует один из факто-
ров вирулентности – аутолизин, участвующий в
ряде клеточных процессов [34]; ген cpsB (тиро-
зин-специфичная протеинфосфатаза B) стрепто-
кокка участвует в регуляции биосинтеза капсуль-
ных полисахаридов [35]. Ген ebpS (эластинсвязыва-
ющий белок S) относится к группе генов S. aureus,
которые кодируют белки, участвующие в связы-
вании молекул на поверхности клеток [36]. Ген
fucK, применяемый для видовой идентификации
H. influenzae [37], относится к генам углеводного
обмена. Ген oprL кодирует пептидогликан-ассо-

Таблица 1. Праймеры для видоспецифичного определения бактериальных и вирусных возбудителей пневмонии
человека

Возбудитель Праймер Нуклеотидная последовательность Длина,
нуклеотиды

Длина ПЦР-
продукта, п.н.

Streptococcus pneumoniae

lytA-f1 5'-ATTGACGAATTGCTCTTGTCTCA-3' 23
204

lytA-r1 5'-AAGTTTACGCATGGCCTGGCTCA-3' 23

cpsB-f1 5'-TTGATGTAGATGACGGTCCCAAG-3' 23
217

cpsB-r1 5'-TATATCTCTGCGCCATAAGCAAT-3' 23

Staphylococcus aureus
ebpS-f1 5'-ACTCGACTGAGGATAAAGCGTCT-3' 23

283
ebpS-r1 5'-CCTCCAAATATCGCTAATGCACC-3' 23

Haemophilus influenzae
fucK-f1 5'-TGCTCACTCAACGCTTAACTGGT-3' 23

193
fucK-r1 5'-TTCTGGGCTAATGGTGTACGTAA-3' 23

Pseudomonas aeruginosa
oprL-f1 5'-GCGTGCGATCACCACCTTCTACT-3' 23

321
oprL-r1 5'-TTCTTCAGCTCGACGCGACGGTT-3' 23

Legionella pneumophila
sidA-f1 5'-TTCCACTGGTGGGTGGGTTTTG-3' 22

370
sidA-r1 5'-TCATGTTGGAGTTCTATGGCACG-3' 23

Klebsiella pneumoniae
rmpA-f2 5'-GGACTACCTCTGTTTCATATTAC-3' 23

373
rmpA-r2 5'-CCCCATTTTTCAGTAGGCAT-3' 20

SARS-CoV-2
E-forw 5'-TCGTTTCGGAAGAGACAGGTACG-3' 23

143
E-rev 5'-AAGACTCACGTTAACAATATTGC-3' 23

Вирус гриппа А
M2-forw 5'-CACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCG-3' 24

203
M2-rev 5'-TATATGAGGCCCATGCAACTGGCA-3' 24
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циированный белок, который участвует в инваги-
нации мембраны во время деления клеток псев-
домонад, в частности P. aeruginosa. Этот ген важен
для поддержания целостности мембраны [38]. Для
видовой идентификации L. pneumophila и K. pneu-
moniae используют детерминанты вирулентности
этих бактерий – SidA и RmpA, соответственно,
[39, 40].

В случае РНК-содержащих вирусов: SARS-
CoV-2 и вируса гриппа A использовали ген Е (ко-
дирует белок оболочки (envelope protein) [41]) и
сегмент 7 матриксного белка 2 (M2) [42] соответ-
ственно.

Строили множественные выравнивания по-
следовательностей каждого выбранного региона из
архива NIH (США) и проводили поиск консерва-
тивных участков для конструирования фланкиру-
ющих праймеров. В случае РНК-содержащих ви-
русов, обладающих высокой вариабельностью, ис-
пользовали вырожденные нуклеотидные позиции.
Теоретическую специфичность праймеров прове-
ряли с помощью алгоритма BLAST (NIH, США).

При разработке систем с открытой архитекту-
рой большое значение приобретает совместимость
всего пула праймеров. Под совместимостью пони-
мается отсутствие каких-либо комплементарных
взаимодействий всего набора праймеров. Расши-
рение системы приводит к необходимости провер-
ки отсутствия такого рода взаимодействий вновь
вводимых праймеров с уже оптимизированной си-
стемой. Проведение таких процедур возможно
даже в ручном режиме.

На стадии оптимизации полезно проводить те-
стирование праймеров с помощью ПЦР в одном
объеме с последующим электрофоретическим раз-
делением продуктов реакции. Кроме того, иммо-
билизованные в различных ячейках праймеры ли-
шены возможности взаимодействия между собой,
что несколько облегчает задачу.

На рис. 1 представлена принципиальная схема
выявления одной генетической мишени с приме-
нением иммобилизованных праймеров.

Система сконструирована так, что для каждого
возбудителя на чипе присутствует несколько спе-
цифичных праймеров. Иногда иммобилизовали
обратный фланкирующий праймер “r”, в ряде
случаев – вложенные праймеры (на схеме “r1” и
“r2”), выбираемые по результатам предваритель-
ной оптимизации (тестирования в общем объе-
ме). И так для каждого возбудителя.

На начальном этапе процесса оптимизации
мультиплексной системы в общем объеме тести-
ровали несколько специфичных праймеров для
каждого региона. Соответствующие электрофоре-
граммы представлены на рис. 2.

Из риc. 2 видно, что длины ПЦР-продуктов в
каждой из лунок геля соответствуют теоретически
ожидаемым. Однако видны четкие различия в вы-
ходе продукта, его однородности (в ряде случаев
видны побочные продукты) либо эффект “primer-
dimer”, что наблюдается, например, в лунке 10
(рис. 2б). Эти эффекты устранили в процессе опти-
мизации системы.

В случае РНК-содержащих вирусов первый
этап оптимизации включал стадию ОТ. На рис. 3
показан результат проведения ОТ-ПЦР РНК
SARS-CoV-2 и вируса гриппа А.

После первой стадии следовала оптимизация
системы с применением всех выбранных пар прай-
меров, в том числе, с применением градиентной
ПЦР и варьированием концентрации компонен-
тов системы, включая праймеры.

Определяли чувствительность и специфич-
ность сконструированной тест-системы, в том
числе, при попарном использовании анализируе-
мых мишеней на одном биологическом микрочи-
пе. По результатам экспериментов заменяли не-
которые иммобилизованные праймеры, а также
свободные фланкирующие праймеры в реакци-
онной смеси.

Рис. 1. Схема анализа с применением иммобилизованных праймеров. Литерами f и r обозначены прямой и обратный
фланкирующие праймеры, литерами r1 и r2 – вложенные иммобилизованные праймеры (содержат аминогруппы на
5′-конце), dU* – меченный цианиновым красителем дезоксиуридин, встраиваемый в процессе удлинения праймера.
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NH2 NH2

f

r
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Система показала более высокие отношения
сигнал–фон по сравнению с использованием ме-
ченого праймера в растворе и определением удли-
нения праймера гибридизацией после проведе-
ния ПЦР. Преимущества предлагаемого подхода
и схема анализа приведены в [32].

Температурно-временной профиль реакции оп-
тимизировали с применением градиентной ПЦР;
оптимизировали концентрации каждого реагента
смеси, за исключением компонентов реакционно-
го буфера, который использовали в соответствии с
рекомендациями производителя. Специфичность
праймеров к мишеням определяли для каждой па-
ры праймеров и соответствующей им мишени, за-
тем для той же пары праймеров – с другими мише-
нями (для исключения ложноспецифического
взаимодействия), и лишь после этого тестировали
мультипраймерную систему. В эксперименте ис-
пользовали полноразмерные препараты бактери-
альной геномной ДНК, а также выделенную и
очищенную РНК SARS-CoV-2 и вируса гриппа А.

После оптимизации многопраймерной систе-
мы в режиме ПЦР проводили тестирование и оп-
тимизацию в режиме ОТ-ПЦР, что потребовало
замены некоторых праймеров.

Праймеры для иммобилизации подвергали той
же многостадийной процедуре тестирования, по-
сле чего осуществляли иммобилизацию и проверку
их работы в различных режимах, подобно описан-

ному для фланкирующих праймеров. Тестирова-
ние проводили на деконтаминированных образцах
выделенной геномной ДНК/РНК.

Результирующие последовательности иммо-
билизованных праймеров, выбранные после оп-
тимизации системы, приведены в табл. 2.

Схема специализированного биологического
микрочипа и примеры анализа образцов пред-
ставлены на рис. 4.

В системе предусмотрены два внутренних кон-
троля – для стадии ОТ и стадии ПЦР. Чувстви-
тельность системы определяли раститровкой
каждого из анализируемых образцов ДНК/РНК.
В зависимости от мишени чувствительность си-
стемы с иммобилизованными праймерами соста-

вила от 102 до 104 копий нуклеиновой кислоты на
образец (только для имеющихся в коллекции об-
разцов; статистических данных в настоящее вре-
мя недостаточно). Увеличению чувствительности
способствовало включение метки в растущую
цепь иммобилизованного праймера. Такое реше-
ние позволяет осуществить ковалентную пришив-
ку метки и удалить все компоненты смеси, кото-
рые увеличивают фоновый шум и за счет этого
уменьшают чувствительность системы. Предлага-
емый подход более подробно описан в недавней
работе [32]; он представляет собой усовершенство-
вание классической методологии применения
ферментативных реакций на гидрогелевых чипах,

Рис. 2. Экспериментальный выбор специфичных праймеров при оптимизации системы по результатам анализа про-
дуктов ПЦР. а: 1 – маркер длин фрагментов дцДНК DNA Ladder 50 bp (жирным полосам маркера соответствуют дли-
ны 250 и 500 п.н. дцДНК); 2 – F1 + R1 (163 п.н.); 3 – F2 + R1 (78 п.н.); 4 – F3 + R1 (180 п.н.); 5 – F1 + R2 (115 п.н.); 6 –
F2 + R2 (30 п.н.); 7 – F3 + R2 (132 п.н.). б: 1 – Ladder 50 bp; 2 –F4 + R3 (144 п.н.); 3 – F5 + R3 (131 п.н.); 4 – F6 + R3 (169 п.н.);
5 – F4 + R4 (87 п.н.); 6 – F5 + R4 (74 п.н.); 7 – F6 + R4 (112 п.н.); 8 – F4 + R5 (126 п.н.); 9 – F5 + R5 (113 п.н.); 10 –
F6 + R5 (151 п.н.).

а
Staphylococcus aureus, ген ebpS

б
Streptococcus pneumoniae, ген cpsB

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Праймеры: Праймеры:

F1
F2
F3

R1
R2

5'-

5'-

5'-

5'-

5'-

-3'

-3'

-3'

-3'

-3'

NH2-

NH2-
NH2-

NH2-
NH2-

F4
F5
F6

R3
R4

5'-

5'-

5'-

5'-

5'-

-3'

-3'

-3'

-3'

-3'

R5 5'- -3'



950

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 6  2021

ЛАПА и др.

Рис. 3. ОТ-ПЦР-анализ РНК коронавируса типа 2 и вируса гриппа А, выделенной из клинического образца. а: 1 –
маркер длин фрагментов дцДНК GeneRuler 50 bp (жирным полосам маркера соответствуют длины 250 и 500 п.н.
дцДНК); 2 – F7 + R6, количество исходной РНК 103 копий на реакционную пробирку; 3 – F7 + R6, количество исход-
ной РНК 104 копий на реакционную пробирку; 4 – отрицательный контроль (видны праймеры). Использованы прай-
меры E-f и E-r, теоретическая длина продукта 143 п.н. соответствует наблюдаемой на электрофореграмме. б – Раздель-
ное проведение ОТ и ПЦР при оптимизации (тестирование с помощью ОТ как прямого, так и обратного праймеров).
1 – Маркер длин продуктов ДНК GeneRuler 50 bp; 2 – ОТ F8, ПЦР F8 + R7; 3 – ОТ R7, ПЦР F8 + R7; 4 – ОТ F8, ПЦР
F9 + R7; 5 – ОТ R7, ПЦР F9 + R8. Праймер R8 – экспериментальный, модифицированный (с введением вырожденных
позиций) на основании предлагаемого WHO [42], остальные праймеры сконструированы специально для создания
предлагаемой тест-системы.

а б
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Таблица 2. Иммобилизованные праймеры для ОТ-ПЦР на биочипе

* Зависит от используемого прямого праймера (см. рис. 1).

Возбудитель Праймер Нуклеотидная последовательность праймера
Длина,

нуклеотиды

Длина ПЦР-

продукта, 

п.н.*

Streptococcus pneumoniae
R3 5'-NH2-TATATCTCTGCGCCATAAGCAAT-3' 23 –

R5 5'-NH2-GCAATGACTAAATCATCTGCCAC-3' 23 –

Staphylococcus aureus
R1 5'-NH2-CCTCCAAATATCGCTAATGCACC-3' 23

R2 5'-NH2-GGTAACAATACTTTGGCCATGCCACC-3' 26 –

Haemophilus influenzae
R8 5'-NH2-TTCACCTGCATAACGCATAGGAG-3' 23 –

R9 5'-NH2-CATAACGCATAGGAGGGAAATGG-3 23 –

Pseudomonas aeruginosa
R10 5'-NH2-GTAGCGACCGGACGCTCTTTAС-3' 22 –

R11 5'-NH2-GCTCTTTACCATAGGAAACCAG-3' 22 –

Legionella pneumophila
R6 5'-NH2-TCATTATATTTATCATTGTTTGGCTC-3' 26 –

R7 5'-NH2-ACGTTTCGCTACAAGATCTATAA-3' 23 –

Klebsiella pneumoniae
R13 5'-NH2-GGCGTCAGATACAGGACGGCT-3' 21 –

R14 5'- NH2-CCACTCCACCGGCAGTGCTCAC-3' 22 –

SARS-CoV-2
E-f-n 5'-NH2-CTTGCTTTCGTGGTATTCTTGCT-3' 23 –

E-r-n 5'-NH2-CACACAATCGAAGCGCAGTAAGG-3' 23 –

Вирус гриппа А INF-F1 5'-NH2-CTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGG-3' 23 –
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где используется меченый праймер, находящийся
в растворе.

Система может быть расширена для анализа
более широкого спектра возбудителей путем до-
бавления иммобилизованных праймеров при
условии контроля их совместимости с разрабо-
танной мультиплексной ОТ-ПЦР.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Первая работа, описывающая проведение
ПЦР на гидрогелевых биочипах, была опублико-
вана в 2000 г. [43] научной группой ИМБ РАН
(Россия). Вскоре ПЦР применили для выявления
рифампицин-устойчивых штаммов возбудителя
туберкулеза [44, 45], модификации метода ПЦР
на чипе посвящена методическая работа [46].

Предложены оригинальные подходы к прове-
дению ферментативных реакций в иммобилизо-
ванной фазе для создания компактных специали-

зированных биочипов [47, 48], которые получили
развитие в технике изотермической амплифика-
ции, “бридж-ПЦР” и, в конечном счете, в секвени-
ровании нового поколения (NGS). Технические
сложности проведения ПЦР на чипе по сравнению
с гибридизационным анализом привели к тому, что
в настоящее время “золотым стандартом” диагно-
стических систем, основанных на технологии спе-
циализированных гидрогелевых биочипов, стало
применение гибридизационного анализа [49–53].
На основе этого подхода создан ряд сертифици-
рованных систем для клинической диагностики
(“ТБ-Биочип”, “СИ-Биочип” и другие).

В большинстве методов, основанных на ОТ,
реакцию проводят в жидкой фазе (без использо-
вания биочипов) и лишь последующая гибриди-
зация выполняется на чипе [26, 27].

Классическая схема детекции сигнала после
проведения ферментативной реакции на биочипе
предусматривает гибридизацию флуоресцентно

Рис. 4. Специализированный биологический микрочип для видового определения возбудителей пневмонии методом
мультиплексной ОТ-ПЦР. а – Схема: M – флуоресцентный маркер для автоматического наложения сетки при про-
граммном обеспечении расчета интенсивности сигнала ячеек; Gel – ячейка пустого геля; Sta – Staphylococcus aureus
(здесь и во всех последующих случаях цифры “1” и “2” обозначают использование двух различных праймеров внутри
последовательности, фланкируемой краевыми праймерами, литера “а” обозначает использование праймера в кон-
центрации в 2 раза меньшей, чем в ячейке чипа без литеры – это необходимо для повышения надежности автомати-
ческого анализа); Str – Streptococcus pneumoniae, Leg – Legionella pneumophila, Hae – Haemophilus influenzae, Pse – Pseu-
domonas aeruginosa, Kle – Klebsiella pneumoniae, Cov – SARS-CoV-2, Inf – вирус гриппа A; Con1 – внутренний контроль
обратной транскрипции (резервный; в настоящее время не используется), Con2 – внутренний контроль ПЦР. б–е –
результаты определения вида (примеры) соответственно: St. aureus, S. pneumoniae, H. influenzae, SARS-CoV-2, вирус
гриппа A. Для удобства приведены фото с инвертированными сигналами (негативы).
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меченного праймера на удлиненный иммобилизо-
ванный праймер. Эта схема делает невозможным
проведение реакции в режиме реального времени,
она весьма чувствительна к условиям детекции, так
как представляет собой квазиравновесную систе-
му; при этом повышен риск “смывания” гибриди-
зованного праймера. Другой недостаток – повы-
шенный фон и сравнительно низкое соотношение
сигналов совершенных и несовершенных дуплек-
сов из-за необходимости использования флуо-
ресцентно меченных праймеров.

Одно из усовершенствований предлагаемого в
настоящей работе подхода состоит во включении
меченых нуклеотидов в растущую иммобилизо-
ванную цепь ДНК, что позволяет полностью уда-
лить все компоненты реакционной смеси и тем
самым резко снизить фоновый сигнал. При со-
четании этого подхода с технологией “микро-
флюидики” можно заменять растворы после
каждого цикла амплификации и проводить ре-
акции в режиме реального времени. Сочетание
ОТ с ПЦР позволяет анализировать как РНК-,
так и ДНК-содержащие патогенные агенты (ви-
русы и бактерии).

Различия в химической природе нуклеиновых
кислот затрудняют разработку универсального
метода экстракции (в частности, для получения
максимального выхода выделяемой нуклеиновой
кислоты (ДНК или РНК) используют различные
соотношения хлороформ–изоамиловый спирт; в
случае РНК необходимо использовать буферные
растворы, обработанные диэтилпирокарбонатом
и т.п.). Для создания универсального метода об-
наружения РНК- и ДНК-содержащих патоген-
ных агентов необходима унификация метода вы-
деления нуклеиновых кислот. Мы использовали
СТАВ-метод как один из наиболее бережных ме-
тодов выделения суммарных ДНК и РНК из об-
разцов, содержащих как бактериальные и эукари-
отические клетки, так и вирусные частицы [54, 55].

Масштабирование предлагаемой системы за-
трудняют различия в природе тестируемых образ-
цов, присутствие ингибиторов, загрязнений, мик-
роорганизмов-спутников. Присутствие в экстрак-
те тотальной ДНК и РНК может усложнить анализ
и требует более тщательного подхода к конструи-
рованию видоспецифичных праймеров.

Дальнейшее усовершенствование прототипа
предлагаемой системы предполагает проведение
статистического анализа, а также определение
чувствительности и специфичности анализа с
применением широкого спектра образцов.

ВЫВОДЫ

Сконструированы высокоспецифичные прай-
меры для идентификации шести видов бактерий
и двух вирусов, вызывающих пневмонию. Разра-

ботана и оптимизирована ОТ-ПЦР в иммобили-
зованной фазе и биологический микрочип для
одновременного выявления нескольких возбуди-
телей в исследуемом образце. Накопление флуо-
ресцентного сигнала осуществляется встраива-
нием меченых нуклеотидов в растущую цепь
ДНК. Разработанный прототип обладает откры-
той архитектурой, благодаря чему может быть рас-
ширен спектр анализируемых патогенных агентов.
Система ориентирована на применение в клини-
ческих лабораториях, где нужно параллельно те-
стировать большое количество образцов и важно
быстро получить ответ для выработки своевремен-
ной и адекватной стратегии лечения пациента.

Исследование поддержано грантом Россий-
ского научного фонда (№ 20-14-00287).

Настоящая статья не содержит описания ка-
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DEVELOPMENT OF MULTIPLEX RT-PCR WITH IMMOBILIZED PRIMERS 
FOR IDENTIFICATION OF PATHOGENS
OF HUMAN INFECTIOUS PNEUMONIA

S. A. Lapa1, *, R. A. Miftakhov1, E. S. Klochikhina1, Yu. I. Ammur2, S. A. Blagodatskikh3,
V. E. Shershov1, A. S. Zasedatelev1, and A. V. Chudinov1

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Mechnikov Institute of Vaccines and Serums, Moscow, 105064 Russia

3Scientific Center of Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Moscow Region, 142279 Russia
*е-mail: lapa@biochip.ru

A prototype of a system based on multiplex PCR with reverse transcription (RT-PCR) in the immobilized
phase for the detection of pathogens of infectious human pneumonia was developed. Primers has been de-
signed to identify the DNA of six bacterial strains and the RNA of two viral pathogens of pneumonia: influ-
enza A and SARS-CoV-2. The signal accumulation of elongated immobilized primers occurs due to the in-
corporation of f luorescently labeled nucleotides in the chain. The signal is detected after all the components
of the mixture are removed, which significantly reduces the background and increases the sensitivity of the
analysis. The use of a specialized detector makes it possible to read the signals of elongated primers directly
through the transparent cover film of the reaction chamber. This solution is designed to prevent cross-con-
tamination and is suitable for simultaneous testing of a large number of test samples. The proposed platform
is able to detect the presence of several pathogens of pneumonia in a sample and has an open architecture that
allows to expand the range of pathogenic bacteria and viruses that can be detected.

Keywords: RT-PCR in the immobilized phase, multiplex PCR, infectious pneumonia, influenza, SARS-CoV-2
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В последнее время появляется все больше данных о том, что взаимодействие митохондриального и
ядерного геномов в значительной степени определяет риск развития различных нейродегенератив-
ных заболеваний. Однако роль мито-ядерных взаимодействий в развитии рассеянного склероза –
тяжелого хронического нейродегенеративного заболевания полигенной природы – мало изучена.
Нами проведен анализ ассоциации с рассеянным склерозом всех возможных двухкомпонентных
мито-ядерных сочетаний, включающих по одному из семи полиморфных вариантов ядерного гено-
ма, локализованных в области генов UCP2, KIF1B и в локусе PVT1 (гены MYC, PVT1 и MIR1208), и по
одному из 10 полиморфизмов митохондриального генома, а также отдельных генетических вариан-
тов, входящих в состав этих сочетаний. Исследование выполнено на выборке из 507 больных рассеян-
ным склерозом и 321 здорового индивида контрольной группы (все русские по этнической принад-
лежности). Выявлено два ассоциированных с рассеянным склерозом сочетания, включающих ядер-
ный и митохондриальный компоненты. Сочетание UCP2(rs660339)*A + MT-ATP6(rs193303045)*G
характеризовалось значениями p = 0.015; ОШ = 1.39 [95% ДИ 1.05–1.87], сочетание PVT1(rs2114358)*G +
+ MT-ND1(rs1599988)*C – значениями p = 0.012, ОШ = 1.77 [95% ДИ 1.10–2.84]. Из отдельных ком-
понентов сочетаний только аллель rs660339*A ядерного гена UCP2, кодирующего разобщающий бе-
лок 2 семейства митохондриальных переносчиков анионов, был самостоятельно ассоциирован с
рассеянным склерозом (p = 0.028; ОШ = 1.36 [95% ДИ 1.01–1.84]). Проведенное исследование рас-
ширяет существующие представления о влиянии мито-ядерных взаимодействий и вариативности
ядерных генов, продукты которых функционируют в митохондриях, на риск развития РС.

Ключевые слова: рассеянный склероз, генетическая предрасположенность, митохондриальный ге-
ном, ядерный геном, однонуклеотидный полиморфизм, ассоциация, мито-ядерные взаимодей-
ствия
DOI: 10.31857/S0026898421060070

ВВЕДЕНИЕ

Рассеянный склероз (РС) – хроническое забо-
левание центральной нервной системы (ЦНС),
для которого характерны процессы аутоиммун-
ного воспаления, демиелинизации и нейродеге-
нерации, приводящие к повреждению ЦНС и к
прогрессирующей неврологической дисфункции
[1]. По данным ВОЗ в мире насчитывается около
2.5 млн больных РС.

РС это комплексное полигенное заболевание,
которое развивается у генетически предрасполо-
женных лиц при воздействии неблагоприятных
факторов внешней среды. В основе полигенного
наследования РС лежит существование множе-
ства независимых и/или взаимодействующих по-
лиморфных вариантов генов, каждый из которых
лишь в незначительной степени влияет на риск
развития заболевания [2]. В настоящее время ме-
тодом широкогеномного анализа ассоциаций (ge-

Сокращения: ДИ – доверительный интервал; днРНК – длинная некодирующая РНК; ПЦР – полимеразная цепная реак-
ция; ПЦР–ПДРФ – ПЦР с последующим анализом полиморфизма длин рестрикционных фрагментов; ОШ – отношение
шансов; РС – рассеянный склероз; ЦНС – центральная нервная система; ЭТЦ – электронно-транспортная цепь митохон-
дрий; GWAS – широкогеномный поиск ассоциаций (Genome Wide Association Study); LD – неравновесное сцепление
(Linkage Disequilibrium); SNP – однонуклеотидный полиморфизм (Single Nucleotide Polymorphism); SF – фактор синергии
(Synergy Factor).

УДК 577.21
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nome-wide association studies, GWAS) выявлено
более 200 независимых ядерных локусов, ассо-
циированных с развитием РС [3]. Два таких ис-
следования выполнены для митохондриального
генома [4, 5], однако не обнаружено ни одного
варианта мтДНК, ассоциированного с РС с необ-
ходимым уровнем значимости. Cовокупная вариа-
бельность всех найденных локусов генома может
объяснить только до 48% наблюдаемой наследуе-
мости РС [3]. Это несоответствие получило назва-
ние “недостающей” наследуемости (missing herita-
bility) [6].

Одним из возможных объяснений феномена
“недостающей” наследуемости может быть суще-
ствование нелинейных (эпистатических) взаимо-
действий между компонентами генома, при кото-
рых эффект носительства генетического варианта
одного гена зависит от носительства варианта дру-
гого, неаллельного, гена (генов), поскольку такие
взаимодействия не выявляются при анализе ассо-
циации каждого из этих генов с заболеванием (по
отдельности, one by one), в том числе при GWAS.
Установлена вовлеченность эпистатических вза-
имодействий между генами ядерного и митохон-
дриального геномов (мито-ядерного взаимодей-
ствия) в формировании патологического фенотипа
при классических митохондриальных заболевани-
ях, а также при сахарном диабете типа 2, болезнях
Паркинсона и Альцгеймера, шизофрении [7–9].

Хотя достоверно установлена важность дис-
функции митохондрий в развитии нейродегене-
рации при РС [10] и показана связь вариабельно-
сти мтДНК с риском РС в различных популяциях
(см. обзор [11]), мито-ядерные взаимодействия
как фактор риска РС стали объектом изучения
только в самое последнее время. Ранее мы выяви-
ли два ассоциированных с РС эпистатических со-
четания, включающих один и тот же ядерный
компонент ‒ однонуклеотидный полиморфизм
(SNP) rs4410871 гена длинной некодирующей РНК
(днРНК) PVT1 ‒ и SNP rs1599988 (m.4216) или
rs28359178 (m.13708) мтДНК [12].

В настоящей работе мы продолжили поиск ми-
то-ядерных взаимодействий, влияющих на риск
РС, включив в исследование новые варианты ядер-
ных генов из локуса PVT1 ‒ дополнительные SNP
гена PVT1, SNP генов MYC и MIR1208, а также ва-
рианты ядерных генов за пределами этого локуса ‒
генов UCP2 и KIF1B, продукты которых влияют на
функционирование митохондрий [13, 14]. Анали-
зировали ассоциацию с развитием РС семи поли-
морфных вариантов перечисленных ядерных ге-
нов поодиночке и в составе сочетаний с 10 поли-
морфизмами мтДНК у этнических русских. Эти
полиморфизмы расположены в области восьми ге-
нов, пять из которых кодируют митохондриальные
белки ‒ компоненты электронно-транспортной це-
пи (ЭТЦ) митохондрий (MT-ND1, MT-ND2,

MT-ND3, MT-ND5 и COX1), остальные гены ‒
субъединицу 6 АТР-синтазы (ATP6), 16S рРНК
(MT-RNR2) и лейцин-специфичную тРНК (MT-TL2).
Описание этих SNP представлено в табл. 1.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Характеристика индивидов, вошедших в иссле-

дование. Группа больных РС состояла из 507 ин-
дивидов (353 женщины, 154 мужчины), которым
диагноз “достоверный РС” был поставлен со-
гласно критериям МакДональда в редакции от
2010 года [15]. Средний возраст индивидов при
дебюте заболевания составлял 27.5 ± 9.2 лет, на
момент исследования – 39.0 ± 10.6 лет. В кон-
трольную группу вошел 321 здоровый индивид
(210 женщин, 111 мужчин) без признаков невро-
логических заболеваний. Средний возраст в кон-
трольной группе на момент забора крови ‒ 39.6 ±
± 13.5 лет. Все включенные в исследование инди-
виды были этническими русскими (согласно дан-
ным анкетирования русскими были все члены их
семей в двух поколениях) и проживали в европей-
ской части России.

Выделение ДНК и генотипирование. ДНК выде-
ляли из цельной крови с использованием ком-
мерческих наборов QIAamp DNA Blood Mini Kit
(“Qiagen”, Германия). Генотипирование ядерных
генов MYC, PVT1, MIR1208, UCP2 и KIF1B прово-
дили методом полимеразной цепной реакции
(ПЦР) в реальном времени на детектирующем
амплификаторе StepOnePlus (“Thermo Fisher Sci-
entific”, США); для rs660339, rs4645948, rs2114358
и rs10492972 использовали коммерческие наборы
TaqMan Pre-designed SNP Genotyping Assay Kit
(“Thermo Fisher Scientific”); для rs2648841, rs4733789
и rs7841504 ‒ коммерческие наборы компании
OOO “ДНК-Синтез” (Россия). Полиморфизмы
мтДНК были генотипированы ранее [12] методом
ПЦР с последующим анализом полиморфизма
длин рестрикционных фрагментов (ПЦР–ПДРФ).
Полиморфизм PVT1 rs4410871 также типирован
ранее [16].

Статистический анализ. Анализ отклонения на-
блюдаемых частот генотипов исследованных поли-
морфных вариантов ядерного генома от равнове-
сия Харди–Вайнберга, а также анализ структуры
неравновесия по сцеплению (LD) между парами
SNP в локусе PVT1 с помощью коэффициента
D', предложенного Левонтином, и коэффициен-
та корреляции r2 Пирсона проводили с исполь-
зованием программного обеспечения Haploview
версии 4.2 [17]. При анализе ассоциации аллелей
и генотипов SNP ядерного генома с РС исполь-
зовали точный критерий Фишера; ассоциацию
считали статистически значимой, если значение p
было менее 0.05, а 95% доверительный интервал
(ДИ) для отношения шансов (OШ) не пересе-
кал 1. Поиск ассоциированных с РС сочетаний,
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включающих аллели/генотипы полиморфных
участков яДНК и мтДНК, проводили с помо-
щью программного обеспечения APSampler
(http://apsampler.sourceforge.net), использую-
щего метод Монте-Карло марковскими цепями
и Байесовскую непараметрическую статистику
[18]. Валидацию результатов проводили при помо-
щи стандартных статистических подходов – оцен-
ки значения p в точном критерии Фишера, ОШ и
его 95% ДИ. Сочетания считали ассоциированны-
ми с РС, если отдельные его компоненты характе-
ризовались значением p, большим, чем значение p
сочетания. Возможное нелинейное взаимодей-
ствие (эпистаз) между аллелями в биаллельных
сочетаниях оценивали с использованием подхо-
да, предложенного в [19]. В его основе лежит
оценка характера взаимодействия между аллеля-
ми (или генотипами) двух локусов при их сов-
местном носительстве с помощью двух ранее
описанных статистических критериев: по значе-
нию pFLINT в точном трехфакторном тесте, подоб-
ном точному критерию Фишера (the exact three-
way Fisher-like interaction numeric test, FLINT)
[20], и исходя из значений фактора синергии (syn-
ergy factor, SF) и его 95% ДИ [21]. Значения pFLINT,
SF и его 95% ДИ оценивали с помощью программ-
ных средств, входящих в программу APSampler.
Взаимодействие между аллелями в сочетании счи-

тали эпистатическим при величине pFLINT менее
0.05, а значение 95% ДИ для SF не пересекало 1;
если эти условия не соблюдались, взаимодей-
ствие считали аддитивным.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Равновесие Харди–Вайнберга соблюдалось в

контрольной группе (p > 0.05) для всех генотипи-
рованных полиморфных участков яДНК, а также
для исследованного ранее rs4410871 гена PVT1.

На рис. 1 представлены наблюдавшиеся нами
частоты аллелей, включенных в исследование SNP
ядерного генома, в контрольной группе в сравне-
нии с частотами их минорных аллелей (MAF) в вы-
борке представителей европейских популяций из
базы данных NCBI SNP. Абсолютные отличия ча-
стот аллелей всех исследованных полиморфных
участков, наблюдаемые у этнических русских, от
данных, представленных в базе NCBI, составля-
ют менее 5%.

В контрольной группе этнических русских
мы проанализировали неравновесное сцепление
между всеми SNP локуса PVT1, типированными
в настоящем исследовании (rs2648841, rs4733789,
rs7841504, rs2114358, rs4645948), а также rs4410871
из этого локуса, генотипированного ранее [16].
Структура неравновесного сцепления SNP пред-

Таблица 1. Характеристика включенных в исследование полиморфных участков ядерного и митохондриального
геномов

* ЭТЦ – электрон-транспортная цепь митохондрий.

Rs ID Локус Ген Продукт гена*

Полиморфизмы ядерного генома
rs4645948 PVT1 (8q24.21) MYC Протоонкогенный белок Myc
rs4733789 PVT1 (8q24.21) PVT1 Длинная некодирующая РНК
rs7841504 PVT1 (8q24.21) PVT1 Длинная некодирующая РНК
rs2114358 PVT1 (8q24.21) PVT1 Длинная некодирующая РНК
rs2648841 PVT1 (8q24.21) MIR1208 микроРНК
rs10492972 1p36.22 KIF1B Транспортный белок, член семейства кинезинов 1B
rs660339 11q13.4 UCP2 Разобщающий белок 2

Полиморфизмы митохондриального генома
rs3928305 m.1719 G > A MT-RNR2 16S рРНК
rs1599988 m.4216 T > C MT-ND1 Субъединица 1 NADH-дегидрогеназы (комплекс I ЭТЦ)
rs28357975 m.4580 G > A MT-ND2 Субъединица 2 NADH-дегидрогеназы (комплекс I ЭТЦ)
rs28357980 m.4917 A > G MT-ND2 Субъединица 2 NADH-дегидрогеназы (комплекс I ЭТЦ)
rs2015062 m.7028 C > T COX1 Субъединица 1 цитохром-c-оксидазы (комплекс IV ЭТЦ)
rs193303045 m.9055 G > A ATP6 Субъединица 6 АТР-синтазы
rs2853826 m.10398 A > G MT-ND3 Субъединица 3 NADH-дегидрогеназы (комплекс I ЭТЦ)
rs2853498 m.12308 A > G MT-TL2 Лейцин-специфическая тРНК
rs3899498 m.13368 G > A MT-ND5 Субъединица 5 NADH-дегидрогеназы (комплекс I ЭТЦ)
rs28359178 m.13708 G > A MT-ND5 Субъединица 5 NADH-дегидрогеназы (комплекс I ЭТЦ)
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ставлена на рис. 2. Значение D' для отдельных пар
полиморфизмов превышало 0.6, однако значение
r2 не превышало 0.1 ни для одной из пар полимор-
физмов, что свидетельствует об отсутствии сцеп-
ления.

Проведен анализ ассоциации с РС полиморф-
ных вариантов ядерного генома. Среди семи ис-
следованных полиморфизмов только rs660339 ге-
на UCP2 был значимо ассоциирован с РС. При

этом значимое повышение риска РС характерно
для носительства аллеля A (p = 0.028; ОШ = 1.36
[95% ДИ 1.01‒1.84]) (табл. 2) и для носительства ге-
терозиготного генотипа AG (p = 0.011; ОШ = 1.40
[95% ДИ 1.06‒1.85]). Ассоциации всех остальных
исследованных полиморфизмов с РС не были ста-
тистически значимыми.

Поиск ассоциированных с РС биаллельных
сочетаний, включающих полиморфные вариан-

Рис. 1. Частоты аллелей исследованных SNP ядерного генома в контрольной группе этнических русских в сравнении
с частотами минорных аллелей (MAF) в выборке представителей европейских популяций из базы данных NCBI SNP.
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Рис. 2. Анализ структуры неравновесия по сцеплению (LD) полиморфных вариантов локуса PVT1 в контрольной
группе этнических русских с помощью коэффициентов D' (а) и r2 (б).
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ты ядерного и митохондриального геномов, про-
водили с использованием мультилокусного ана-
лиза при помощи APSampler. Ассоциированные
с РС сочетания содержали аллель ядерного гена
PVT1(rs2114358)*G или UCP2(rs660339)*A, а в ка-
честве второго компонента в состав этих сочета-
ний входили аллели мтДНК m.4216(rs1599988)*C
и m.9055(rs193303045)*G соответственно (табл. 2).
Только носительство аллеля UCP2(rs660339)*A,
ядерного компонента второго сочетания, было
значимо ассоциировано с РС, хотя и с меньшим
уровнем значимости, чем у всего сочетания. Ас-
социации с РС аллелей PVT1(rs2114358)*G,
m.9055(rs193303045)*G и m.4216(rs1599988)*C
поодиночке не обнаружено.

Еще два сочетания, MYC(rs4645948)*C +
+ m.4216(rs1599988)*C и MIR1208(rs2648841)*C +
+ mt7028(rs2015062)*G, имели значения p меньше
0.05, однако доверительный интервал отношения
шансов для этих сочетаний пересекал 1. Эти соче-
тания не были включены в дальнейшее рассмот-
рение.

При помощи метода, предложенного в [19],
проанализировали природу взаимодействия меж-

ду компонентами выявленных сочетаний, ассоци-
ированных с РС (табл. 3). Обнаружили аддитивный
вклад носительства компонентов ядерного и мито-
хондриального геномов в составе сочетания
UCP2(rs660339)*A + m.9055(rs193303045)*G. В со-
четании PVT1(rs2114358)*G + m.4216(rs1599988)*C
взаимодействие, согласно значениям фактора SF и
его 95% ДИ, носит эпистатический характер, одна-
ко величина pFLINT составляет 0.054, т.е. превышает
выбранный нами уровень <0.05.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

С целью изучения сочетанного влияния ядерно-
го и митохондриального геномов на риск развития
РС нами проведен анализ ассоциации с этим забо-
леванием семи SNP пяти ядерных генов в составе
сочетаний с 10 SNP мтДНК. Выявлены два сочета-
ния аллелей ядерной и митохондриальной ДНК ‒
PVT1(rs2114358)*G + m.4216(rs1599988)*C и
UCP2(rs660339)*A + m.9055(rs193303045)*G, значи-
мо ассоциированных с РС, тогда как их компонен-
ты или не были ассоциированы с заболеванием

Таблица 2. Ассоциированные с РС биаллельные сочетания, включающие митохондриальный и ядерный компо-
ненты, анализ ассоциации этих компонентов с РС

Примечание. ОШ – отношение шансов; ДИ – доверительный интервал. Полужирным выделены значимые ассоциации.

Биаллельное сочетание

Носители, n (%)

Значение p ОШ [95% ДИ]больные РС
(N = 507)

индивиды
контрольной группы

(N = 321)

Ассоциированные с РС биаллельные сочетания,
включающие ядерный и митохондриальный компоненты

PVT1(rs2114358)*G +
+ m.4216(rs1599988)*C

66 (13.0) 25 (7.8) 0.012 1.77 [1.10–2.84]

UCP2(rs660339)*A + 
+ m.9055(rs193303045)*G

339 (66.8) 190 (59.2) 0.015 1.39 [1.05–1.87]

Компоненты биаллельных сочетаний

UCP2(rs660339)*A 365 (72.0) 210 (65.4) 0.028 1.36 [1.01–1.84]

m.9055(rs193303045)*G 472 (93.0) 290 (90.3) 0.10 1.42 [0.86–2.38]

m.4216(rs1599988)*C 103 (20.3) 57 (17.8) 0.21 1.18 [0.83–1.70]

PVT1(rs2114358)*G 305 (60.2) 186 (58.0) 0.29 1.10 [0.82–1.45]

Таблица 3. Характер взаимодействий между компонентами сочетаний, ассоциированных с рассеянным склерозом

Примечание. pFLINT – значение p в точном трехфакторном тесте, подобном точному критерию Фишера (the exact three-way
Fisher-like interaction numeric test, FLINT); SF – фактор синергии; ДИ – доверительный интервал.

Аллельное сочетание Значение pFLINT SF [95% ДИ]

PVT1(rs2114358)*G + m.4216(rs1599988)*C 0.054 2.19 [1.03–4.66]
UCP2(rs660339)*A + m.9055(rs193303045)*G 0.78 0.80 [0.27–2.43]
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поодиночке, или ассоциированы с меньшим уров-
нем значимости.

Ранее [12] мы обнаружили два ассоциирован-
ных с РС сочетания (оба эпистатические), вклю-
чающих в качестве ядерного компонента SNP
rs4410871 гена РНК PVT1, а в качестве митохон-
дриальных компонентов SNP генов первой и пя-
той субъединиц NADH-дегидрогеназы (первый
комплекс ЭТЦ).

Ген PVT1 расположен в локусе 8q24, который
иногда называют “генной пустыней” [22], по-
скольку в нем почти отсутствуют белоккодирую-
щие гены, за исключением гена MYC, продукт ко-
торого участвует в прохождении клеточного цик-
ла, апоптозе и метаболизме [23]. Первый интрон
гена PVT1 содержит ген микроРНК MIR1204; дру-
гие интроны содержат гены MIR1205, MIR1206 и
MIR1207, а также псевдогены RNU1-106P, RNU4-
25P и еще один ген днРНК TMEM75. Помимо это-
го, в локусе PVT1 расположен ген MIR1208. Поло-
жение исследованных SNP в локусе представлено
на рис. 3.

С целью более детального анализа вовлечен-
ности участков локуса PVT1 в развитие РС в ис-
следование включили пять не изученных нами ра-
нее SNP локуса PVT1, потенциально способных
влиять на функционирование генов локуса. Поли-
морфные варианты rs4733789 и rs7841504 располо-
жены в первом интроне гена PVT1. Выбор этих SNP
обусловлен данными о присутствии внутри перво-
го интрона гена PVT1 энхансера 822E, способного
связываться как с промотором самого PVT1, так и
с промотором гена MYC [24]. По данным базы The
Genotype-Tissue Expression (GTEx) project, поли-
морфизм rs4733789 влияет на экспрессию обоих
этих генов. Вариант rs4645948 включен в исследо-
вание исходя из данных о его влиянии на уровень
экспрессии гена MYC. Так, согласно [25], носите-
ли генотипов rs4645948*СT и rs4645948*TT ха-

рактеризуются более высоким уровнем экспрес-
сии MYC, чем носители генотипа СС. На культу-
рах клеток HONE1 и HNE1С назофарингеальной
карциномы с использованием репортерного гена
люциферазы показано, что носительство аллеля
rs4645948*T приводит к значительно более высо-
кой транскрипционной активности MYC по срав-
нению с носительством аллеля C. Включенный в
наше исследование SNP rs2114358 находится в
интроне 5 гена PVT1, в котором локализуется ген
MIR1206, и, как показано in silico, влияет на
структуру зрелой miR-1206 [26]. Наконец, поли-
морфизм rs2648841, расположенный в локусе
PVT1 в области pre-miR-1208, выбран для иссле-
дования исходя из его потенциального влияния
на эффективность сплайсинга miR-1208.

Нам не удалось показать ассоциацию с РС ни
одного из исследованных в настоящей работе SNP
локуса PVT1, однако выявлено ассоциированное с
РС биаллельное сочетание rs2114358 гена PVT1 с
митохондриальным компонентом (rs1599988 гена
MT-ND1). Это сочетание можно отнести к эписта-
тическим согласно одному из используемых нами
критериев ‒ значению фактора SF [21], однако
значение pFLINT второго применяемого нами кри-
терия ‒ точного трехфакторного теста [20], рав-
ное 0.054, превышает выбранный нами уровень
значимости <0.05.

Полученные результаты можно расширить дан-
ными еще для одного полиморфизма в локусе
PVT1: в нашей предыдущей работе [12] выявлено
ассоциированное с РС мито-ядерное сочетание с
эпистатическим характером взаимодействия, ко-
торое включало митохондриальный SNP m.13708
и SNP гена PVT1 rs4410871 в качестве ядерного
компонента. Таким образом, ни один из шести
исследованных нами SNP в локусе PVT1 не ассо-
циирован с РС самостоятельно, но два из них,
rs4410871 и rs2114358, входят в состав ассоцииро-

Рис. 3. Схематическое изображение строения локуса PVT1 на хромосоме 8 (8q24.21). Синим цветом обозначены гены
днРНК – PVT1 и TMEM75, зеленым – остальные гены локуса. Показана экзон-интронная структура генов PVT1, MYC
и CASC11. Красным обозначены SNP в гене PVT1, входящие в состав выявленных нами сочетаний с митохондриаль-
ными генами: rs2114358 (данные настоящего исследования) и rs4410871 (данные [12]). Остальные исследованные нами
SNP обозначены зеленым шрифтом.
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ванных с РС мито-ядерных сочетаний. Получен-
ные нами данные позволяют предположить, что
днРНК PVT1 вовлечена в регуляцию функциони-
рования митохондрий. Это предположение нахо-
дит подтверждение в работе [27], в которой пока-
зано, что PVT1 участвует в модуляции митохон-
дриальной сети, а подавление экспрессии гена
Pvt1 в культуре мышечных клеток мыши приво-
дит к усилению экспрессии генов, связанных с
митохондриями.

Помимо полиморфных участков в локусе
PVT1 на хромосоме 8, в настоящее исследование
включены полиморфизмы ядерных генов UCP2
(хромосома 11) и KIF1B (хромосома 11). В нашей
работе rs660339 гена UCP2 оказался ассоцииро-
ванным с РС у этнических русских. Ассоциация
rs660339 гена UCP2 с РС показана ранее в испан-
ской популяции [28]. Продукт гена UCP2 – белок
семейства митохондриальных переносчиков ани-
онов (mitochondrial anion carrier proteins, MACP),
участвует в разобщении процесса окислительно-
го фосфорилирования, в результате чего вместо
синтеза АТР происходит диссипация энергии в ви-
де тепла. Белок UCP2 осуществляет перенос анио-
нов из матрикса митохондрий в межмебранное
пространство и перенос протонов в противополож-
ную сторону. Известно, что белок UCP2 влияет на
количество образующихся в митохондриях свобод-
ных радикалов, которые относятся к повреждаю-
щим факторам и играют существенную роль в па-
тогенезе РС.

Этот полиморфизм вошел также в состав ас-
социированного с РС мито-ядерного сочетания,
вторым компонентом которого выступал аллель
G rs193303045 гена MT-ATP6, кодирующего
субъединицу 6 митохондриальной АТР-синтазы.
Показано, что взаимодействие между компо-
нентами сочетания имеет аддитивный характер,
другими словами, при совместном носительстве
UCP2(rs660339)*A и MT-ATP6(rs193303045)*G
эффекты каждого из этих аллелей складываются.

Продукт гена KIF1B – моторный белок, отвеча-
ющий за антероградный транспорт митохондрий и
синаптических везикул в аксонах нейронов. Дан-
ные по его ассоциации с РС носят противоречи-
вый характер. Ассоциация аллеля C полиморфиз-
ма rs10492972 с РС [29] показана методом GWAS
на полногеномном уровне значимости (p = 2.5 ×
× 10–10), однако участникам International Multiple
Sclerosis Genetics Consortium (IMSGC) не удалось
воспроизвести этот результат [30]. В недавнем ис-
следовании, выполненном на русской популяции
жителей Пермского края, показано влияние ал-
леля Т полиморфизма rs10492972 на выражен-
ность клинических проявлений по шкалам EDSS
и SCRIPPS [31]. В нашем исследовании этот по-
лиморфизм не был ассоциирован с риском РС.

В целом, наше исследование указывает на вли-
яние ядерных генов, функционирующих в мито-
хондриях, и мито-ядерных генетических взаимо-
действий на риск развития РС. Разработка подхо-
дов, облегчающих оценку совокупных эффектов
вариантов митохондриальных и ядерных ДНК на
риск РС, будет иметь решающее значение для вы-
явления “недостающей” наследуемости, посколь-
ку на сегодняшний день ясно, что анализ эффектов
каждого отдельного гена на риск полигенного за-
болевания не обеспечивает достаточной прогно-
стической силы. Однако настоящее исследование
выполнено на относительно небольшом количе-
стве пациентов; полученные результаты не про-
ходят поправку на множественные сравнения и
могут быть ложноположительными. Несомнен-
но, полученные результаты нуждаются в воспро-
изведении на независимой выборке.

Работа подготовлена в рамках Государствен-
ного задания АААА-А19-119042590026-5 и при
финансовой поддержке Российского фонда фун-
даментальных исследований в рамках научного
проекта №19-315-51003.

Все процедуры, использованные в данной рабо-
те, соответствуют этическим стандартам институ-
ционального комитета по исследовательской этике
и Хельсинкской декларации 1964 года и ее последу-
ющим изменениям или сопоставимым нормам
этики. От всех участников получено информиро-
ванное письменное согласие на участие в экспе-
риментах.

Авторы сообщают об отсутствии потенциаль-
ного конфликта интересов.
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RISK OF MULTIPLE SCLEROSIS: ANALYSIS OF INTERACTIONS BETWEEN 
VARIANTS OF NUCLEAR AND MITOCHONDRIAL GENOMS

M. S. Kozin1, 2, *, I. S. Kiselev1, 2, N. M. Baulina1, 2, G. V. Pavlova1, 2, A. N. Boyko1,
O. G. Kulakova1, and O. O. Favorova1

1 Pirogov Russian National Research Medical University, Ministry of Health of the Russian Faderation, Moscow, 117997 Russia
2 Sirius University of Science and Technology, Sochi, 354340 Russia

*e-mail: kozinmax1992@gmail.com

Recently, there is an increasing evidence that the interaction of the mitochondrial and nuclear genomes sub-
stantially affects the risk of neurodegenerative diseases. The role of mito-nuclear interactions in the develop-
ment of multiple sclerosis, a severe chronic neurodegenerative disease of a polygenic nature, is poorly under-
stood. In this work, we analyzed the association with multiple sclerosis of two-component mitonuclear com-
binations that include each of seven polymorphic variants of the nuclear genome localized in the region of the
UCP2, KIF1B genes and in the PVT1 locus (MYC, PVT1, and MIR1208 genes) and each of ten polymor-
phisms of the mitochondrial genome, as well as individual genetic variants that make up these combinations.
Association of the individual components of these combinations with multiple sclerosis was also evaluated.
507 patients with multiple sclerosis and 321 healthy individuals were enrolled in the study, all participants
were ethnic Russians. Two mito-nuclear combinations associated with multiple sclerosis were identified:
UCP2 (rs660339) * A + MT-ATP6 (rs193303045) * G combination was characterized by p-value = 0.015 and
OR = 1.39 [95% CI 1.05-1.87], and PVT1 (rs2114358) * G + MT-ND1 (rs1599988) * C combination – by
p-value = 0.012 and OR = 1.77 [95% CI 1.10-2.84]. Only one of the individual components of these combinations,
allele rs660339 * A of the nuclear gene UCP2 encoding uncoupling protein 2 of the mitochondrial anion carrier
family, was independently associated with multiple sclerosis (p = 0.028; OR = 1.36 [95% CI 1.01–1.84]). This
study expands the current understanding of the role of mito-nuclear interactions and variance of nuclear
genes, which products function in mitochondria, in MS risk.

Keywords: multiple sclerosis, genetic predisposition, mitochondrial genome, nuclear genome, single nucleo-
tide polymorphism, association, mito-nuclear interaction
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ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА PREP1
В МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ КЛЕТКАХ СЕРДЦА
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Гомеодоменсодержащие транскрипционные факторы играют важную роль в мезенхимальных стро-
мальных клетках (МСК). Ранее была установлена роль Meis1, Pbx1 и Prep1, белков из семейства
TALE (Three Amino acid Loop Extension), в адипоцитарной и остеогенной дифференцировке МСК
мыши. Используя метод иммунопреципитации хроматина с последующим секвенированием
(ChIP-seq) и биоинформатический анализ, мы исследовали паттерн связывания PREP1 с геномной
ДНК МСК сердца человека, идентифицировали близлежащие гены и проанализировали их онтоло-
гию. На основании полученных результатов обсуждается возможное участие фактора транскрип-
ции PREP1 в прямом репрограммировании фибробластов в кардиомиоциты.

Ключевые слова: кардиомиоцит, мезенхимальные стромальные клетки, транскрипционный фак-
тор, PREP1
DOI: 10.31857/S0026898421060124

Большинство заболеваний сердца связано с
гибелью клеток миокарда и образованием в нем
очагов фиброза [1]. Одна из проблем лечения па-
циентов, перенесших острый инфаркт миокарда,
связана с замещением кардиомиоцитов фиброб-
ластами в месте инфаркта сердечной мышцы
(фиброза миокарда), что ведет к нарушению ее
функции и развитию сердечной недостаточности.
В решении этой проблемы может помочь пер-
спективное направление медицины, основанное
на терапии с использованием клеток, получен-
ных с помощью кардиомиоцитарной дифферен-
цировки индуцированных плюрипотентных кле-
ток [2‒4], а также прямого репрограммирования
фибробластов в кардиомиоциты [5‒8]. Вместе с
тем эффективность прямого репрограммирова-
ния в настоящее время остается слишком низкой,
а образующиеся клетки в большинстве своем гете-
рогенны. В качестве исходных клеток в этих мето-
дах можно использовать фибробласты непосред-
ственно из очагов фиброза, а также мезенхималь-
ные стромальные клетки (МСК), содержащиеся в
сердце. В ряде работ была исследована роль раз-
личных кардиомицитспецифических транскрип-
ционных факторов в этом процессе ‒ на уровне
как клеточных популяций, так и единичных кле-

ток [5, 9]. В результате проведенных исследова-
ний показано, что те факторы транскрипции, ко-
торые играют центральную роль в процессе диф-
ференцировки эмбриональных стволовых клеток
в кардиомиоциты, необходимы также для прямо-
го репрограммирования.

Белок PREP1 относится к гомеодоменсодержа-
щим факторам, играющим ключевую роль в диф-
ференцировке различных клеток посредством ре-
гуляции ряда генов [10, 11]. Его участие в процессах
развития сердца обсуждают в связи с тем, что мы-
ши с нокаутом гена Prep1 в предшественниках кле-
ток сердца летальны в эмбриональном развитии
[12]. Белок PREP1 высокоэкспрессирован в кар-
диомиоцитах, однако его связывание с хромати-
ном на уровне полного генома ранее не изучалось.

В представленной работе исследована возмож-
ная роль транскрипционного фактора PREP1 в
процессе репрограммирования клеток. Мы опре-
делили полногеномный профиль связывания фак-
тора PREP1 в сердечных МСК и описали распреде-
ление связывания PREP1 с ДНК в зависимости от
расположения регуляторных элементов (промото-
ров, энхансеров) в геноме. Биоинформатический
анализ использован для выяснения возможной ро-
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ли фактора PREP1 в репрограммировании мезен-
химальных клеток в кардиомиоциты.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культивирование клеток. Биоптаты клеток по-
лучены из биобанка здоровых доноров после
смерти в течение не более 24 ч (любезно предо-
ставлены Dr. Elena Sommariva из Centro Cardio-
logico Monzino IRCCS, Milan, Италия). Во всех
экспериментах использована ткань из стенки
правого желудочка. Во время транспортировки
биоптаты хранили в среде TMES при 4°C. TMES
представляет собой среду Дульбекко в модифика-
ции Искова (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium,
IMDM; “Hyclone”, США) с добавлением 20% фе-
тальной телячьей сыворотки (FBS; “Hyclone”,
США) и 10 нг/мл фактора роста фибробластов
(basic FGF; “R&D Systems”, США).

Суспензионную культуру клеток получали об-
работкой ткани раствором коллагеназы (NB4;
“Thermo Fisher Scientific”, США) в TMES по ни-
жеприведенной методике. Биоптаты дважды про-
мывали 3 мл стерильного PBS. Образцы помеща-
ли в двухмиллилитровые пробирки с 1 мл раство-
ра 3 мг/мл коллагеназы в TMES и разрезали
стерильными ножницами на кусочки размером
0.5‒1 мм3, которые инкубировали в том же буфе-
ре в течение 1.5 ч при 37°С при постоянном переме-
шивании и затем центрифугировали при 400 × g в
течение 10 мин при комнатной температуре. По-
лученный осадок после промывки ресуспендиро-
вали в TMES, переносили в стерильную 60-мил-
лиметровую чашку и добавляли TMES до объема
3 мл. Планшет инкубировали при 37°С в течение
24 ч, после чего клетки промывали стерильным
PBS и среду заменяли на новую [13].

Иммунопреципитация хроматина и секвенирова-
ние (ChIP-seq). Иммунопреципитацию хромати-
на проводили с использованием стандартного ме-
тода с антителом к PREP1 (N-15; “Santa Cruz Bio-
technology”, США). Клетки фиксировали в течение
10 мин в среде DMEM c 10% FBS и 1% формальде-
гида. Реакцию останавливали добавлением глици-
на (конечная концентрация 125 мМ). Фиксирован-
ные клетки промывали трижды по 5 мин холодным
PBS и лизировали в буфере LB1, содержащем
0.5% NP-40 и 0.25% Triton X-100. Полученные яд-
ра промывали в буфере LB2 (10 мМ Трис-HCl,
рН 8.0, 200 мМ NaCl) для удаления детергентов и
ресуспендировали в буфере LB3, содержащем
0.1% дезоксихолата натрия и 0.5% натриевой соли
N-лаурилсаркозина. Полученный хроматин дроби-
ли ультразвуком в аппарате Covaris (“COVARIS”,
США) до фрагментов размером 150‒250 п.о. и ин-
кубировали с магнитными частицами Dynabeads
(“Invitrogen”, США), предварительно конъюгиро-

ванными с антителами к PREP1 (“Invitrogen”).
Для каждой иммунопреципитации использова-
ли 20 мкг антитела. Иммунопреципитацию с IgG
кролика использовали в качестве отрицательного
контроля. После инкубации в течение ночи при
4°C частицы со связанными комплексами два-
жды промывали в растворах WB1 (50 мМ HEPES-
KOH, pH 7.5, 140 мМ NaCl, 1 мМ EDTA, 1% Triton
X-100, 0.1% дезоксихолат натрия), дважды в WB2
(50 мМ HEPES-KOH, pH 7.5, 500 мМ NaCl, 1 мМ
EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% дезоксихолат на-
трия) и дважды в LiCl-WB (10 мМ Tris-HCl, pH 8.0,
250 мМ LiCl, 0.5% NP-40, 0.5% дезоксихолат на-
трия, 1 мМ EDTA). Иммунопреципитированные
комплексы элюировали с частиц буфером для
элюции: Трис-HCl, рН 8.0, 1 мМ EDTA, 2% SDS ‒
в течение 30 мин при 65°C, после чего элюат ин-
кубировали еще 12 ч при 65°С. ДНК очищали с
помощью набора для очистки фрагментов ПЦР
(“QIAGEN”, Нидерланды).

Около 10 нг иммунопреципитированной ДНК
использовали для секвенирования. После подго-
товки библиотеки по стандартной методике ДНК
секвенировали с использованием системы Ion-
Torrent (“Thermo Fisher Scientific”). Артефакты
устраняли с помощью программы FASTX-Toolkit
v.0.0.13.2 (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/),
фрагменты собирали с использованием генома
человека hg19 с использованием Bowtie v.0.12.8
(http://bowtie-bio.sourceforge.net). Повторяющи-
еся фрагменты ДНК удаляли с помощью Sam-
toolrmdup v 0.1.18.

Сайты связывания фактора PREP1 с геномом
идентифицировали с использованием програм-
мы MACS 2.0 (https://github.com/macs3-project/
MACS) с p < 10‒5. Для анализа использовались
BAM-файлы после иммунопреципитации (IP) и
до иммунопреципитации (input). Обнаружение
новых мотивов связывания для идентификации
последовательностей ДНК, обогащенных в вы-
бранных областях, по сравнению со всем гено-
мом проводили с использованием MEME-SUITE
(https://meme-suite.org) в качестве алгоритма по-
иска мотива de novo.

Анализ онтологии генов. Для анализа генной
онтологии использовали программу GREAT
(http://great.stanford.edu/public/html) [14] и ин-
струмент PANTHER overrepresentation test (http://
www.pantherdb.org) [15].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Связывание фактора PREP1 с хроматином

в мезенхимальных стромальных клетках сердца
МСК получали из биоптатов эндомиокарда

двух доноров (Био1, Био2), не имевших сердечно-
сосудистых заболеваний, по методу, описанному
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ранее [13]. Суспензионную клеточную культуру
получали обработкой биоптата раствором колла-
геназы. Клетки высевали на культуральные чаш-
ки, адгезивные клетки собирали для последую-
щих пассажей и, получив необходимое количе-
ство, использовали в экспериментах ChIP-seq.
Для анализа профиля связывания фактора PREP1
c хроматином использовали поликлональные ан-
титела против PREP1 [16]. Результаты секвениро-
вания выложены в базу данных GEO под номером
GSE160286.

Установлено, что PREP1 связывается с боль-
шим числом локусов в геноме человека: 27329 и
40 119 мест для Био1 и Био2 соответственно, что
значительно больше их числа в клетках HeLa, как
показано нами ранее [17]. Эти различия могут
быть обусловлены особенностями трансформи-
рованных клеток HeLa, а также “глубиной” се-
квенирования. Важно, что полученные результа-
ты согласуются с данными других авторов [18] по
связыванию фактора PBX1 ‒ основного кофакто-
ра PREP1 ‒ с ДНК. Расположение локусов связы-
вания PREP1 в клетках двух биоптатов совпадало
с точностью до 60% (рис. 1а), что свидетельствует
о статистической значимости полученных данных.
Дальнейшие исследования проведены на общих
для двух биоптатов локусах связывания PREP1. В
результате проведенного биоинформатического
анализа их распределения в геноме выявлена низ-
кая локализацию в промоторах генов ‒ 18% на рас-
стоянии менее 1 тыс.п.о. от старта транскрипции.
Большинство участков связывания PREP1 распо-
лагается далеко от старта транскрипции: около
65% на расстоянии от 1 до 50 тыс.п.о. и около 18%
на расстоянии больше 50 тыс.п.о. (рис. 1б). Такой
паттерн связывания PREP1 в геноме МСК сердца
отличается от других исследованных типов клеток,
для которых около половины локусов связывания

PREP1 расположено в промоторах [16, 17]. Среди
генов, с которыми связывается PREP1, имеется
значительное число генов-мишеней, идентифици-
рованных нами ранее в других типах клеток [16].

Для определения расположения энхансеров в
МСК сердца мы провели анализ ChIP-seq этих же
клеток с использованием антител к модификации
гистона H3 ‒ H3K4me1, ‒ которая считается мар-
кером энхансеров [19]. В результате идентифици-
ровано 135886 энхансерных элементов. Как вид-
но из диаграммы, представленной на рис. 2а,
большинство сайтов связывания PREP1 в геноме
МСК сердца расположено в энхансерных эле-
ментах. Это косвенное свидетельство важной ро-
ли PREP1 в этих клетках.

Ассоциация полученных PREP1-содержащих
энхансеров с генами проведена методом “бли-
жайшего гена”. Для определения возможной ро-
ли PREP1 в МСК сердца мы проанализировали
онтологию тех генов, с регуляторными элемента-
ми которых связывается фактор PREP1. Для ана-
лиза регуляторные элементы разделили на 2 груп-
пы: промоторы (расположенные на расстоянии
менее 1 тыс.п.о. от старта транскрипции) и иден-
тифицированные нами энхансеры (табл. 1S, см.
Дополнительные материалы). Результаты анали-
за генной онтологии представлены в табл. 1.

Число расположенных в энхансерах локусов
ДНК, с которыми связывается PREP1, в 5 раз пре-
вышает связывание PREP1 с промоторами. Из
данных, приведенных в табл. 1, видно, что промо-
торные элементы в МСК сердца, с которыми свя-
зывается PREP1, регулируют базовые биохимиче-
ские функции клеток, что согласуется с получен-
ными нами ранее результатами [16]. В отличие от
этого, энхансерные элементы регулируют про-
цессы, необходимые для дифференцировки МСК
в кардиомиоциты (сигнальный путь Wnt, диффе-

Рис. 1. Распределение локусов связывания PREP1 с ДНК в геноме мезенхимальных стромальных клеток сердца. а –
Диаграммы Венна, показывающие распределения локусов связывания PREP1 в геноме МСК сердца, выделенных из биоп-
татов 1 (Био1) и 2 (Био2); цифрами показано число локусов; б – распределение локусов связывания PREP1 по расстоянию
от старта транскрипции: менее 1 тыс.п.о. (ПРОМ), в интервале 1–50 тыс.п.о. (< 50) и более 50 тыс.п.о. (>50).

100

80

60

40

20

0
ПРОМ <50 >50Д

ол
я 

ло
ку

со
в 

св
яз

ы
ва

ни
я,

 % бБио2

5695

Био1
а

1848521634



968

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 6  2021

СТАФЕЕВ и др.

Рис. 2. Распределение энхансерных элементов, с которыми связывается PREP1 в геноме мезенхимальных стромаль-
ных клеток сердца. а ‒ Диаграммы Венна, показывающие число локусов связывания PREP1, располагающихся в эн-
хансерах генома МСК сердца (H3K4Me1+); цифрами показано число локусов; б ‒ распределение локусов связывания
PREP1 с энхансерными элементами по расстоянию от старта транскрипции: менее 1 тыс.п.о. (ПРОМ), в интервале 1–
50 тыс.п.о. (< 50) и более 50 тыс.п.о. (>50).
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ренцировка энтодермальных клеток, сигнальный
путь рецептора фактора роста эндотелия сосудов,
сигнальный путь рецептора трансформирующего
фактора роста-бета, регуляция пролиферации
гладкомышечных клеток), а также определяют
морфологию кардиомиоцитов (регуляция формы
клеток, положительная регуляция сборки стрес-
совых волокон, адгезия клеточного матрикса).
Некоторые из них напрямую участвуют в разви-
тии сердца и сосудов (развитие сердечного клапа-
на, васкулогенез). Полный список категорий ген-
ной онтологии идентифицированных нами генов
представлен в табл. 2S (см. Дополнительные ма-
териалы). Таким образом, связывание фактора
PREP1 с ДНК в МСК сердца может быть одним
из механизмов кардиомиоцитарной регуляции.

Исследование ДНК-фрагментов, связанных
с PREP1, в хроматине МСК сердца

С целью определения мотивов связывания
PREP1 c ДНК мы провели анализ коротких сай-
тов связывания PREP1 в промоторных областях,
вне промоторных областей, а также в энхансерах
МСК сердца. Как показано на рис. 3, в большин-
стве случаев (во всех трех группах элементов)
PREP1 связывается с DECA-мотивами, что со-
гласуется с ранее опубликованными данными
[16]. Кроме того, наблюдается ассоциация с NFY-
мотивом, что дополнительно подтверждает пока-
занное ранее свойство PREP1 образовывать ком-
плексы с факторами NFY. В промоторных обла-
стях обнаружены сайты связывания SP-факторов
транскрипции, для которых ранее выявлено свя-
зывание с промоторами TALE-факторов [20].

В энхансерных регуляторных элементах, а так-
же в элементах, расположенных далеко от старта
транскрипции, найдены мотивы ДНК, с которы-
ми связывается AP1-комплекс, а значит можно
предполагать и связывание с ними таких белков
как Jun/Fos, что показано нами ранее [21].

В результате углубленного анализа мотивов
энхансерных элементов, с которыми связывается
PREP1, обнаружены сайты связывания SMAD, из
чего можно предположить формирование здесь
мультимерных комплексов факторов транскрип-
ции, в которые вовлечен и PREP1.

Проведенное нами полногеномное исследова-
ние профиля связывания транскрипционного фак-
тора PREP1 с хроматином МСК сердца выявило
его возможную роль как в функционировании
МСК сердца, так и кардиомиоцитов. Это позволяет
предположить возможность использования этого
фактора в методе прямого репрограммирования
фибробластов в кардиомиоциты.

Таким образом, на МСК сердца человека нами
проведен полногеномный анализ сайтов связыва-
ния ДНК с фактором PREP1, идентифицированы
гены и биологические процессы, в регуляцию ко-
торых этот фактор может быть вовлечен, а также
структурные мотивы ДНК, с которыми преимуще-
ственно связывается PREP1. На основании полу-
ченных результатов можно строить гипотезы о воз-
можном составе комплексов, образуемых факто-
ром транскрипции PREP1 на геномной ДНК.
Нами обнаружено связывание PREP1 с генами,
вовлеченными в вышеперечисленные процессы,
из чего можно предполагать участии в них этого
фактора.
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Таблица 1. Анализ онтологии генов (GO), с которыми фактор PREP1 связывается в промоторах и энхансерах

a Cтепень представленности (Degree of Representativeness). b ЭПР ‒ эндоплазматический ретикулум.

GO ‒ Биологический процесс (номер категории генной онтологии) DRa p-value FDR

Промоторы
Негативная регуляция ответа несвернутых белков ЭПР (GO:1900102) 4.14 6.94 × 10‒4 3.01 × 10‒2

Сигнальный путь ядер ЭПРb (GO:0006984) 2.93 4.16 × 10‒4 1.93 × 10‒2

Убиквитинзависимый путь ERAD (GO:0030433) 2.65 1.19 × 10‒5 8.24 × 10‒4

Трансмембранный транспорт белков (GO:0071806) 2.41 7.66 × 10‒4 3.24 × 10‒2

Ответ несвернутых белков ЭПР (GO:0030968) 2.35 1.30 × 10‒5 8.90 × 10‒4

Сигнальный путь Smoothened (GO:0007224) 2.23 1.03 × 10‒3 4.10 × 10‒2

Положительная регуляция протеасомного катаболизма убиквитинза-
висимых белков (GO:0032436)

2.21 2.36 × 10‒4 1.17 × 10‒2

Регуляция инициации трансляции (GO:0006446) 2.20 5.60 × 10‒4 2.49 × 10‒2

Регуляция мРНК-сплайсинга через сплайсосому (GO:0048024) 2.18 1.26 × 10‒4 6.79 × 10‒3

Положительная регуляция модификации гистонов (GO:0031058) 2.12 6.33 × 10‒4 2.77 × 10‒2

G2/M-переход митотического клеточного цикла (GO:0000086) 1.93 2.82 × 10‒4 1.36 × 10‒2

Энхансеры
Негативная регуляция миграции гладкомышечных клеток 
(GO:0014912)

2.93 1.65 × 10‒3 4.29 × 10‒2

Сигнальный путь Wnt (GO:0007223) 2.84 9.51 × 10‒5 3.90E-03

Регуляция дифференцировки эндотелиальных клеток (GO:0045601) 2.47 1.41 × 10‒3 3.77 × 10‒2

Дифференцировка энтодермальных клеток (GO:0035987) 2.42 1.35 × 10‒3 3.65 × 10‒2

Формирование энтодермы (GO:0001706) 2.39 4.98 × 10‒4 1.58 × 10‒2

Регулирование проницаемости сосудов (GO:0043114) 2.35 1.15 × 10‒3 3.21 × 10‒2

Положительная регуляция сборки стресс-волокна (GO:0051496) 2.32 3.32 × 10‒4 1.12 × 10‒2

Клеточный ответ на стимулы фактора роста эндотелия сосудов 
(GO:0035924)

2.29 1.36 × 10‒3 3.67 × 10‒2

Положительная регуляция адгезии клеточного матрикса (GO:0001954) 2.23 6.23 × 10‒4 1.91 × 10‒2

Регулировка сборки фокальной адгезии (GO:0051893) 2.21 3.30 × 10‒4 1.12 × 10‒2

Сигнальный путь рецептора фактора роста эндотелия сосудов 
(GO:0048010)

2.16 2.50 × 10‒4 8.79 × 10‒3

Регуляция формы клеток (GO:0008360) 2.11 2.16 × 10‒7 1.69 × 10‒5

Сигнальный путь рецептора трансформирующего фактора роста-бета 
(GO:0007179)

2.06 4.36 × 10‒5 1.97 × 10‒3

Адгезия клеточного матрикса (GO:0007160) 2.05 6.39 × 10‒6 3.60 × 10‒4

Развитие сердечного клапана (GO:0003170) 2.05 1.73 × 10‒3 4.45 × 10‒2

Клеточный ответ на механическое воздействие (GO:0071260) 2.04 4.64 × 10‒4 1.50 × 10‒2

Васкулогенез (GO:0001570) 1.99 1.36 × 10‒3 3.67 × 10‒2

Регуляция пролиферации гладкомышечных клеток (GO:0048660) 1.94 3.06 × 10‒5 1.45 × 10‒3

Опосредованный интегрином сигнальный путь (GO:0007229) 1.94 3.41 × 10‒4 1.15 × 10‒2

Организация фибрилл коллагена (GO:0030199) 1.92 3.13 × 10‒4 1.07 × 10‒2

Регуляция миграции эндотелиальных клеток кровеносных сосудов 
(GO:0043535)

1.91 7.15 × 10‒4 2.16 × 10‒2

Регуляция эпителиально-мезенхимального перехода (GO:0010717) 1.89 1.05 × 10‒3 2.97 × 10‒2
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POSSIBLE ROLE OF PREP1 HOMEODOMAIN TRANSCRIPTION FACTOR
IN CARDIAC MESENCHYMAL STROMAL CELLS

Y. S. Stafeev1, E. K. Shevchenko1, M. A. Boldireva1, and D. N. Penkov1, *
1 National Medical Research Center of Cardiology, Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, 121552 Russia

*e-mail: dpenkov@yahoo.com

Homeodomain transcription factors play a significant role in mesenchymal stromal cells (MSCs). Previously, the
role of Meis1, Pbx1 and Prep1 proteins from the TALE (Three Amino acid Loop Extension) family in adipocytic
and osteogenic differentiation of mouse mesenchymal stromal cells was established. In this work, using ChIP-seq
and bioinformatic analysis we investigated the binding pattern of PREP1 with the genomic DNA of human heart
MSCs, identified nearby genes, and analyzed their ontology. The target genes of the PREP1 factor in cardiac
MSCs have been established, and results obtained allow us to suppose involvement of the transcription factor
PREP1 in the direct reprogramming of fibroblasts into cardiomyocytes.

Keywords: cardiomyocyte, mesenchymal stromal cells, transcription factor, PREP1
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POU2F1(Oct-1) РАЗНОНАПРАВЛЕННО УЧАСТВУЕТ В АУТОРЕГУЛЯЦИИ 
АЛЬТЕРНАТИВНЫХ ПРОМОТОРОВ ЗА СЧЕТ СВЯЗЫВАНИЯ
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Ген POU2F1, играющий важную роль в регуляции генома и развитии млекопитающих, имеет как
убиквитарный, так и тканеспецифический промоторы и отличается сложной регуляцией. Нами
идентифицированы участки гена POU2F1, содержащие множественные сайты связывания кодиру-
емого им фактора транскрипции Oct-1. Межвидовая гомология в этих участках геномов человека,
мыши, крысы, свиньи и собаки составляет более 90%, причем выявлена полная идентичность почти
всех сайтов связывания белка Oct-1. Часть этих сайтов находится вблизи каждого из двух альтерна-
тивных промоторов гена POU2F1, тогда как другие обнаружены в 5'-некодирующей области гена на
расстоянии 6 тыс.п.о. до старта транскрипции. Методами иммунопреципитации хроматина (ChIP)
и задержки подвижности в геле комплека ДНК-белок (EMSA) выявлено присутствие Oct-1 на этих
сайтах. Подавление экспрессии Oct-1 в клетках Namalwa с использованием технологии РНК-ин-
терференции приводило к активации убиквитарного промотора U и ингибированию транскрипции
с тканеспецифического промотора L, тогда как избыточная экспрессия Oct-1 давала обратный ре-
зультат. Таким образом, выявлено, что в естественном контексте на убиквитарном промоторе U ге-
на POU2F1 через низкоаффинные сайты связывания Oct-1, при повышении его концентрации в
клетке, действует отрицательная обратная связь и одновременно на тканеспецифическом промото-
ре L через высокоаффинные канонические Oct-1-связывающие сайты (oct-сайты) действует поло-
жительная обратная связь.

Ключевые слова: транскрипционная ауторегуляция, POU2F1, фактор транскрипции, Oct-1
DOI: 10.31857/S0026898421060100

Oct-1 – один из важнейших регуляторных бел-
ков человека и других позвоночных, кодируемый
геном POU2F1. Убиквитарный транскрипцион-
ный фактор Oct-1 и его тканеспецифические изо-
формы вовлечены в регуляцию основных клеточ-
ных процессов, таких как апоптоз, деление клеток,
поддержание гомеостаза, ответ на стресс, синтез
интерлейкинов и других медиаторов [1].

Количество белка Oct-1 в клетке критично для
нормального клеточного роста и дифференци-
ровки. Существенное повышение уровня экс-
прессии Oct-1 в норме наблюдается в эмбриоге-
незе [2], а у взрослых организмов высокий уро-
вень экспрессии Oct-1 обнаружен в стволовых
клетках [3]. Опухолевые стволовые клетки также
характеризуются высоким содержанием Oct-1.
Высокий уровень экспрессии Oct-1 в опухоли
считается крайне неблагоприятным диагностиче-
ским признаком и коррелирует с высокой смерт-

ностью пациентов [4, 5]. Белок Oct-1 относится к
проонкогенным факторам и имеет потенциаль-
ное прогностическое и терапевтическое значе-
ние. Анализ профилей экспрессии генов в опухо-
левых клетках показывает значительное увеличе-
ние экспрессии гена POU2F1 при раке желудка
[4], колоректальном раке [5], инфильтрационном
и поверхностном раке мочевого пузыря [6], раке
молочной железы [7], глиобластоме, лимфоме
Ходжкина, лимфоме тимуса и при меланоме [3].
Xiao и др. [8] показали, что при раке шейки матки
концентрация Oct-1 в опухолевых клетках увели-
чивается почти в 6 раз по сравнению с нормальны-
ми клетками. Повышенные уровни мРНК Oct-1
обнаружены в опухолевых клетках плоскоклеточ-
ного рака головы и шеи по сравнению с нормаль-
ными кератиноцитами [9].

Транскрипция гена POU2F1 регулируется дву-
мя отдельными промоторами: U и L [10]. С про-
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мотора U экспрессируется убиквитарная изофор-
ма Oct-1A, тогда как с промотора L – тканеспеци-
фическая изоформа Oct-1L. Эти белки имеют
различные N-концевые аминокислотные последо-
вательности, что наводит на мысль о сложной си-
стеме регуляции экспрессии и функционирования
белка Oct-1 [11, 12]. Индивидуальные функции суб-
форм Oct-1 в клетке различаются [13]. Субформы
Oct-1 могут играть особую роль в процессах, обес-
печивающих дифференцировку и/или малигниза-
цию клеток [13, 14]. Ранее нами сообщалось о тка-
неспецифической регуляции транскрипции от-
дельных субформ Oct-1 [12].

Актуален вопрос о механизмах избирательной
активации альтернативных промоторов и регуля-
ции экспрессии субформ фактора транскрипции
Oct-1 в различных популяциях нормальных и
опухолевых клеток человека. Трудность решения
этой задачи определяется тем, что генный локус
POU2F1 имеет сложное строение ‒ с гетероген-
ным 5'-концом. Убиквитарный промотор U рас-
положен в 5'-области гена POU2F1, тогда как тка-
неспецифический промотор L ‒ в середине гена,
на расстоянии 100 тыс.п.о. ниже промотора U. Ме-
ханизмы активации или репрессии транскрипции с
этих промоторов пока не изучены.

Нами показано существование высокоаффин-
ных и низкоаффинных сайтов связывания для
Oct-1 в регуляторных областях гена POU2F1, из
чего можно сделать вывод о возможной ауторегу-
ляции этого гена.

Ауторегуляция ‒ важный механизм поддержа-
ния необходимого уровня транскрипции жизнен-
но важных для клетки генов [15]. Ауторегуляция
необходима для того, чтобы ограничить колеба-
ния в числе копий данного белка в клетке, а утра-
та этого механизма для некоторых генов в опухо-
лях человека способствует онкогенезу [16]. Ранее
нами показано [12], что в некоторых опухолевых
линиях клеток активируется транскрипция тка-
неспецифической изоформы Oct-1L, которую в
норме в клетках такого же тканевого происхожде-
ния не регистрируют. Из этого следует, что акти-
вация промотора L может коррелировать со зло-
качественным перерождением клеток.

Теперь нами показано, что опухолевым лини-
ям клеток Namalwa и HeLa присущ сложный ме-
ханизм ауторегуляции гена POU2F1; при этом
ауторегуляция может быть как положительной,
так и отрицательной ‒ в зависимости от промото-
ра, с которого реализуется транскрипция. Обнару-
жены эволюционно консервативные последова-
тельности в 5'-некодирующей области и в областях
двух альтернативных промоторов гена POU2F1, ко-
торые содержат множественные сайты связывания
белка Oct-1. Нокдаун POU2F1 в клетках Namalwa
приводит к активации убиквитарного промотора U

и подавлению транскрипции с тканеспецифиче-
ского промотора L, в то время как сверхэкспрес-
сия ‒ к обратному результату. Таким образом, в
опухолевых линиях клеток ауторегуляция убикви-
тарного промотора гена POU2F1 происходит по
принципу отрицательной обратной связи, а ткане-
специфического промотора по принципу положи-
тельной обратной связи.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные линии. В работе использованы сле-
дующие опухолевые линии клеток человека:
Namalwa (лимфома Беркитта) и HeLa ‒ из Кол-
лекции клеточных культур Института цитологии
РАН (Санкт-Петербург, Россия). Клетки культи-
вировали в полной среде DMEM (“GIBCO, Ther-
mo Fisher Scietific”, США), содержащей 10% эм-
бриональной сыворотки крупного рогатого скота
(FBS; “HyClone”, США), 100 ед/мл пеницилли-
на, 100 мкг/мл стрептомицина.

Нокдаун и сверхэкспрессия гена POU2F1. Для
нокдауна гена POU2F1 использовали технологию
РНК-интерференции. На основе лентивирусного
вектора pGPV.ma4 были созданы конструкции
для синтеза коротких РНК со шпилечной струк-
турой (shРНК): scrambled (scr) (контрольная) и
anti-POU2F1 (shРНК для нокдауна тотальной
мРНК всех изоформ Oct-1) (“Евроген”, Россия), ‒
которыми трансфицировали клетки HEK-293 и
получали соответствующие лентивирусные сто-
ки. Клетки Namalwa (106 клеток) трансдуцирова-
ли полученными лентивирусными частицами.
После селекции, проведенной пуромицином, по-
лучили линии клеток Namalwa со стабильным
нокдауном гена POU2F1 и контрольную линию
клеток Namalwa (scrambled).

Для РНК-интерференции использована shРНК
к мРНК Oct-1 (анти-POU2F1): 5'-GATCCGC-
CAAGACCTTCAAACAAATTCAAGAGATTTGTTT-
GAAGGTCTTGGCT-TTTTTG-3' ‒ и shРНК-scr
(нуклеотидная последовательность, не имеющая
гомологии с РНК человека) в качестве отрица-
тельного контроля: 5'-GATCCGCAAAAAT-
TCTCCGAACGTGT-TCAAGAGACACGTTCG-
GAGAATTTTTGT-TTT-TTG-3'.

Конструкции pL-Oct-1A-3FLAG, pL-Oct-1L-
3FLAG, pL-Oct-1X-3FLAG были созданы путем
встраивания копии кодирующих последовательно-
стей Oct-1 человека в вектор pLenti6/V5-D-TOPO
(“Invitrogen”, США) [13]. Для стабильной транс-
дукция клеток использовали систему лентиви-
русной экспрессии ViraPower (“Invitrogen”) со-
гласно протоколу производителя. Для селекции и
поддержания стабильной трансформации ис-
пользовали бластицидин.
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ПАНКРАТОВА и др.

Уровень экспрессии POU2F1 и Oct-1 измеряли
с использованием количественной ПЦР и имму-
ноблотинга. В работе использованы поликло-
нальные кроличьи антитела к белку Oct-1, полу-
ченные ранее в нашей лаборатории [13], кроли-
чьи поликлональные антитела против Oct-1
(Ab66132; “Abcam”, Великобритания), мышиные
моноклональные анти-FLAG-антитела (F9291;
“Sigma-Aldrich”, США), мышиные моноклональ-
ные антитела против Lamin B1 (sc-377000; “Santa
Cruse Boitechnology”, США), кроличьи поликло-
нальные антитела против фосфо-РНК-полиме-
разы II (Phospho RNA PolII (S5); Ab240740; “Ab-
cam”) и кроличьи поликлональные антитела про-
тив β-актина (Ab6276; “Abcam”).

Выделение РНК, обратная транскрипция и ПЦР
в реальном времени (количественная ОТ-ПЦР).
Для очистки РНК из клеточных линий использо-
вали TRIzol Reagent (“Ambion”, США). Обратную
транскрипцию проводили с помощью набора
Maxima First Strand DNA Synthesis (“Thermo Fisher
Scientific”, США), для количественной ОТ-ПЦР
использовали набор qPCRmix-HS-SYBR (“Евро-
ген”). Условия реакции амплификации для коли-
чественной ПЦР: 2 мин при 95°С и 45 циклов:
30 с при 95°С, 30 с при 60°С, 30 с при 72°С. Для
проведения ПЦР на кДНК полноразмерного
транскрипта гена POU2F1 использовали ДНК-
полимеразу DyNAzyme EXT и буфер, рекомен-
дованный производителем (“Thermo Fisher Sci-
entific”). Условия реакции амплификации: 4 мин
при 95°С, затем 28 циклов: 30 с при 95°С, 1 мин
при 62°С, 2 мин 30 с при 72°С. Для определения
уровня мРНК Oct-1 использовали следуюшие
праймеры:

Oct-1A-F:  5'-TATTCAAAATGGCGGACGGA-3';
Oct-1L-F: 5'-CCACCCCAAACTGCTACCTGT-3';
Oct-1X-F: 5'-CAGCACGATTTGTTGGATGTG-3';
Oct-1-R: 5'-GTTTCTGACGGATTGTTCATTC-3'.
Уровни мРНК Oct-1 нормализовали к уровню

мРНК глюкоронидазы (GUSB), для чего исполь-
зовали следуюшие праймеры:

GUS-F: 5'-CGTGGTTGGAGAGCTCATTTG-
GA-3' и GUS-R: 5'-ATTTCCCCAGCACTCTC-
CGTCGGT-3'.

Иммунопреципитация хроматина (ChIP). В од-
ной реакции иммунопреципитации использова-
ли хроматин, выделенный из 3 × 106 клеток
Namalwa или HeLa. “Сшивку” проводили, добав-
ляя к клеткам, ресуспендированным в PBS, фор-
мальдегид до концентрации 0.8% с последующей
инкубацией в течение 10 мин при комнатной тем-
пературе. Реакцию останавливали добавлением
буфера 2.5 М глицин-HCl (рН 6.0) до концентра-
ции 0.125 М (1/20 от общего объема). После от-
мывки тремя объемами холодного раствора PBS

хроматин ресуспендировали в буфере, содержа-
щем 50 мМ HEPES-KOH (pH 7.9), 140 мМ NaCl,
1 мМ EDТА, 1% тритона X-100, 0.1% дезоксихола-
та натрия, 0.1% SDS, коктейль протеаз (“Roche”,
Швейцария), “дробили” ультразвуком до фраг-
ментов размером ~500 нуклеотидов и центрифу-
гировали дважды при 16000 × g в течение 20 мин,
отбирали супернатант (растворимую фракцию
хроматина), фасовали и замораживали в жидком
азоте.

Хроматин (100 мкг в пересчете на ДНК) пред-
варительно инкубировали с 10 мкг IgG неиммуни-
зированного кролика в течение 2 ч при 4°С, вноси-
ли 20 мкг Protein-A-сефарозы (“Sigma-Aldrich”) и
инкубировали еще 1 ч при перемешивании. Не-
специфические комплексы, связанные с Protein-
A-сефарозой, осаждали (2000 × g, 2 мин, 4°С). Су-
пернатант использовали для иммунопреципита-
ции хроматина.

Стандартная реакционная смесь для иммуно-
преципитации хроматина содержала 100 мкг хро-
матина, 10 мкг антител к Oct-1, а также 1 мг/мл
ДНК спермы лосося и 1 мг/мл BSA. Иммунопре-
ципитацию проводили при 4°С в течение ночи,
затем добавляли 15 мкл Protein-A-сефарозы и ин-
кубировали 2 ч при 4°С на ротаторе. После цен-
трифугирования при (2000 × g, 2 мин, 4°С) супер-
натант удаляли и промывали сефарозу последова-
тельно следующими буферами: RIPA с 0.5 М
NaCl, LiCl-буфером (20 мМ Трис-HCl, pH 8.0,
1 мМ EDТА, 250 мМ LiCl, 0.5% дезоксихолат на-
трия) и дважды ТЕ (10 мМ Трис-HCl, pH 8.0,
1 мМ EDTA). Элюцию связавшихся с Protein-A-
сефарозой ДНК-белковых комплексов проводили
в буфере TSE (20 мМ Трис-HCl, pH 8.0, 1% SDS,
1 мМ EDТА) в течение 20 мин при покачивании
при комнатной температуре. Сефарозу осаждали
центрифугированием при 2000 × g в течение
2 мин. К супернатанту добавляли 5 М NaCl до
концентрации 150 мМ и инкубировали смесь при
65°С в течение 16 ч при перемешивании (проце-
дура “расшивки” хроматина).

После расшивки хроматин обрабатывали про-
теазой К (3 мкл 20 мг/мл протеиназы К, 5 мкл
0.5 М EDТА на 500 мкл реакционной смеси) в те-
чение 4 ч при 55°С при перемешивании. ДНК
экстрагировали смесью фенол–хлороформ, оса-
ждали спиртом, осадок суспендировали в буфере
TE. Полученную ДНК анализировали методом
количественной ПЦР и определяли соотношение
осажденной/исходной фракции (%). Каждое из-
мерение выполняли как минимум в трех повторах
и вычисляли среднее значение.
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Для количественной ПЦР использованы следующие праймеры:
РУ-F1: 5'-AGGGTTGGAAGGGTTTGCCTA-3'
РУ-R1: 5'-TCCCCAGTCCAATAACTGCAA-3'
РУ-F2: 5'-TTTCAAAAGCATAATGCAGTGGTG-3'
РУ-R2: 5'-TGTTTGAATTCCATCTTGGCCCT-3'
РУ-F3: 5'-TGATGTGAGCAACTTCCCTTG-3'
РУ-R3: 5'-ATGATAATGTTTTTCCTGGAATGGA-3'
A-prom-F: 5'-AGTCAAGATGAGAGTTCAGCCG-3'
A-prom-R: 5'-AGCCGGGGTTGAGTATGA-3'
L-prom-F1: 5'-TCCCTTCATGCACTGCCAAT-3'
L-prom-R1: 5'-ACTGAAAGCACTCCCTGCAT-3'
L-prom-F2: 5’-GCAGGGAAGGAGGAAAGCAT-3'
L-prom-R2: 5'-AGAGCTAGTCACAGGGAGGG-3'
Oct-1-exon 15-F: 5'-CAGTGAGACCAGCACAACACA -3'
Oct-1-exon 15-R: 5'-CTCCACCTCAGACGTGAATGAGAT-3'
CD3-5': 5'-AGTGAGCCCCTTCAAGATACCTAT-3'
CD3-3': 5'-TTCGATAATGAACTTGCACGG-3'

Клонирование и очистка POU-домена Oct-1.
POU-домен клонировали в модифицированной
плазмиде pET30b, содержащей на 5'-конце поли-
линкера последовательность ДНК, которая соот-
ветствует 6 остаткам гистидина в рамке считыва-
ния с POU-доменом. Наработку и очистку белка
6×His-POU проводили по протоколу фирмы-
производителя (“QIAGEN”, Германия).

Анализ сдвига электрофоретической подвижно-
сти (EMSA). Связывание [32P]-меченых олиго-
нуклеотидов с POU-доменом Oct-1 проводили в
20 мкл буфера, содержащего 20 мМ Трис-HCl,
pH 7.8, 1 мМ EDTA, 60 мМ KCl, 1 мМ DTT,

200 мкг/мл BSA, 0.5 нг меченого олигонуклеоти-
да и 10‒30 нг ДНК-связывающего POU-домена
Oct-1. Реакционную смесь инкубировали в тече-
ние 30 мин при комнатной температуре, после
чего 15 мкл наносили на 6%-ный ПААГ. В каче-
стве контроля использовали олигонуклеотиды:
oct (5'-ATGCAAAT), PORE (5'-ATTTGAAATG-
CAAAT) и MORE (5'-ATGCATATGCAT). Исполь-
зовали следующие двухцепочечные олигонуклео-
тиды, соответствующие регуляторным областям
гена POU2F1 (сайты связывания белка Oct-1 вы-
делены прописными буквами):

L1: 5'-atcctcctaattattATGCTGGCactcaggagataattt-3'
L2: 5'-caattaatATGCAAATagcctgataaatatttatgcaacg-3'
L3: 5'-taacgaggagagATTTGCATaaggccctaat-3'
L4: 5'-ggaaagcATTTGCAAagcacaagcttacttgaATTTGCAGtag-3'
РУ1: 5'-gtcaaagggttggaaggGTTTGCCTaggaatgagtgcg-3'
РУ2: 5'-gtaatgcagtggtgtataaaatttaataatgtataaaacttgttATGGAAATt-3'
РУ3: 5'-gtttcctaaaATAAGCATtatcatatacagagaagactggaaatc-3'.

Статистический анализ. Сравнение экспери-
ментальных групп проводили с использованием
t-критерия Стьюдента. Все данные представлены
в виде среднего значения ± стандартного откло-
нения (SD), рассчитанных на основании не менее
трех независимых экспериментов. Различия счи-
тались статистически значимыми при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Oct-1 взаимодействует с регуляторными 

областями гена POU2F1
Ген POU2F1 человека расположен на хромосо-

ме 1, его длина составляет 212 тыс.п.о. Этот ген
содержит убиквитарный промотор U и тканеспе-
цифический промотор L (рис. 1а). С целью по-
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нять возможные механизмы регуляции тран-
скрипции гена POU2F1 мы провели сравнитель-
ный анализ нуклеотидной последовательности
генов POU2F1 человека, мыши, свиньи и собаки и
идентифицировали в них эволюционно консер-
вативные некодирующие области.

В 5'-области гена POU2F1 обнаружено не-
сколько участков высокой межвидовой гомоло-
гии (>90%), две из которых находятся в областях
промоторов U и L (рис. 1а). Кроме того, на рассто-
янии 6 тыс.п.о. в 5'-области от старта транскрипции
промотора U обнаружено три участка с высокой го-
мологией (>90%) между сравниваемыми видами.
Эти возможные регуляторные участки обозначены
далее как РУ1, РУ2 и РУ3. В результате проведенно-
го сравнительного анализа выявлено, что их нук-
леотидные последовательности содержат множе-
ственные сайты связывания Oct-1, включая PORE,
MORE и канонические Oct-1-связывающие сай-
ты, oct-сайты, (ATGCAAAT) и oct-подобные сай-
ты с единичными нуклеотидными заменами. Эти
сайты оказались идентичны у сравниваемых ви-
дов (рис. 1а), а их положение в геноме человека,
на хромосоме 1, указано в табл. 1. Мы предпола-
гаем, что консервативные oct- и oct-подобные
сайты регуляторных областей гена POU2F1 могут
участвовать в ауторегуляции этого гена [17].

Влияние Oct-1 на экспрессию гена POU2F1 ис-
следовано нами в двух культурах клеток: HeLa и
Namalwa. В клетках Namalwa оба промотора актив-
ны (рис. 1б, в), в то время как в клетках HeLa рабо-
тает только U-промотор, что подтверждается как
отсутствием тканеспецифического транскрипта
(рис. 1б), так и отсутствием РНК-полимеразы II
(Phospho S5) на промоторе L в клетках HeLa (рис. 1в).

Связывание Oct-1 с идентифицированными
консервативными областями гена POU2F1 про-
анализировано методом ChIP. Из полученных ре-
зультатов следует, что белок Oct-1 взаимодействует
с oct-сайтами, расположенными в промоторах U
и L, а также c предполагаемыми регуляторными
участками РУ1, РУ2 и РУ3, расположенными в
5'-области гена. Взаимодействие с этими участка-
ми обнаружено как в клетках HeLa, так и Namalwa.
Интересно, что в клетках HeLa Oct-1 присутству-
ет на промоторе L, который по нашим данным
неактивен в этих клетках.

Возможные сайты связывания Oct-1, иденти-
фицированные методом ChIP, проанализирова-
ны методом EMSA (рис. 2а, б). Взаимодействие
Oct-1 с ДНК исследовали, используя аффинно очи-
щенный ДНК-связывающий POU-домен белка
Oct-1 и ДНК-зонды, идентичные геномной после-
довательности регуляторных участков POU2F1.
Несмотря на то, что последовательность РУ1 со-
держит две замены в oct-сайте (GTTTGCCT), она
образует мономерный комплекс с POU-доменом.
В участке РУ2 обнаружен только один oct-подоб-

ный сайт (ATGGAAAT), однако POU-домен об-
разует мультимерные комплексы с этим зондом.
С РУ3 POU-домен образует моно-, ди- и тример-
ные комплексы. Таким образом, сайты связывания
Oct-1, идентифицированные методом ChIP и срав-
нительного анализа геномов млекопитающих, вза-
имодействуют с POU-доменом белка Oct-1.

При низкой концентрации Oct-1 взаимодей-
ствует только с высокоаффинными сайтами, при
этом, независимо от типа последовательности
(oct, PORE или MORE), формируются преиму-
щественно мономерные комплексы; при повы-
шении концентрации Oct-1 на сайтах PORE и
MORE образуются димеры белка Oct-1 (рис. 2а).

POU-домен белка Oct-1 состоит из двух ДНК-
связывающих субдоменов: POU-специфического
(POUsp) и POU-гомеодомена (POUh), ‒ соеди-
ненных гибким аминокислотным линкером.
POU-домен обладает такой же ДНК-связываю-
щей активностью и специфичностью, как и пол-
норазмерный белок Oct-1. В силу позиционной
лабильности двух ДНК-узнающих POU-субдоме-
нов Oct-белки могут взаимодействовать с очень
вырожденными ДНК-последовательностями, не
содержащими канонических сайтов связывания.
Формирование димеров и мультимеров на этих
сайтах (рис. 2а) зависит как от нуклеотидной после-
довательности самого сайта, так и от концентрации
Oct-1. Таким образом, повышение содержания бел-
ка Oct-1 в клетке может приводить к расширению
спектра ДНК-сайтов, изменению конформации
Oct-1 за счет его димеризации на этих сайтах и к из-
менению репертуара регулируемых генов.

Таким образом, показано, что Oct-1 связыва-
ется с областями как убиквитарного, так и специ-
фического промоторов гена POU2F1. Большое
число сайтов связывания Oct-1 и их высокая меж-
видовая консервативность в областях альтерна-
тивных промоторов позволяет предположить, что
ауторегуляция транскрипции гена POU2F1 доста-
точно сложная, а повышение концентрации бел-
ка Oct-1 в клетке может приводить к изменению
характера его взаимодействия с ДНК-мишенями
и изменению транскрипционной активности ре-
гулируемых генов-мишеней.

Понижение уровня Oct-1 в клетке вызывает 
активацию транскрипции с U-промотора
и снижение транскрипции с L-промотора

гена POU2F1

С целью изучения ауторегуляции гена POU2F1
в клетках Namalwa проведен нокдаун POU2F1 с
помощью shРНК. В этих клетках активны оба
промотора гена POU2F1 (U и L) и Oct-1, как пока-
зано, присутствует на обоих промоторах. Нок-
даун приводит к снижению уровня мРНК Oct-1L,
транскрибируемой с тканеспецифического L-про-
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Рис. 1. Oct-1 взаимодействует с регуляторными областями гена POU2F1. а ‒ Схема гена POU2F1 человека и располо-
жение в регуляторных областях сайтов связывания Oct-1. Сравнение с геном POU2F1 других млекопитающих. Сайты
связывания Oct-1 обозначены звездочками. Области высокой межвидовой гомологии (>90%) выделены светло-серым
цветом. Стрелками показано положение праймеров, использованных в ПЦР для анализа продуктов ChIP. б ‒ Экс-
прессия мРНК Oct-1 изоформ A и 1L в клетках линий HeLa и Namalwa по результатам полноразмерной ОТ-ПЦР. в ‒
Присутствие транскрипционно активной РНК-полимеразы II (Phospho S5) на убиквитарном (U) и тканеспецифиче-
ском (L) промоторе гена POU2F1 в клетках HeLa и Namalwa по результатам ChIP-анализа. г ‒ Распределение белка
Oct-1 в регуляторных областях гена POU2F1 в клетках линий HeLa и Namalwa по результатам ChIP-анализа с антите-
лами к Oct-1. Стрелками на рисунке (а) обозначено положение олигонуклеотидов, использованных для анализа ChIP.
*P < 0.05, **P < 0.01.
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мотора, и к одновременному усилению транскрип-
ции с U-промотора (рис. 3). На основании этих дан-
ных можно сделать вывод, что механизмы, задей-
ствованные в регуляции этих двух промоторов,
различны, причем снижение уровня Oct-1 в клетке
приводит к активации убиквитарного промотора U.

Повышение уровня Oct-1 в клетке ингибирует 
транскрипцию с U-промотора и активирует 

транскрипцию с промотора L

Проанализировано связывание изоформ Oct-1A
и Oct-1L с oct-сайтами промоторов U и L гена

POU2F1. Методом ChIP показано, что при сверхэкс-
прессии Oct-1A или Oct-1L в клетке на промоторах
U и L повышается содержание белка Oct-1 (рис. 4а).

Показано, что повышение концентрации Oct-1
в клетке влияет на транскрипцию с промоторов U
и L (рис. 4б). Так, сверхэкспрессия Oct-1 в клет-
ках Namalwa приводила к подавлению тран-
скрипции с промотора U и одновременно к актива-
ции транскрипции с промотора L. Таким образом,
изменение концентрации белка Oct-1 в клетке вы-
зывает разнонаправленное изменение транскрип-
ции с альтернативных промоторов гена POU2F1.

Рис. 2. Анализ взаимодействия POU-домена белка Oct-1 с канонической oct-последовательностью и с неканониче-
скими ДНК-последовательности из энхансерной (а) и промоторной (промотор L) (б) областей гена POU2F1 методом
EMSA. Обозначения: 1 – в реакцию добавлено 60 нг аффинно очищенного POU-домена; 2 ‒ в реакцию добавлено
20 нг аффинно очищенного POU-домена.
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Таблица 1. Участки связывания белка Oct-1 в регуляторных областях гена POU2F1 человека

а Положение регуляторных участков указано на рис. 1а. b Сайты связывания Oct-1 выделены прописными буквами.

Регуляторный участокa
Геномные координаты, 
хромосома 1 человека 

(RCh38.p13)

Нуклеотидная последовательность,b

5' → 3'

L1 167328704‒167328741 atcctcctaattattATGCTGGCactcaggagataattt
L2 167328760‒167328799 caattaatATGCAAATagcctgataaatatttatgcaacg
L3 167328879‒167328910 taacgaggagagATTTGCATaaggccctaat
L4, L5 167329443‒167329485 ggaaagcATTTGCAAagcacaagcttacttgaATTTGCAGtag
U1 167220972‒167220996 Cattttaсatattcatattcatact
U2 167221026‒167221037 Gacttagcataa
РУ1 167207453‒167207485 gacaaagggttggaaggGTTTGCCTaggaatga
РУ2 167207757‒167207808 taatgcagtggtgtataaaatttaataatgtataaaacttgttATGGAAATt
РУ3(1) 167208074‒167208117 tttcctaaaATAAGCATtatcatatacagagaagactggaaatc
РУ3(2) 167208135‒167208172 cttcccttgattatgacaggaagcCTGCATATataatc
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В результате проведенного исследования на
примере двух клеточных линий различного тка-
невого происхождения показано, что белок Oct-1
взаимодействует с регуляторными областями ге-
на POU2F1 и вовлечен в ауторегуляцию двух аль-
тернативных промоторов. Чрезвычайно высокая
межвидовая гомология в регуляторных областях
гена POU2F1 и полная идентичность сайтов свя-
зывания Oct-1 в альтернативных промоторах и в
отдаленной 5'-области ‒ признак большой значи-

мости ауторегуляции гена POU2F1 в поддержании
клеточного гомеостаза.

Убиквитарный промотор U расположен в 5'-об-
ласти гена POU2F1, тогда как тканеспецифиче-
ский промотор L расположен в середине гена, на
100 тыс.п.о. ниже промотора U. Механизм ткане-
специфической активации или репрессии тран-
скрипции промоторов U и L пока не выяснен. Во
всех клетках человека идет транскрипция с убик-
витарного промотора U. В норме промотор L ак-
тивен только в клетках лимфоидного ряда и в
мозге [13]. Ранее нами показано, что в некоторых

Рис. 3. Нокдаун POU2F1 приводит к активации транскрипции с промотора U и одновременно к подавлению тран-
скрипции с промотора L. а ‒ Изменение уровня мРНК Oct-1 в клетках Namalwa при нокдауне POU2F1 под действием
shРНК anti-POU2F1 (Nam-anti-POU2F1), нацеленной на все транскрипты POU2F1, по сравнению с уровнем в клетках
с shРНК-scr (Nam-scr). Экспрессию гена POU2F1 под контролем промоторов U и L оценивали методом количествен-
ной ОТ-ПЦР с использованием олигонуклеотидов, специфичных к 5'-концам убиквитарного или тканеспецифиче-
ского транскрипта Oct-1. б ‒ По результатам иммуноблотинга с антителами к Oct-1 нокдаун POU2F1 приводит к сни-
жению уровня белка Oct-1 в клетках Namalwa. Контроль нанесения образцов проведен с антителами к ламину В. На
дорожки нанесено по 10 мкг клеточного экстракта. *P < 0.05, **P < 0.01.
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Рис. 4. Избыточная экспрессия Oct-1 приводит к активации транскрипции с промотора L и одновременно к подавле-
нию транскрипции с промотора U гена POU2F1. а ‒ ChIP-анализ изоформ Oct-1A или Oct-1L в клетках Namalwa при
сверхэкспрессии Oct-1. При сверхэкспрессии изоформ Oct-1A и Oct-1L в клетках Namalwa увеличивается содержание
белка Oct-1 на промоторах гена POU2F1. б ‒ Влияние сверхэкспрессии Oct-1 на транскрипцию с альтернативных про-
моторов гена POU2F1 в клетках Namalwa: нормальная (Nam) и повышенная экспрессия (Nam-Oct-1). Уровень тран-
скриптов с U- и L-промоторов измеряли методом количественной ОТ-ПЦР. ПЦР проводили с использованием оли-
гонуклеотидов, специфичных к 5'-концам убиквитарного или тканеспецифического транскрипта Oct-1. В клетках
Namalwa сверхэкспрессирована изоформа Oct-1X [13], на 5'-конце мРНК которой отсутствуют участки, специфичные
для изоформ Oct-1А и Oct-1L, поэтому методом ПЦР определяется присутствие только эндогенных изоформ. в ‒ Ве-
стерн-блот-анализ сверхэкспрессии Oct-1 в клетках Namalwa с использованием антител к Oct-1. На дорожки нанесено
по 10 мкг клеточного экстракта. β-актин и соответствующие антитела использованы для контроля нанесения образцов
Результаты по сверхэкспрессии изоформ Oct-1 в клетках Namalwa детально представлены нами ранее [13]. *P < 0.05,
**P < 0.01.
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ПАНКРАТОВА и др.

опухолевых линиях клеток начинается активация
промотора L, тогда как в нормальных клетках та-
кого же тканевого происхождения этот промотор
“молчит” [14]. Таким образом, активация промо-
тора L может коррелировать со злокачественной
трансформацией клеток. Ранее методом направ-
ленного мутагенеза и транзиентной трансфекции
нами показано, что в системе in vitro промотор L
гена POU2F ауторегулиремый [18].

Однако до сих пор нет полного понимания ме-
ханизмов регуляции генов в естественном контек-
сте, а это важно с точки зрения выяснения вклада
множества геномных элементов в контроль генной
экспрессии. Здесь нами обнаружено, что в есте-
ственном контексте на убиквитарном промоторе U
гена POU2F действует отрицательная обратная
связь ‒ через низкоаффинные сайты связывания
Oct-1 при повышении его концентрации в клетке ‒
и одновременно на тканеспецифическом промото-
ре L действует положительная обратная связь ‒
через высокоаффинные канонические oct-сайты.

Ауторегуляция ‒ важный механизм поддержа-
ния необходимого уровня транскрипции генов
“домашнего хозяйства” клетки. В ауторегуляции
гена POU2F1 реализуются два разнонаправлен-
ных механизма: отрицательная обратная связь и
положительная обратная связь, причем не только
через промоторы, но и через регуляторные участ-
ки в 5'-области гена, расположенные на значи-
тельном расстоянии от убиквитарного промото-
ра. Такой механизм “разнонаправленной” ауто-
регуляции свидетельствует о том, что, во-первых,
Oct-1 участвует в тонкой настройке регуляции
собственной транскрипции и, во-вторых, что за-
дача направленного понижения количества белка
Oct-1 в опухолевой клетке ‒ функция с несколь-
кими переменными.

Белок Oct-1 экспрессируется на относительно
постоянном уровне в каждом типе клеток. Повы-
шение уровня белка Oct-1 в клетке приводит к на-
рушению клеточного гомеостаза, развитию эф-
фекта Варбурга, изменению скорости деления
клеток [13]. Таким образом, повышение уровня
Oct-1 может приводить к малигнизации клеток. В
работах последних нескольких лет появляется все
больше фактов о роли Oct-1 как проонкогенного
фактора для ряда эпителиальных и других опухо-
лей [19‒21]. Важно отметить, что те опухоли, в
которых повышен уровень экспрессии Oct-1, го-
раздо хуже поддаются лечению и их развитие свя-
зано с крайне неблагоприятным прогнозом для
пациента [22]. На основе полученных нами ре-
зультатов можно предполагать, что повышение
уровня белка Oct-1 при злокачественной транс-
формации клеток приводит к расширению спек-
тра ДНК-сайтов, изменению конформации белка
Oct-1 за счет его димеризации на этих сайтах и,
как следствие, к изменению набора регулируе-
мых им генов. Анализ взаимодействия Oct-1 c
ДНК важен для понимания протуморогенного

эффекта высоких концентраций Oct-1 в опухоле-
вых клетках. В некоторых исследованиях выявле-
на положительная корреляция между высоким
уровнем белка Oct-1 в злокачественных опухолях
и низкой выживаемостью больных [8, 9, 21]. Так,
уровень экспрессии Oct-1 в опухолях J. Qian и со-
авт. [21] считают более надежным прогностиче-
ским параметром, чем стадирование по шкале
American Joint Committee on Cancer (AJCC) при
раке желудка.

Понимание механизмов регуляции экспрес-
сии гена POU2F1 на транскрипционном уровне
необходимо для идентификации регуляторных
путей, которые могут стать мишенями новых ле-
карственных препаратов.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (грант № 19-14-00365).
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POU2F1(Oct-1) DIFFERENTLY PARTICIPATES IN AUTOREGULATION
OF ALTERNATIVE PROMOTORS DEPENDING ON BINDING
WITH DIFFERENT REGULATORY SITES OF POU2F1 GENE

E. V. Pankratova1, *, T. N. Portseva1, A. A. Makarova1, B. M. Lyanova1,
S. G. Georgieva1, and A. G. Stepchenko1

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

*e-mail: pank@eimb.ru

The POU2F1 gene, which plays an important role in the regulation of the genome and development of mam-
mals, has both ubiquitous and tissue-specific promoters and has complex regulation. In this work, regions of
the POU2F1 gene were found containing multiple binding sites for the POU2F1(Oct-1) protein. The inter-
species homology in these regions in human, mouse, rat, pig and dog genomes is more than 90%, and the
complete identity of all the Oct-1 binding sites has been found. Some of these sites are located near each of
the two alternative gene promoters, while others are in the 5' non-coding region of the gene at a distance of
6 kb upstream U promoter. With use of chromatin immunoprecipitation and EMSA it was shown that Oct-1
is present at these sites. Knockdown of POU2F1 in Namalwa cells leads to activation of the ubiquitous U pro-
moter and downregulation of the tissue-specific L promoter, while overexpression of Oct-1 leads to the op-
posite result. Thus, autoregulation of the ubiquitous promoter of the POU2F1 gene occurs according to the
principle of negative feedback, while the tissue-specific promoter according to the principle of positive feed-
back. In a natural context, negative feedback acts on the ubiquitous U promoter through low-affinity Oct-1
binding sites with an increase Oct-1 concentration in the cell, and at the same time, a positive feedback acts
on the tissue-specific L promoter through the high-affinity canonical oct-sites.

Keywords: transcriptional autoregulation, POU2F1, transcription factor, Oct-1
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Большую проблему при экспрессии рекомбинатного стрептавидина на магнетосомах (называемых
бактериальными магнитными наночастицами, или BMP) представляет присутствие эндогенного
биотина. Мы соединили мономерный фрагмент стрептавидина (SA1-116) с N-концом интеина и
получили предшественник SA1-116-IN, который экспрессировали в клетках Escherichia coli (BL21).
Параллельно фрагмент SA117-160 сшивали с С-концом интеина, после чего полученный химерный
полипептид экспрессировали на магнетосомах за счет соединения с мембранным белком магнето-
сом MamF. Далее в системе in vitro белкового сплайсинга смешивали очищенные сконструирован-
ные магнетосомы (BMP-SA117-160-IC) и предшественник SA1-116-IN. Наконец, для получения
функциональных магнитных частиц BMP-SA индуцировали опосредованный интеином транс-
сплайсинг. Наши результаты указывают на возможность использования транс-сплайсинга, опосре-
дованного интеином, для эффективного получения рекомбинантного стрептавидина на магнетосо-
мах, а также показывают возможности этого метода для получения других функциональных маг-
нитных наночастиц.

Ключевые слова: магнетосомы, функциональные магнитные наночастицы, стрептавидин, белко-
вый сплайсинг, интеин
DOI: 10.31857/S0026898421060057

ВВЕДЕНИЕ
Магнетосомы (называемые также бактериаль-

ными магнитными наночастицами, или BMP) –
это окруженные мембраной однодоменные маг-
нитные нанокристаллы, синтезируемые магнито-
тактическими бактериями. ВМР обладают высо-
кой чувствительностью к магнитному полю, име-
ют небольшие размеры и видоспецифичную
морфологию кристаллов [1, 2]. В состав мембра-
ны ВМР входят специальные трансмембранные
белки. Показано, что на мембранах ВМР наибо-
лее представлены два белка – MamC и MamF [3].
Таким образом, генетическая инженерия MamC
или MamF может использоваться для экспрессии
чужеродных функциональных белков на поверх-
ности ВМР [4]. Сделаны попытки получить раз-

личные функционализированные BMP, напри-
мер, за счет дисплея на BMP функциональных
компонентов, таких как ферменты, антитела,
функциональные пептиды, рецепторные белки,
частицы золота или олигонуклеотиды [5–8]. Зна-
чительное внимание в последнее время уделяется
технологиям магнитной сепарации и иммуномаг-
нитного анализа с использованием BMP [9, 10].
BMP сходны с коммерческими микро- и нано-им-
муномагнитными частицами с двухфазной (ядро–
оболочка) структурой, однако обладают, как пра-
вило, большим магнетизмом, поскольку их ядра
состоят из однодоменных магнитных кристаллов
и содержат больше магнетита. Над BMP легко
производить манипуляции, так как они обладают
сильным магнетизмом и небольшими размерами
[11–13].

Стрептавидин (SA) – гомотетрамерный белок
из Streptomyces avidinii, проявляет крайне высокую

1 Статья представлена на английском языке.
2 Эти авторы внесли равный вклад.
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специфичность к молекулам биотина. За счет
сильного, стабильного, нековалентного связыва-
ния стрептавидина и биотина иммунохимические
методы анализа с использованием этой системы
характеризуются наибольшей чувствительностью и
позволяют обнаружить даже незначительные коли-
чества анализируемого вещества в биологических
образцах [14]. Например, магнитные частицы, свя-
занные со стрептавидином, часто используют в ка-
честве твердой фазы в иммунохимии и в производ-
стве диагностических препаратов [15]. Ранее мы
получили рекомбинантный штамм магнитотакти-
ческих бактерий для продукции ВМР, связанных с
мономерным стрептавидином. Однако присут-
ствие эндогенного биотина в магнитотактических
бактериях может приводить к образованию ком-
плексов стрептавидин-биотин, что затрудняет по-
лучение чистых функциональных BMP-SA.

Белковый сплайсинг – это посттрансляцион-
ное ремоделирование белков, катализируемое
интеином. Разделенный интеин обладает способ-
ностью вырезать свои части из белков-предше-
ственников и сшивать фланкирующие полипеп-
тиды (экстеины) для получения зрелого белка и
стабильного интеина. В настоящем исследовании
для сшивания фрагментов SA1-116 и SA117-160 использо-
вали разделенный интеин, состоящий из N-конце-
вого фрагмента (IN) и С-концевого фрагмента (IC).
SA117-160-IC далее экспрессировали на BMP за счет
объединения с белком MamF в рекомбинантном
штамме магнитотактических бактерий. Наконец,
очищенные предшественники BMP-SA117-160-IC и
SA1-116-IN используют в in vitro белковом транс-
сплайсинге, опосредованном интеином, для полу-
чения функциональных BMP-SA.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Бактериальные штаммы и плазмиды. Штаммы
бактерий, мутанты, плазмиды и праймеры, ис-

пользованные в работе, перечислены в табл. 1.
Культуры Escherichia coli растили при 37°C в среде
Luria–Bertani (LB). Культуры Magnetospirillum gry-
phiswaldense (MSR-1) растили при 30°C в среде
LAY, как описано ранее [16].

Конструирование рекомбинантных плазмид. Ко-
дирующая последовательность SA1-116-IN получе-
на путем сшивания последовательностей SA1-116 и
IN1-104 из Ssp DnaX с последующим клонировани-
ем в вектор экспрессии pET28a-SA1-116-IN. Кон-
струкция SA117-160-IC-MamF получена путем объ-
единения последовательностей SA117-160, IC105-163 и
гена mamF с последующим клонированием в век-
тор pBBR для получения плазмиды pBBR-mamF-
SA117-160-IC. Экспрессионную плазмиду pET28a-
SA1-116-IN использовали для трансформации ком-
петентных клеток E. coli BL21 с целью получения
штамма BL21-SA1-116-IN. Рекомбинантной плаз-
мидой pBBR-mamF-SA117-160-IC трансформиро-
вали клетки E. coli S17-1, а затем переносили ее в
штамм MSR-1/∆F посредством конъюгации. Му-
тантные штаммы MSR-1/∆F-SA117-160-IC отбира-
ли согласно [16].

Экспрессия и очистка SA1-116-IN. Колонию
штамма BL21-SA1-116-IN выращивали в жидкой
среде LB в присутствии 25 мкг/мл канамицина
при 37°C. При достижении оптической плотно-
сти (OD600), равной 0.4–0.6, добавляли 1 мМ
ИПТГ и культивировали клетки при 37°C в тече-
ние 3–6 ч для индукции синтеза рекомбинантно-
го белка. Культуру центрифугировали при 5000 g
в течение 20 мин, затем помещали в лизирую-
щий буфер (50 мМ Трис-HCl, 1 ммоль/л EDТА,
100 ммоль/л NaCl и 1 мг/мл лизоцима, pH 8.0) и
обрабатывали ультразвуком. Далее после центри-
фугирования (12000 g, 30 мин, 4°C) раствор
фильтровали через 0.45 мкм фильтр и наносили
на колонку с Ni-NTA. Белок SA1-116-IN элюиро-
вали 100 мМ имидазолом и анализировали элек-

Таблица 1. Штаммы и плазмиды
Название Описание Источник

Штаммы
MSR-1/∆F M. gryphiswaldense MSR-1 с удаленным mamF [10]
MSR-1/∆F-SA117-160-IC MSR-1 с удаленным mamF, содержащий pBBR-mamF-SA117-160-

IC; Kmr, Gmr
Данная работа

E. coli S17-1 Pro thi hsdR recA, хромосомная интеграция RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7, 
SmrTra+

[10]

BL21-SA1-116-IN E. coli BL21, содержащий pET28a-SA1-116-IN Данная работа

Плазмиды

pET28a-SA1-116-IN pET28a вектор с фрагментом SA1-116-IN; Kmr
1 Данная работа

pBBR-mamF-SA117-160-IC pBBR1MCS-2 вектор с фрагментом mamF-SA117-160-IC; Kmr
1 Данная работа
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трофорезом в 12%-ном полиакриламидном геле
(SDS-PAGE).

Экспрессия и очистка BMP-SA117-160-IC. Клетки
штамма MSR-1/∆F-SA117-160-IC пересевали 3 раза, а
затем нарабатывали в ферментере объемом 10 л.
Условия культивирования и среду подбирали ра-

нее [17, 18]. Клетки MSR-1/∆F-SA117-160-IC соби-
рали, помещали в PBS (10 мМ, pH 7.4; 20 мл/г
осадка бактерий) и обрабатывали ультразвуком.
Частицы BMP-SA117-160-IC выделяли с помощью
магнитного штатива, ресуспендировали в PBS и
снова озвучивали в течение нескольких подходов.

Рис. 1. а – Схематичное изображение белкового транс-сплайсинга, опосредованного интеином. б – Анализ с помо-
щью SDS-PAGE белков SA1-116-IN (1), MamF-SA117-160-IC (2) и сплайсированных белков (3, MamF-SA соответствует
размеру 31.5 кДа). в – Анализ взаимодействия между BMP-SA и биотинилированной ДНК с помощью электрофореза
в агарозном геле. На первой дорожке в качестве контроля к смеси биотинилированной (600 п.н.) и небиотинилиро-
ванной (1200 п.н.) ДНК не добавляли BMP-SA. На дорожках 2–5 титровали концентрацию BMP-SA в смеси ДНК и
обнаруживали связывание с биотинилированной ДНК (600 п.н.).
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Очищенные BMP-SA117-160-IC помещали в сте-
рильный 25%-ный раствор глицерина и хранили
при 4°C.

Белковый транс-сплайсинг, опосредованный ин-
теином. Для проведения in vitro транс-сплайсинга
20 мкМ SA1-116-IN смешивали с 0.5 мг BMP-SA117-160-
IC в буфере для сплайсинга (20 мМ Трис-HCl,
0.15 М NaCl, pH 7.9). Далее добавляли DTT в кон-
центрации 1 мМ и инкубировали при комнатной
температуре в течение ночи на шейкере. Реакцию
останавливали, выделяя BMP с помощью магнита.
Продукты сплайсинга анализировали с помощью
SDS-PAGE и визуализировали, окрашивая Coomassie
Brilliant Blue R-250. Активность BMP-SA проверяли
по взаимодействию с биотинилированной ДНК с по-
следующим электрофорезом в агарозном геле.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Продукт гена Ssp DnaX – это интеин, обнару-
женный в предшественнике ДНК-хеликазы Syn-
echocystis sp. штамм PCC6803 [19, 20]. Мини-интеин
получен путем сшивания N- и С-концевых по-
следовательностей интеина Ssp DnaX. На рис. 1а
показано, что интеин фланкирован предшествен-
ником SA1-116 в качестве N-экстеина и SA117-160 в ка-
честве С-экстеина. В данном исследовании после-
довательность SA1-116-IN получена путем сшивания
SA1-116 и IN1-104 из Ssp DnaX. Клетки E. coli BL21
трансформировали плазмидой pET28a-SA1-116-IN
для получения белка SA1-116-IN после индукции
синтеза с помощью ИПТГ. Очищенный белок ана-
лизировали с помощью электрофореза (рис. 1б).
Конструкция SA117-160-IC-MamF получена путем
объединения последовательностей SA117-160 IC105-163
из Ssp DnaX и гена mamF. Далее SA117-160-IC-mamF
клонировали в вектор pBBR для получения
pBBR-mamF-SA117-160-IC. Этой плазмидой транс-
фицировали MSR-1/∆F с помощью конъюгации, а
затем отбирали клоны MSR-1/ ∆F-SA117-160-IC. Ча-
стицы BMP-SA117-160-IC выделяли и очищали из
культуры клеток MSR-1/∆F-SA117-160-IC. Мембран-
ный белок MamF-SA117-160-IC анализировали с
помощью электрофореза (рис. 1б). Очищенные
SA1-116-IN и BMP-SA117-160-IC смешивали в буфе-
ре для сплайсинга и индуцировали перенос эксте-
ина SA1-116 (N-экстеин) на N-конец SA117-160
(C-экстеин), получая таким образом BMP-SA.
Продукты сплайсинга, включая белок MamF-SA,
анализировали с помощью электрофореза. Эф-
фективность реакции составляла примерно 20%
(рис. 1б). Активность BMP-SA оценивали, добав-
ляя разное количество этих частиц к биотинили-
рованной ДНК (1 мкг). По данным электрофоре-
за в агарозном геле (рис. 1в) 10 мкг частиц BMP-SA
связывали как минимум 1 мкг биотинилирован-
ной ДНК (600 п.н.). Не обнаружили связывания

небиотинилированной ДНК (1 мкг, 1200 п.н.),
использованной в качестве контроля, с частица-
ми BMP-SA (рис. 1в).

Уникальной особенностью BMP является воз-
можность экспрессировать на их поверхности
функциональные белки с помощью генетической
инженерии. В ряде исследований получены части-
цы с функциональными белками, такими как бе-
лок А, наноантитела, ферменты. Благодаря боль-
шому количеству активных молекул на поверхно-
сти функционализированных BMP, комплексы
BMP-белок удобны для магнитной сепарации и
иммуномагнитного анализа. При этом сложность
экспрессии белков в магнитотактических бакте-
риях делает невозможной экспрессию некоторых
активных факторов на поверхности BMP. Так,
присутствие эндогенного биотина в магнитотак-
тических бактериях может повлиять на актив-
ность BMP-SA за счет блокирования активных
сайтов стрептавидина. Таким образом, нами описа-
на новая стратегия встраивания определенных пеп-
тидов в мембранный белок BMP с помощью белко-
вого сплайсинга, опосредованного интеином. BMP
представляют собой биогенные магнитные эколо-
гичные наноматериалы. Интеиновый транс-сплай-
синг используется для сплайсинга и лигирования
белков в различных областях, включая сшивку, ме-
чение, очистку и перевод в растворимую форму. На-
ми показано, что предложенный подход удобен для
получения функционализированных частиц BMP.
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INTEIN-MEDIATED PROTEIN TRANS-SPLICING OF THE RECOMBINANT 
STREPTAVIDIN ON MAGNETOSOMES
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When expressing streptavidin recombinant polypeptide on magnetosomes (called bacterial magnetic
nanoparticles, or BMPs), the presence of endogenous bacterial biotin might be detrimental. In the study, the
streptavidin monomer fragment (SA1-116) was fused with the intein N-terminal (termed precursor SA1-116-IN),
and SA1-116-IN was expressed in E. coli (BL21). Meanwhile, the SA117-160 fragment was fused with the C-terminal
intein, and then this chimeric polypeptide was expressed on magnetosomes by fusion with magnetosome mem-
brance protein MamF. In the in vitro protein splicing system, the purified engineered magnetosomes
(BMP-SA117-160-IC) and the SA1-116-IN precursor were mixed. Intein-mediated trans-splicing reaction was in-
duced to produce the functional magnetic beads BMP-SA. Our results indicate that intein-mediated protein
trans-splicing may lead to efficient synthesis of the recombinant streptavidin on the magnetosomes, showing its
promising potential to produce other functional magnetic nanoparticles.

Keywords: magnetosomes, functional magnetic nanoparticles, streptavidin, intein-mediated protein splicing
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РЕЦЕПТОРСВЯЗЫВАЮЩИЙ ДОМЕН БЕЛКА ШИПА SARS-CoV-2
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В связи с пандемией COVID-19 ‒ заболевания, вызванного новым коронавирусом SARS-CoV-2, ‒
чрезвычайно актуальна задача скорейшей разработки профилактической вакцины. Нами cконстру-
ирована плазмида pVAX-RBD, которая несет последовательность, кодирующую рецепторсвязыва-
ющий домен (RBD) белка шипа (S) SARS-CoV-2 в качестве иммуногена и уникальную сигнальную
последовательность 176, способствующую секреции целевого белка во внеклеточное пространство,
для повышения эффективности индукции гуморального иммунного ответа на вирусный антиген.
Для доставки pVAX-RBD в клетки использован конъюгат полиглюкина со спермидином (PGS).
При сравнении иммуногенности “голой” ДНК, pVAX-RBD, и pVAX-RBD в оболочке PGS (pVAX-
RBD‒PGS) показано, что последняя эффективнее индуцирует иммунный ответ у мышей. Так, по
результатам иммуноферментного анализа, у животных в группе pVAX-RBD титр RBD-специфич-
ных антител не превышал 1 : 1000, а в группе pVAX-RBD–PGS составил 1 : 42000. ДНК-конструкт
pVAX-RBD‒PGS эффективно индуцировал и клеточный иммунный ответ. Методом ELISpot пока-
зано, что спленоциты иммунизированных животных эффективно продуцируют интерферон-γ в от-
вет на стимуляцию пулом пептидов из белка S. На основании полученных результатов композицию
pVAX-RBD в оболочке конъюгата полиглюкина со спермидином можно рассматривать в качестве
перспективной ДНК-вакцины против COVID-19.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, ДНК-вакцина, иммунный ответ, мышиная модель
DOI: 10.31857/S0026898421060045

Для создания вакцины против коронавируса-2,
вызывающего тяжелый острый респираторный
синдром (SARS-CoV-2), задействованы все из-
вестные на данный момент платформы: инакти-
вированный вирус [1, 2], рекомбинантные белки
и синтетические пептиды [3‒5], векторные вак-
цины [6, 7], конструкции на основе ДНК [8, 9] и
мРНК [10, 11]. Все эти подходы имеют свои пре-
имущества и недостатки. ДНК-вакцины отличает
быстрота и простота разработки, низкая стои-
мость производства, безопасность в использова-
нии, 1способность индуцировать как гумораль-

ный, так и клеточный иммунитет. Несмотря на
то, что первые поколения ДНК-вакцин не отли-
чались высокой иммунологической эффективно-
стью, дальнейшее развитие этой платформы
продолжалось и было направлено на поиски
средств доставки и адъювантов, способных уси-
лить эффект ДНК-вакцинации. По данным
ВОЗ, на июнь 2021 года 10 ДНК-вакцин против
SARS-CoV-2 находится на стадии клинических и
еще 16 – на стадии доклинических испытаний
(https://www.who.int/publications/m/item/draft-
landscape-of-covid-19-candidate-vaccines).

Сокращения: COVID-19 (coronavirus infectious disease) ‒ коронавирусное инфекционное заболевание; PGS (polyglucin-sper-
midine conjugate) ‒ конъюгат полиглюкин-спермидин; RBD (receptor-binding domain) ‒ рецепторсвязывающий домен белка
шипа; SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus-2) ‒ коронавирус-2 острого респираторного синдрома.
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К основным мишеням конструируемых вак-
цин против SARS-CoV-2 относятся белок шипа
(S) и его рецепторсвязывающий домен (RBD), ко-
торый связывается с ангиотензинконвертирую-
щим ферментом-2 (ACE2) на поверхности клетки-
мишени, тем самым инициируя проникновение
вируса в клетку [12]. Несколько групп, уже имею-
щих в своем арсенале рабочие векторные плазми-
ды, смогли быстро создать вакцинные прототипы и
исследовать их иммуногенность на животных, бук-
вально спустя несколько недель после появления
последовательности гена S-белка SARS-CoV-2 в
открытом доступе [8].

Нами сконструирована кандидатная вакцин-
ная ДНК, кодирующая RBD белка S SARS-CoV-2
(pVAX-RBD). Для повышения синтеза белка-им-
муногена, кодируемого этой плазмидой, мы оп-
тимизировали состав кодонов целевого гена. Для
эффективного транспорта белка из клетки в со-
став pVAX-RBD входит последовательность, ко-
дирующая оригинальную лидерную последова-
тельность 176 ‒ гибрид сигнальных последова-
тельностей двух активно секретируемых белков:
люциферазы и фиброина. Для упаковки и достав-
ки ДНК-вакцины использован поликатионный
конъюгат полиглюкина со спермидином (далее
PGS), который ранее опробован нами при разра-
ботке вакцин против ВИЧ-1 [13, 14], вируса
Эбола [15] и мРНК-вакцины против SARS-CoV-2
[16]. Теперь мы представляем результаты иссле-
дования иммуногенности плазмиды pVAX-RBD в
оболочке PGS как потенциальной ДНК-вакцины
против SARS-CoV-2.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Конструирование иммуногенов. Для конструиро-

вания иммуногенов использовали последователь-
ность гена, кодирующего полноразмерный белок S
SARS-CoV-2 (GenBank Acc. No. MN908947). Для
оптимизации состава кодонов, а также вторичной
структуры РНК для эффективной экспрессии в
клетках млекопитающих использовали програм-
му GeneOptimizer (https://www.thermofisher.com/
ru/en/home/life-science/cloning/gene-synthesis/ge-
neart-gene-synthesis/geneoptimizer.html). Полу-
ченную нуклеотидную последовательность син-
тезировали в ООО “ДНК-синтез” (Россия) и кло-
нировали в составе вектора pGH.

Для амплификации фрагмента, кодирующего
RBD белка S (320V–542N) и сигнальную последо-
вательность 176 (MMRTLILAVLLVYFCATVHC)
на 5'-конце, использовали праймеры: 5'-TA-
ATACGACTCACTATAGGCTAGCCT-3' (пря-
мой) и 5'-AAAAAAGCGGCCGCTCATTAGTT-
GAAGTTCACGCATTTGTTCTTC-3' (обратный), ‒
и матрицу, содержащую указанный фрагмент
(любезно предоставлена лабораторией иммуно-
химии ФБУН ГНЦ ВБ “Вектор” Роспотребнадзо-

ра). Продукт амплификации встраивали в вектор
pVAX (“Thermo Fisher Scientific”, США) по сай-
там NheI и NotI. Структуру полученной кон-
струкции подтверждали секвенированием по ме-
тоду Сэнгера в ЦКП “Геномика” (Россия). Полу-
ченную конструкцию обозначили pVAX-RBD.

Наработка плазмидной ДНК для иммунизации.
Клетки Escherichia coli Stbl3 трансформировали
плазмидами pVAX и pVAX-RBD с помощью хло-
ристого кальция. Наработку плазмидной ДНК
для иммунизации проводили в 2.7 л питательной
среды LB с добавлением канамицина (25 мкг/мл).
Плазмидную ДНК выделяли и очищали с помощью
набора EndoFree Plasmid Giga Kit (“QIAGEN”, Гер-
мания) согласно рекомендациям производителя.
Количество эндотоксинов определяли LAL-тестом
по инструкции производителя, образование геля
определяли визуально (“Charles River”, США).

Трансфекция клеток HEK-293T и CHO-K1
ДНК-конструкциями. Клеточные культуры HEK-
293T и CHO-K1 были получены из Коллекции
культур клеток ФБУН ГНЦ ВБ “Вектор” Роспо-
требнадзора. Трансфекцию клеток HEK-293T и
CHO-K1 проводили с помощью Lipofectamine 3000
(“Invitrogen”, США) согласно инструкции произ-
водителя. Клетки высевали на 24-луночные план-
шеты в количестве 107 клеток на лунку и культи-
вировали в среде DMEM с добавлением 10% фе-
тальной сыворотки крупного рогатого скота (FBS).
В день трансфекции среду заменяли на поддер-
живающую, содержащую 2% FBS. В лунки план-
шета вносили по 2 мкг плазмидной ДНК с Lipo-
fectamine 3000 и помещали планшет в инкубатор с
5% СО2. Через 48 ч после трансфекции клетки
вместе с культуральной средой переносили в про-
бирки и центрифугировали 5 мин при 800 × g, по-
сле чего в осадке и супернатанте оценивали экс-
прессию гена, кодирующего RBD, используя
ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) и
иммуноблотинг.

Оценка экспрессии целевого белка методом им-
муноблотинга. Осадок клеток CHO-K1 ресуспенди-
ровали в PBS и лизировали с помощью ультразвука
на гомогенизаторе Soniprep 150 Plus (“MSE”, Вели-
кобритания). Для разделения белков в лунки
12%-ного полиакриламидного геля вносили 10 мкл
лизата клеток CHO-K1, трансфицированных плаз-
мидами pVAX-RBD или pVAX, или 10 мкл суперна-
танта (среда после культивирования клеток), по-
сле чего проводили электрофорез с последую-
щим переносом белков на нитроцеллюлозную
мембрану, которую затем блокировали BSA, отмы-
вали и инкубировали с гипериммунной мышиной
сывороткой, разведенной в 5000 раз (сыворотка
была получена из крови мышей, иммунизирован-
ных инактивированным вирусом SAR-CoV-2 (не-
опубликованные данные). В качестве вторичных
антител использовали конъюгированные со ще-
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лочной фосфатазой антитела кролика против IgG
мыши (“Sigma”, США), а в качестве субстратов ‒
BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) и
NBT (nitro blue tetrazolium) (“Thermo Fisher Scien-
tific”).

ОТ-ПЦР. Уровень экспрессии мРНК RBD
оценивали методом ОТ-ПЦР. Тотальную РНК вы-
деляли из клеток, трансфицированных pVAX-RBD
или pVAX, с использованием набора для выделе-
ния РНК (ООО “Биолабмикс”, Россия) и транс-
крибировали получившуюся РНК в кДНК с после-
дующим проведением ПЦР с помощью набора для
ОТ-ПЦР (ООО “Биолабмикс”) со специфиче-
скими праймерами к гену, кодирующему RBD:
5'-TAATACGACTCACTATAGGCTAGCCT-3' (пря-
мой) и 5'-AAAAAAGCGGCCGCTCATTAGTT-
GAAGTTCACGCATTTGTTCTTC-3' (обратный).
ОТ-ПЦР проводили в следующих условиях: об-
ратная транскрипция 30 мин при 45°C, начальная
денатурация 5 мин при 95°C, 30 циклов последо-
вательных денатурации (15 с при 95°C), отжига
праймеров (20 с при 58°C) и элонгации (1 мин при
72°C) и терминальная элонгация 5 мин при 72°C.
Продукты реакции анализировали с помощью
электрофореза в 1%-ном агарозном геле.

Получение комплексов ДНК‒PGS. На первом
этапе получали активированный декстран путем
его окисления по гликолям. Для этого 1 моль
декстрана 40000 (“MPBiomedicals™”, США) об-
рабатывали 40 молями периодата натрия в тече-
нии 60 мин, после чего очищали окисленный
продукт от избытка окислителя на колонке с сефа-
дексом G-25 в 50 мМ карбонатном буфере (pH 8.6).
Далее в раствор окисленного декстрана добавля-
ли раствор спермидина (“Sigma”) из расчета 15 мо-
лей на 1 моль декстрана, инкубировали в течение
2 ч и добавляли в смесь боргидрид натрия из рас-
чета 80 молей на 1 моль декстрана. Смесь инкуби-
ровали еще 2 ч и очищали целевой продукт от не-
прореагировавших компонентов гель-фильтра-
цией на сефадексе G-25, уравновешенном PBS.
Для формирования комплексов ДНК смешивали
с PGS в массовом соотношении 1 : 10 [15, 16] и
оценивали выход по изменению электрофоретиче-
ской подвижности ДНК в 1%-ном агарозном геле.

Иммунизация мышей. Работу с животными про-
водили согласно “Правилам проведения работ с
использованием экспериментальных животных”.
Эксперименты были одобрены на заседании биоэ-
тической комиссии ФБУН ГНЦ ВБ “Вектор” Ро-
спотребнадзора, номер протокола ГНЦ ВБ “Век-
тор”/10-09.2020.

В исследовании использовали самок мышей
BALB/c весом 16‒18 г, которых случайным обра-
зом разделили на 4 группы по 6 животных. Каждая
группа была проиммунизирована трижды с двухне-
дельным интервалом одним из следующих препа-
ратов: pVAX-RBD‒PGS (группа pVAX-RBD‒PGS),

pVAX-RBD (группа pVAX-RBD) и плазмидой
pVAX–PGS (плазмида pVAX в оболочке PGS;
группа pVAX‒PGS). Для инъекций использовали
раствор 100 мкг соответствующей ДНК в 200 мкл
физиологического раствора, который вводили жи-
вотным внутримышечно в задние лапы (по 100 мкл
в каждую).

Иммуноферментный анализ сывороток. Уро-
вень индуцированных вакцинными препаратами
антител определяли в сыворотках крови живот-
ных через 6 недель после первой иммунизации.
Сыворотки отделяли от клеточных элементов
центрифугированием (9000 × g, 15 мин) и полу-
ченный супернатант прогревали при 56°C в тече-
ние 30 мин для инактивации системы компле-
мента.

В качестве антигена для иммуноферментного
анализа (ИФА) использовали белок RBD, полу-
ченный в эукариотических продуцентах (клетках
CHO-K1) и очищенный с помощью методов аф-
финной и ионнообменной хроматографии (чи-
стота белка составляла более 98%) (белок любез-
но предоставлен лабораторией иммунохимии
ФБУН ГНЦ ВБ “Вектор” Роспотребнадзора). Бе-
лок RBD (1 мкг/мл в 2 М мочевине) сорбировали
на 96-луночные планшеты (“Greiner Bio-One”,
Германия) при 4°C в течение ночи, планшет про-
мывали в PBS с 0.05% Tween 20 (PBST) и блокиро-
вали 1%-ным раствором казеина в том же буфере
в течение 60 мин при комнатной температуре. За-
тем в лунки добавляли сыворотки в трехкратном
серийном разведении, начиная с 1 : 50, в блокиру-
ющем растворе и инкубировали в течение 60 мин
при комнатной температуре. Планшет промыва-
ли, добавляли конъюгированные с пероксидазой
хрена кроличьи антитела против IgG мыши (“Sig-
ma”) и инкубировали в течение 60 мин при ком-
натной температуре. В лунки планшета, промытого
PBST, вносили субстрат TMB (3,3',5,5'-tetramethyl-
benzidine) (“Amresco”, США). Оптическую плот-
ность измеряли при длине волны 450 нм на микро-
планшетном ридере ChroMate-4300 (“Awareness
Technology Inc.”, США). За титр в ИФА принима-
ли разведение сыворотки, при котором значение
оптической плотности более чем в два раза пре-
вышало таковую для отрицательного контроля (в
лунки вместо сыворотки добавлен блокирующий
буфер).

Оценка вируснейтрализующей активности сыво-
роток. В работе использован штамм nCoV/Victo-
ria/1/2020 SARS-CoV-2 (Государственная коллек-
ция возбудителей вирусных инфекций и риккетси-
озов ФБУН ГНЦ БВ “Вектор” Роспотребнадзора).
Пул вируса был наработан на культуре клеток Vero E6
(Коллекция культур клеток ФБУН ГНЦ БВ “Век-
тор” Роспотребнадзора) с титром 6.5 lgТЦД50/мл
(50%-ная тканевая цитопатическая доза). Рабо-
чая доза вируса составила 100 ТЦД50. Для оценки
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эффективности нейтрализующей активности сы-
вороток готовили их серийные двукратные разве-
дения, начиная с разведения 1 : 10 до 1 : 2560. Для
разведения сывороток использовали среду DMEM
с L-глутамином и антибиотиками (100 ед/мл пе-
нициллин, 100 мкг/мл стрептомицин). Образцы
разведений сыворотки и вируса в рабочей дозе
смешивали в равных объемах, инкубировали 1 ч
при комнатной температуре, вносили в лунки 96-
луночного планшета с монослоем культуры кле-
ток Vero E6 и инкубировали в течение 4 суток при
37°C в атмосфере 5% CO2. Для окрашивания кле-
ток в каждую лунку планшета добавляли 150 мкл
0.2%-ного раствора генцианвиолета (1 г генциан-
виолета в 20 мл 96%-ного этанола, 120 мл 40%-ного
формалина и 350 мл раствора Хенкса). Через
30 мин жидкость из лунок удаляли и промывали
водой. Результаты регистрировали визуально.
Любое специфическое повреждение клеточной
культуры в лунке считалось цитопатическим эф-
фектом вируса. Нейтрализующую активность сы-
вороток иммунизированных животных оценивали
по титру (разведению) сывороток, при котором ре-
гистрировали защиту клеток от цитопатического
действия вируса в 50% лунок. Титр нейтрализую-

щих антител рассчитывали по формуле Рида–
Менча [17].

Оценка Т-клеточного иммунного ответа. Вели-
чину Т-клеточного иммунного ответа определяли
с помощью метода ELISpot с использованием на-
бора Mouse IFN-gamma ELISpot kit (“BD”,
США). Селезенки животных извлекали через две
недели после третьей иммунизации. Спленоциты
получали последовательной гомогенизацией че-
рез фильтры 70 и 40 мкм (“BD Falcon”, США).
После лизиса эритроцитов лизирующим буфером
(“Sigma”) спленоциты дважды отмывали в среде
RPMI и помещали в 1 мл среды RPMI с 2 мМ
L-глутамина и 50 мкг/мл гентамицина. На 96-лу-
ночном планшете из набора были иммобилизо-
ваны антитела против интерферона-γ (IFN-γ)
мыши. После блокировки планшета RPMI спле-
ноциты пассировали в количестве 5 × 105 кле-
ток/лунка и стимулировали смесью пептидов в
концентрации 20 мкг/мл для каждого пептида.
Клетки инкубировали 20 ч при 37°С в атмосфере
5% CO2, затем плашки отмывали, добавляли био-
тинилированные антитела против мышиного
IFN-γ, которые проявляли с помощью конъюгата
стрептавидин-пероксидаза хрена и субстрата AEC
(3-amino-9-ethylcarbazole). Число IFN-γ-продуци-
рующих клеток подсчитывали с помощью ELISpot-
ридера (“Carl Zeiss”, Германия).

Для стимуляции спленоцитов, выделенных из
иммунизированных животных, использовали пул
из 20 пептидов из последовательности S-белка
SARS-CoV-2, рестриктируемых молекулами глав-
ного комплекса гистосовместимости (MHC)
класса I (H-2-Dd, H-2-Kd, H-2-Ld) и класса II
(H2-IAd, H2-IEd) мышей BALB/c (табл. 1). Пеп-
тиды были синтезированы компанией “AtaGenix
Laboratories” (Китай), чистота пептидов состав-
ляла более 80%.

Статистическая обработка. Сравнение полу-
ченных результатов выполнено с использованием
непараметрического метода Манна‒Уитни с по-
мощью программного обеспечения GraphPad-
Prism 6.0. При p < 0.05 различия между двумя
группами считали статистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Дизайн конструкции и проверка ее свойств in vitro

Последовательность, выбранная нами для ра-
боты, соответствует опубликованной в GenBank
для гена S-белка SARS-CoV-2 (MN908947). Для
повышения экспрессии и иммуногенности создан-
ной ДНК-конструкции мы провели оптимизацию
состава кодонов последовательности ДНК, коди-
рующей S-белок SARS-CoV-2, с использованием
программы GeneOptimizer. Оптимизированную
последовательность ДНК, кодирующую S-белок,
синтезировали и клонировали в составе вектор-

Таблица 1. Список пептидов S-белка SARS-CoV-2, ис-
пользованных для стимуляции спленоцитов мышей
BALB/c, при определении Т-клеточного ответа мето-
дом ELISpot

№ п/п Пептиды MHC-рестрикция

1 SGTNGTKRF H-2-Dd
2 YYHKNNKSW H-2-Kd
3 KYNENGTIT H-2-Kd
4 VYAWNRKRI H-2-Kd
5 FERDISTEI H-2-Ld
6 CGPKKSTNL
7 SYQTQTNSP H-2-Kd
8 SKPSKRSFI H-2-Dd
9 KYFKNHTSP H-2-Kd

10 YPDKVFRSSVLHSTQ H2-IEd
11 DPFLGVYYHKNNKSW H2-IEd
12 KNIDGYFKIYSKHTP H2-IEd
13 RFASVYAWNRKRISN H2-IEd, H2-IAd
14 VGGNYNYLYRLFRKS H2-IEd
15 GGNYNYLYRLFRKSN H2-IEd
16 YNYKLPDDFTGCVIA H2-IEd
17 NATRFASVYAWNRKR H2-IEd, H2-IAd
18 SNGTHWFVTQRNFYE H2-IEd
19 YEQYIKWPSGRLVPR H2-IEd
20 KNKCVNFNFNGLTGT H2-IEd
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ной плазмиды pGh. Фрагмент, кодирующий RBD
и сигнальную последовательность 176, клониро-
вали в вектор pVAX по сайтам NheI и NotI (рис. 1)
под немедленный ранний промотор цитомегало-
вируса человека (CMV).

В результате получена ДНК-конструкция
pVAX-RBD, кодирующая RBD с сигнальной по-
следовательностью. Препарат эксперименталь-
ной ДНК-вакцины был наработан и очищен, со-
держание эндотоксинов в конечном препарате не
превышало 4 единиц (ЕЭ) на одну дозу (100 мкг
ДНК), что ниже пороговых значений, установ-
ленных для вакцинных препаратов [18].

Экспрессия последовательности,
кодирующей RBD, в клетках HEK-293T

Экспрессию нуклеотидной последовательно-
сти, кодирующей RBD, в клетках HEK-293T оце-
нивали с помощью ОТ-ПЦР. Для этого клетки
трансфицировали плазмидами pVAX-RBD и pVAX,
выделяли тотальную РНК, а затем получали кДНК с
RBD-кодирующей последовательности с помо-
щью специфических праймеров. На электрофоре-
грамме (рис. 2) видно, что размер амплифициро-
ванного фрагмента, полученного из клеток, транс-
фицированных pVAX-RBD, соответствует размеру
последовательности, кодирующей RBD (750 п.о.).
По наличию мРНК RBD в трансфицированных
клетках HEK-293T судили об эффективности
трансфекции клеток плазмидами.

Экспрессия RBD в трансфицированных
клетках CHO-K1

Экспрессию RBD в клетках CHO-K1 оценивали
методом иммуноблотинга (рис. 3). На дорожках 2 и
5 видны белковые полосы, соответствующие по
молекулярной массе RBD (~35 кДа) и связыва-
ющиеся с антителами мышей, иммунизирован-
ных SARS-CoV-2. Следовательно, в трансфициро-

Рис. 1. Генетическая карта плазмиды pVAX-RBD. Обозначения: ori ‒ точка начала репликации; bGH poly(A) (bovine
growth hormone polyadenylation) – терминальная последовательность, обеспечивающая экспрессию белка в эукарио-
тических клетках; NeoR/KanR – ген устойчивости к неомицину и канамицину.

3500

30
00

500

10
00

1500

2000

2500

pVAX-RBD
3710 п.о.

NotI (1491)

NheI (696)

ori

CMV энхансер

CM

V промотор

bGH poly(A) сигнал

N
eoR/KanR

R
B

D

176

Рис. 2. Электрофоретический анализ продуктов ОТ-
ПЦР в 1%-ном агарозном геле. Дорожки 1 и 2 – продук-
ты, полученные из суммарной РНК клеток HEK-293T,
трансфицированных pVAX-RBD и pVAX соотсветствен-
но; дорожка 3 – продукт, полученный с помощью ПЦР
из плазмиды pVAX-RBD, кодирующей RBD, в качестве
положительного контроля. М – маркер молекулярных
масс ДНК M12 (“СибЭнзим”, Россия).
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ванных клетках присутствует целевой белок (до-
рожка 2), который секретируется клетками в
культуральную среду (дорожка 5). Заметим, что в
лизате полоса с подвижностью несколько выше
25 кДа (дорожка 2) может быть связана с тем, что
продукт не полностью/совсем не гликозилирован
(масса белка без гликозилирования – 27 кДа). В
лизате и культуральной среде клеток CHO-K1,
трансфицированных контрольной плазмидой
pVAX, не обнаружено белков, специфически реа-
гирующих с антителами мышей, иммунизиро-
ванных SARS-CoV-2 (дорожки 3 и 4).

Таким образом, после трансфекции клеточной
линии CHO-K1 конструкцией pVAX-RBD ген,
кодирующий RBD, экспрессируется как на уров-
не РНК, так и на уровне белка.

Получение комплексов ДНК с PGS

Оптимальное соотношение масс компонентов
для формирования комплексов ДНК‒полимер
подбирали на основании результатов анализа сте-
пени комплексообразования, полученных нами
ранее [15]. Соотношение масс ДНК : PGS для об-
разования комплексов составило 1 : 10. Взаимо-
действие ДНК с конъюгатом PGS оценивали по
смещению электрофоретической подвижности в
агарозном геле (рис. 4). Это же соотношение ис-
пользовано для создания комплекса контрольной
плазмиды pVAX с конъюгатом PGS.

pVAX-RBD индуцирует гуморальный
иммунный ответ у мышей

Для оценки иммуногенности вакцинных кон-
струкций pVAX-RBD‒PGS и pVAX-RBD мышей
иммунизировали трижды в дни 0, 14, 28 и через
шесть недель после начала эксперимента у жи-
вотных брали кровь для анализа (рис. 5а). Полу-
ченные сыворотки крови исследовали на наличие
RBD-специфичных антител методом ИФА и в ре-
акции нейтрализации SARS-CoV-2. В качестве
контроля использовали сыворотку мышей, имму-
низированных комплексом pVAX‒PGS.

По результатам ИФА через две недели после
третьей иммунизации средние титры специфиче-
ских антител у животных, иммунизированных
pVAX-RBD‒PGS, были примерно в 40 раз выше
по сравнению с животными, иммунизированны-
ми pVAX-RBD (p < 0.01), и в 10000 раз выше, чем
титры в контрольной группе, которой вводили
pVAX‒PGS (p < 0.01) (рис. 5б).

Вируснейтрализующую активность полученных
сывороток оценивали в реакции нейтрализации
in vitro с живым вирусом SARS-CoV-2. Сыворотки
мышей, иммунизированных pVAX-RBD‒PGS,
нейтрализовали штамм nCoV/Victoria/1/2020
SARS-CoV-2 в разведении 1 : 200, тогда как сыво-
ротки группы, иммунизированной pVAX-RBD, ‒
в разведении 1 : 12 (p < 0.01). Сыворотки кон-
трольных животных не проявили нейтрализую-
щей активности (рис. 5в).

Рис. 3. Анализ экспрессии RBD в клетках CHO-K1,
трансфицированных pVAX-RBD и pVAX. Дорожка 1 ‒
маркер молекулярных масс белков; 2 и 3 – лизат кле-
ток CHO-K1, трансфицированных pVAX-RBD и pVAX
соответственно; 4 и 5 – культуральная среда клеток
CHO-K1, трансфицированных pVAX и pVAX-RBD со-
ответственно.
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Рис. 4. Анализ формирования комплекса pVAX-RBD
с PGS. Представлены результаты электрофореза в
1%-ном агарозном геле, соотношение ДНК : PGS ‒
1 : 10. Дорожка 1 – плазмида pVAX-RBD, 2 – ком-
плекс плазмиды pVAX-RBD с PGS, М – маркер М12
длин ДНК (“СибЭнзим”).
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pVAX-RBD индуцирует клеточный иммунный ответ

Т-клеточный иммунный ответ оценивали по
числу спленоцитов, продуцирующих IFN-γ, ис-
пользуя технологию ELISpot. Спленоциты сти-
мулировали пулом пептидов, входящих в состав
белка S.

Показано, что спленоциты, выделенные из се-
лезенок мышей через две недели после третьей
иммунизации pVAX-RBD в оболочке PGS и без
нее, сильнее отвечали на стимуляцию вирусными
пептидами выбросом IFN-γ, чем контрольная
группа (p < 0.01) (рис. 6). Из этого можно сделать
вывод о развитии у иммунизированных живот-
ных RBD-специфичного Т-клеточного ответа. В
группе животных, иммунизированной pVAX-

RBD‒PGS, содержание Т-лимфоцитов, продуци-
рующих IFN-γ, было несколько выше, чем в группе,
иммунизированной “голой” ДНК ‒ pVAX-RBD, ‒
однако эти различия не были статистически до-
стоверными.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
ДНК-вакцины ‒ одна из платформ, на основе

которой были разработаны и уже дошли до III фа-
зы клинических испытаний кандидатные вакци-
ны против COVID-19. Такие вакцины можно
быстро создать, зная нуклеотидную последова-
тельность вирусного генома. Среди преимуществ
ДНК-вакцин можно перечислить следующие: ан-
тиген экспрессируется в нативной конформации,

Рис. 5. Гуморальный иммунный ответ у мышей на ДНК-конструкции pVAX-RBD‒PGS, pVAX-RBD и pVAX‒PGS. a ‒
Схема иммунизации и забора образцов: вакцинные конструкции вводили мышам трижды с двухнедельным интерва-
лом. Через шесть недель после первой иммунизации у мышей брали кровь и селезенку для анализа. б ‒ Титры RBD-
специфичных антител IgG определяли метом ИФА. На графике представлены обратные значения титров (разведе-
ния). в ‒ Вируснейтрализующую активность сывороток определяли в реакции нейтрализации SARS-CoV-2 (штамм
nCoV/Victoria/1/2020). На графике представлены обратные значения титров. Статистический анализ проводили с ис-
пользованием программного обеспечения GraphPad Prism 6.0. Данные представлены как среднее значение ± стан-
дартное отклонение (SD). Достоверность рассчитывали с использованием непараметрического метода Манна‒Уитни
(n.s. – нет статистической достоверности, *p < 0.01, **p < 0.05).
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активация гуморального и клеточного иммуните-
та, простота изготовления, низкая стоимость, от-
сутствие требований к особым условиям хране-
ния и безопасность.

К основным недостаткам ДНК-вакцин отно-
сится их низкая иммуногенность при внутримы-
шечном введении “голой” плазмидной ДНК [9].
Для повышения эффективности доставки ДНК-
вакцин в антигенпрезентирующие клетки часто
используют катионные полимеры, белки или ли-
пиды, способные компенсировать отрицатель-
ный заряд нуклеиновой кислоты и тем самым об-
легчить ее проникновение через клеточную мем-
брану антигенпрезентирующих клеток; иногда
применяют безыгольные инжекторы и электро-
пораторы [19‒23].

Так, Smith с соавт. [8] иммунизировали мышей
ДНК-конструкцией, кодирующей полноразмер-
ный белок S, с помощью электропоратора. Одно-
кратное введение дозы, составляющей всего
2.5 мкг, индуцировало гуморальный иммунный
ответ (с титром антител 1 : 1 000) и Т-клеточный
ответ (1000 IFN-γ-продуцирующих клеток на
106 спленоцитов). Seo c соавт. [24] также сконструи-
ровали ДНК, кодирующую S-белок и N-концевую

часть тканевого активатора плазминогена в каче-
стве лидерной последовательности. После дву-
кратной иммунизации мышей этой ДНК-кон-
струкцией (50 мкг) с использованием электро-
порации обнаружили формирование сильного
специфического ответа: титры антител состави-
ли 1 : 10000, а число IFN-γ-продуцирующих
Т-лимфоцитов в некоторых случаях достигало 2000
на 106 спленоцитов. Prompetchara c соавт. [25] также
исследовали иммуногенные свойства ДНК-кон-
струкций, кодирующих полноразмерный S-белок
или два домена: S1 и S2. Иммунизацию проводи-
ли трижды с использованием электропоратора,
доза ДНК составляла 100 мкг. В результате трех-
кратного введения каждой из этих конструкций
авторы регистрировали специфические антитела
(титр 1 : 2000) и высокие показатели Т-клеточно-
го ответа, особенно для ДНК-конструкции, коди-
рующей полноразмерный S-белок (3000 IFN-γ-
продуцирующих клеток на 106 спленоцитов). Груп-
па японских исследователей, Nishikawa с соавт.
[26], использовала для подкожного введения мы-
шам кандидатной ДНК-вакцины струйный ин-
жектор Pyro-drive Jet. После трехкратной иммуни-
зации авторы обнаружили формирование высоко-
го уровня специфических антител, титры которых

Рис. 6. Сравнение Т-клеточного ответа у мышей, иммунизированных pVAX-RBD‒PGS, pVAX-RBD или pVAX‒PGS.
Число клеток, продуцирующих IFN-γ, определяли методом ELISpot. Различия между группами, иммунизированны-
ми вакцинными конструкциями и контрольной плазмидой, были статистически значимыми (p < 0.01), а между груп-
пами, иммунизированными pVAX-RBD‒PGS и pVAX-RBD, не были достоверными. Статистический анализ проводи-
ли с использованием программного обеспечения GraphPad Prism 6.0. Данные представлены как среднее значение ±
SD. Достоверность рассчитывали с использованием непараметрического метода Манна‒Уитни.
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составили 1 : 10000, в то время как Т-клеточный
ответ был ниже, чем для вакцинных конструкций,
вводимых с использованием электропоратора (150
IFN-γ-продуцирующих клеток на 106 спленоцитов
vs 1000‒3000 для электропоратора) [26]. Резюмируя
вышесказанное, заметим, что использование элек-
тропорации для введения вакцинных ДНК-кон-
струкций индуцирует у животных развитие как гу-
морального, так и клеточного иммунного ответа
на целевой антиген. К недостаткам электропора-
ции относится болезненность в месте инъекции и
потребность в специализированных приборах,
которые пока не сертифицированы для вакцина-
ции людей.

В настоящее время несколько компаний раз-
рабатывают ДНК-вакцины против COVID-19.
Фирмы “Inovio”, “AnGes” и “Zydus Cadila” присту-
пили к стадии III клинических испытаний своих
вакцин (https://www.who.int/publications/m/item/
draft-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines), еще
восемь находятся на более ранних стадиях клини-
ческих испытаний.

Среди 10 ДНК-вакцин, находящихся на стадии
клинических испытаний, большинство предлага-
ется вводить с помощью специальных устройств и
только в одном случае применяется система до-
ставки с использованием липосом (https://clinical-
trials.gov/ct2/show/NCT04591184). Для этого была
специально разработана платформа Fusogenix,
состоящая из смеси нейтральных липидов и ма-
лых мембранных белков, участвующих в слиянии
мембран. Несмотря на то, что токсичность таких
липосом сильно снижена, они все же не лишены
некоторых серьезных недостатков, связанных как
с природой липосом, так и с технологической
сложностью транспортировки и хранения препа-
ратов, требующие соблюдения условий холодо-
вой цепи [16, 27].

Нами предложен новый способ доставки ДНК-
вакцин, заключающийся в упаковке нуклеиновой
кислоты в поликатионный конъюгат полиглюкина
со спермидином, названный нами PGS. Этот вы-
бор основан на результатах, полученных нами ра-
нее при исследовании PGS как “упаковки” для
доставки в клетки вакцинных конструкций на ос-
нове нуклеиновых кислот [14‒16]. PGS включен
в кандидатную вакцину против ВИЧ-1 ‒ Комби-
ВИЧвак, ‒ которая прошла фазу I клинических
испытаний на безопасность [14]. PGS-содержа-
щий препарат ДНК можно лиофилизовать (что
отличает его от липосомсодержащего препарата)
и хранить при 4°С не менее двух лет без потери
активности. Важно, что компоненты PGS био-
разлагаемы и безопасны для человека; их низкая
стоимость, безопасность и возможность лиофи-
лизации с длительным хранением дают дополни-
тельные технологические преимущества при про-

изводстве и транспортировке вакцинного препа-
рата.

Известно, что ДНК-вакцины, как правило, ин-
дуцируют более эффективно Т-клеточный ответ и
менее эффективно В-клеточный, так как синтез и
процессинг антигена, который кодирует ДНК-вак-
цина, происходит внутри клетки, а внутриклеточ-
ные белки презентируются связанными с молеку-
лами MHC класса I, что приводит к активации
цитотоксических Т-лимфоцитов, активность ко-
торых нацелена на устранение зараженных виру-
сом клеток. Для успешной защиты от SARS-CoV-2
важно, чтобы вакцина индуцировала развитие
как клеточного, так и гуморального ответа [28].
Учитывая это, мы предположили, что введение в
состав иммуногена лидерной последовательно-
сти 176, гибрида сигнальных последовательно-
стей двух активно секретируемых белков, обеспе-
чит эффективную секрецию RBD из клетки и
тем самым приведет к усилению гуморального
звена иммунного ответа на вводимую ДНК-кон-
струкцию.

Способность разработанной нами вакцинной
ДНК-конструкции обеспечивать секрецию целе-
вого белка из эукариотической клетки проанали-
зирована на культуральной жидкости от клеток
CHO-K1, трансфицированных pVAX-RBD (рис. 3).

Для получения комплексов ДНК‒PGS плаз-
миду pVAX-RBD и конъюгат PGS смешивали в
массовом соотношении 1 : 10, контролируя ком-
плексообразование с помощью электрофореза в
1%-ном агарозном геле (рис. 4).

При сравнении иммуногенности “голой”
плазмиды, pVAX-RBD, и pVAX-RBD в оболочке
PGS, pVAX-RBD‒PGS, показано, что последняя
эффективнее индуцирует иммунный ответ у жи-
вотных. По результатам ИФА, в сыворотках жи-
вотных в группе pVAX-RBD титр RBD-специ-
фичных антител составил 1 : 1000, а в группе
pVAX-RBD‒PGS – 1 : 42000 (рис. 5б, в). ДНК-
конструкция pVAX-RBD в оболочке PGS и без
нее эффективно индуцировала у животных и кле-
точный иммунный ответ. По результатам ELISpot
спленоциты иммунизированных животных эф-
фективно продуцировали INF-γ в ответ на стиму-
ляцию пулом пептидов из S-белка SARS-CoV-2
(рис. 6).

Таким образом, композицию pVAX-RBD в
оболочке конъюгата полиглюкина со спермиди-
ном можно рассматривать как перспективную
кандидатную ДНК-вакцину против COVID-19 ‒
ее иммунологические характеристики сравнимы
с таковыми для вакцинных ДНК-конструкций,
испытанных на мышах [8, 24‒26].

Исследование было выполнено при поддерж-
ке Министерства науки и высшего образования
Российской Федерации (соглашение № 075-15-
2019-1665).
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IMMUNOGENICITY OF A DNA VACCINE CODING
A RECEPTOR-BINDING DOMAIN OF THE SARS-CoV-2 S PROTEIN
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The COVID-19 pandemic caused by the SARS-CoV-2 virus has made the development of a preventive vac-
cine extremely relevant. Here, the construction of a candidate DNA vaccine (pVAX-RBD) against SARS-
CoV-2 carrying the receptor-binding domain (RBD) sequence of S protein is described. A unique signal se-



998

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 6  2021

БОРГОЯКОВА и др.

quence was included that promotes protein secretion into the extracellular region to increase the efficiency of
inducing a humoral immune response. A polyglucin-spermidine conjugate (PGS) was used to deliver the
pVAX-RBD. A comparative study of the immunogenicity of naked pVAX-RBD and pVAX-RBD in the PGS
envelope showed that the second more effectively induced an immune response in immunized mice. The ti-
ters of RBD-specific antibodies in ELISA were 1 : 1000 for animals of the pVAX-RBD group, and 1 : 42000
for the pVAX-RBD–PGS group. The pVAX-RBD‒PGS effectively induced a cellular response. Using the
ELISpot method, we showed that splenocytes of immunized animals efficiently produced INF-γ in response
to stimulation by a pool of peptides derived from S protein. The results suggest that the pVAX-RBD compo-
sition in the envelope of the polyglucin-spermidine conjugate can be considered as a promising DNA vaccine
against COVID-19.

Keywords: SARS-CoV-2, DNA vaccine, immune response, mice
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Принципиальное отличие соматических ядер (макронуклеусов) инфузорий от клеточных ядер выс-
ших эукариот состоит в том, что геном макронуклеуса представлен огромным числом (до десятков
и сотен тысяч) минихромосом генного (0.5–25 т.п.н.) или субхромосомного (до 2000 т.п.н.) размера.
Методом электронной микроскопии показано, что на стадии интерфазы хроматин макронуклеусов
обычно имеет вид хроматиновых телец, или тяжей, толщиной 200–300 нм. Однако открытым оста-
ется вопрос о количестве молекул ДНК в индивидуальных хроматиновых тельцах. Нами изучена ор-
ганизация хроматина в макронуклеусах инфузории Didinium nasutum и трех видов Paramecium sp, от-
личающихся по пульс-электрофоретическому кариотипу, а также соответствие организации хрома-
тина соматических ядер модели топологически ассоциированных доменов в ядрах высших
эукариот. С помощью пульс-электрофореза показано, что размеры ДНК макронуклеуса изученных
видов лежат в диапазоне 50–1700 т.п.н., однако основная часть молекул имеет длину менее 500 т.п.н.
Сравнительный количественный анализ данных пульс-электрофореза и электронной микроскопии
показал, что на стадии логарифмического роста культуры хроматиновые тельца P. multimicronuclea-
tum содержат по одной минихромосоме, в то время как тельца в макронуклеусе D. nasutum – две и
более молекул ДНК. Однако при снижении активности макронуклеусов при голодании хроматино-
вые тельца агрегируют, что приводит к увеличению их размера и/или формированию 200–300 нм
фибрилл, состоящих из нескольких хроматиновых телец. Предложена модель формирования таких
структур. Показано, что по топологическим характеристикам хроматиновые тельца в макронукле-
усах инфузорий с субхромосомным размером ДНК соответствуют топологически-ассоциирован-
ным доменам высших эукариот.

Ключевые слова: хроматин, инфузории, макронуклеус, пульс-электрофорез, электронная микро-
скопия, топологически-ассоциированные домены
DOI: 10.31857/S0026898421060082

ВВЕДЕНИЕ
Архитектура клеточного ядра и простран-

ственная организация структур хроматина в ядре
являются важными факторами, определяющими
функционирование клеточного генома [1, 2]. Бо-
лее того, осознание важности пространственной
организации хроматина в ядре для обеспечения
активации-репрессии больших групп генов и ее

связи с возникновением различных заболеваний
привело к появлению нового направления – 3D
геномики [3].

Вопрос о компактизации ДНК в хромосомах и
в структурах интерфазного хроматина изучают на
протяжении многих лет. Ранние биохимические
и электронно-микроскопические исследования
выявили в структуре хроматина петли размером ~

Сокращения: ТАД – топологически-ассоциированный домен, ПЭФ – пульс-электрофорез, TeBP – белок, связывающий
теломеры.
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100 т.п.н. (обзор [4]). Изучены последовательно-
сти ДНК, лежащих в основании таких петель, ко-
торые получили название SAR/MAR (Scaffold/
Matrix Attached Regions), поскольку предполага-
лось, что они связаны с белками скаффолда, или
ядерного матрикса [5–7]. Предложен ряд моделей
компактизации ДНК в метафазных хромосомах,
среди которых можно выделить радиально-пе-
тельную модель, привлекательную простотой ин-
терпретации [8], модель иерархии спиралей [9], а
также модель дискретных уровней организации
хроматина [10, 11]. Последняя модель предполагала
существование нескольких уровней компактиза-
ции хроматина в ядре (нуклеосомы–нуклеосомные
фибриллы–нуклеомеры–20–30 нм фибриллы–
хромомеры–хромонемы–хромосома) и хорошо
согласовывалась с рядом биохимических и элек-
тронно-микроскопических данных [10, 11].

Однако за последние 10–15 лет получены дан-
ные, которые поставили под сомнение существо-
вание ядерного матрикса как интактной структу-
ры в клеточном ядре [12]. Кроме того, методами
криоэлектронной микроскопии не обнаружено
наднуклеосомных уровней организации хромати-
на ни в интерфазных клетках высших эукариот,
ни в метафазных хромосомах [13, 14]. Предпола-
гается, что наднуклеосомные структуры, визуа-
лизированные на электронно-микроскопических
препаратах, являются артефактами фиксации, в
частности, в присутствии ионов двухвалентных
металлов [14]. Развитие молекулярных методов
исследования организации ядра (Hi-C) позволи-
ло получить карты распределения контактов
между разными участками геномной ДНК в ядрах
различных эукариотических клеток, фиксиро-
ванных формальдегидом [15, 16]. Полученные
данные позволили предложить новую концеп-
цию организации хроматина в ядрах высших эу-
кариот, согласно которой нуклеосомные фиб-
риллы хроматина сами формируют простран-
ственную конфигурацию хроматина в ядре за счет
взаимодействия разных участков самой нукле-
осомной фибриллы, энтропийных сил, краудинга
и других слабых взаимодействий [17, 18]. Форми-
руемые при этом топологически-ассоциирован-
ные домены (ТАДы) содержат в основном неак-
тивный хроматин. Согласно этой модели тран-
скрипция происходит либо на развернутых
участках хроматина в интерТАДах, либо на по-
верхности ТАДов. ТАДы обнаружены у млекопи-
тающих, насекомых и птиц, но отсутствуют у бак-
терий [18].

Инфузории – уникальные биологические объ-
екты, которые обладают истинным ядерным дуа-
лизмом. Каждая клетка инфузорий содержит ядра
двух типов: генеративные, транскрипционно-
неактивные микронуклеусы и (обычно одно)
крупное соматическое ядро – макронуклеус,
обеспечивающее функционирование клетки на

протяжении вегетативного цикла. Макронукле-
ус формируется в результате полового процесса.
После слияния двух пронуклеусов в зачатке
макронуклеуса происходят сложные биохими-
ческие процессы, включающие амплификацию
ДНК, рестрикцию, элиминацию части хромати-
на и достраивание теломерных последовательно-
стей на фрагментированных отрезках ДНК. В ре-
зультате геном макронуклеуса представлен боль-
шим (от нескольких сотен до нескольких тысяч)
набором минихромосом (см. обзоры [19–21]).
Всех инфузорий можно грубо подразделить на
две большие группы: виды с “генным” размером
молекул ДНК макронуклеуса (обычно от 0.5 до
25 т.п.н.) и виды с “субхромосомными” молеку-
лами ДНК макронуклеуса, размер которых со-
ставляет от нескольких десятков до нескольких со-
тен т.п.н. [21]. Типичной формой организации хро-
матина в интерфазных макронуклеусах инфузорий
с субхромосомным размером ДНК являются хро-
матиновые тельца размером ~ 0.1–0.2 мкм [20].

Электронно-микроскопические данные, по-
лученные при изучении декомпактизации хрома-
тиновых телец в гипотонических растворах, пока-
зали, что нуклеосомные фибриллы организованы
в них по радиально-петельному принципу [22–
24] и могут рассматриваться как аналоги хромо-
меров в хромосомах высших эукариот [25]. Одна-
ко в настоящее время нет точных данных о том,
сколько молекул ДНК находится в каждом хрома-
тиновом тельце. Цель настоящей работы состояла в
том, чтобы, используя данные пульс-электрофоре-
за и электронной микроскопии, определить, как
организованы молекулы ДНК в хроматиновых
тельцах макронуклеусов с “субхромосомной” орга-
низацией генома, и выяснить, в какой мере орга-
низация хроматина соматических ядер соответ-
ствует модели ТАДов в ядрах высших эукариот.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культуры клеток. Инфузории Paramecium multi-
micronucleatum, P. tetraurelia и P. quadecaurelia полу-
чены из коллекции культур инфузорий RC CCM
Ресурсного Центра “Культивирование микроорга-
низмов” СПбГУ. Инфузорий культивировали по
стандартным методикам [26] на салатной среде,
инокулированной бактериями Klebsiella aerogenes.

Инфузории Didinium nasutum (“Sciento”, Вели-
кобритания) выращивали при комнатной темпе-
ратуре в кипяченой водопроводной воде. В каче-
стве корма использовали P. caudatum, культиви-
руемые отдельно. Чтобы добиться снижения
активности соматического ядра, клетки переса-
живали в среду без корма, препараты готовили
через 36–48 ч после исчезновения остатков пищи
внутри инфузорий.
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Пульс-электрофорез проводили согласно [27,
28]. Для выделения ДНК культуры инфузорий от-
мывали от питательной среды и оставляли голо-
дать до исчезновения содержимого из пищевари-
тельных вакуолей. Клетки (104–105) осаждали
центрифугированием при 500 g в течение 5 мин,
концентрируя в объеме 0.3–0.5 мл. Суспензию
клеток смешивали в соотношении 1 : 1 с нагретой
до 50оС 1.5%-ной агарозой SeaKem (“FMC Corp.”,
США), приготовленной на 0.125 M EDТА, pH 8.0,
и формировали агарозные блоки, как описано в
[28]. Блоки помещали в лизирующий буфер (0.5 M
EDTA, pH 9.5; 10% лаурилсаркозината натрия;
100 мг/мл протеиназы K (“Sigma Chem. Co.”,
США)) и инкубировали в течение 48 ч при 55°C.
Полученные блоки хранили в лизирующем буфе-
ре при 4°C. В качестве маркеров использовали
конкатемеры ДНК фага λ (“New England Bio-
Labs”, США), хромосомы дрожжей Saccharomyces
cerevisiae штамм 15V-P4 [29] и хромосомы S. cere-
visiae (CHEF DNA Size Marker #170-3605; “Bio-
Rad Laboratories”, Германия).

Для проведения ПЭФ использовали прибор
авторской конструкции [27] с углом переориента-
ции двух электрических полей 120°. Гели толщи-
ной 4 мм из 1%-ной SeaKem агарозы (“FMC Corp.”)
готовили на 0.5× TBE-буфере (45 мМ Tрис, 45 мМ
борная кислота, 2 мМ EDТА, рН 8.0). Электрофо-
рез проводили в том же буфере при температуре
14–16°C. Режимы пульсации и длительность пе-
риода каждого времени пульса выбирали в соот-
ветствии с данными [27, 28]. Затем гели окраши-
вали в растворе бромистого этидия (0.5 мкг/мл).
Для количественной обработки использовали
две–пять электрофореграмм, полученных в раз-
ных режимах.

Электронная микроскопия. Интерфазные клет-
ки на стадии логарифмического роста культуры
фиксировали в растворе 2.5%-ного глутаральде-
гида на 0.1 M фосфатном буфере pH 7.3 в течение
1 ч при комнатной температуре, дегидратировали
в серии спиртов возрастающей концентрации и
заключали в смесь эпон-аралдита по стандартной
методике. Срезы толщиной 50–70 нм получали на
ультратоме LKB III (“LKB”, Швеция) и контра-
стировали уранилацетатом и цитратом свинца по
стандартной методике. Препараты просматривали
в электронном микроскопе JEM-100CX (“JEOL”,
Япония), находящемся в ЦКП “Коллекция
UNIQEM” ФИЦ Биотехнологии РАН при ускоря-
ющем напряжении 80 кВ. Калибровку увеличения
проводили с помощью частиц латекса диаметром

109 ± 3 нм (“Serva”, Германия) или дифракцион-
ной решетки 2160 линий/мм. Негативы (увеличе-
ние ×10000) сканировали с конечным разреше-
нием 480 пикселей на 1 мкм среза. Для определе-
ния диаметра телец измеряли площадь S каждого
отдельного тельца с помощью программы ImageJ
(http://rsbweb.nih.gov/ij) и рассчитывали его диа-
метр (Dхт) как Dхт =(4S/π)1/2.

Построение гистограмм распределения молекул
ДНК по длинам. ПЭФ гель фотографировали на
изопанхроматическую пленку “Микрат-300”.
Пленку проявляли в стандартном проявителе
СТ1. Оптическую плотность (OD) измеряли с по-
мощью сканера Epson Perfection Photo 3200, от-
калиброванного с помощью спектрофотометра
Cary 100SCAN (“Varian”, США), в режиме без
программной коррекции (“no ICM mode”).

Характеристическая кривая фотопленки
“Микрат 300” имела типичную для негативных
пленок S-образную форму с ODвуали = 0.15–0.18
(рис. 1). Максимальное значение OD составило
2.8–3.0. Для количественной оцифровки исполь-
зовали микрофотографии не перегруженных ге-
лей с OD = 0.3–2.3, находящейся на линейном
участке характеристической кривой, где зависи-
мость OD от логарифма световой экспозиции (т.е.
количества освещения, лк/с) H описывается
уравнением OD = γlgH + b, где b – постоянная ве-
личина, характеризующая свойства фотопленки
и условия проявления, γ – коэффициент контра-
ста. Экспозиция Н есть сумма Нфон (фоновой экс-
позиции от геля) и HДНК – экспозиции от ДНК.
При этом HДНК = NLα, где L – длина молекул
ДНК (т.п.н.), α – экспозиция от 1 т.п.н. ДНК, N –
количество молекул длиной L. Следовательно,
значение фоновой OD геля вне дорожек равно:

(1)

а на дорожках с ДНК

(2)

Из формул (1) и (2) следует, что N =

=  Отсюда относительное

(нормированное) распределение молекул ДНК
по длинам определяется по формуле

= γ +фон фон lg Н b,OD

= γ + + =
= γ + α +

фон ДНК

фон 

( ) lg Н H
)l Н(g .

OD b
NL b

 
 −
 
 

фон-
фон γН

10 1 .
α

OD OD

L

   
    = − −
       
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max
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где Lmax и ODmax обозначают длину молекул и
OD участка геля, соответствующего молекулам,
присутствующим в ядре в максимальном количе-
стве Nmax.

Размер молекул ДНК, содержащихся в одном
хроматиновом тельце, оценивали, аппроксими-
руя хроматиновые тельца и нуклеосомы сферами
соответствующего размера. Тогда длина ДНК в
одном хроматиновом тельце Lхт будет равна:

или

где Lнукл = 0.2 т.п.н. – размер ДНК в нуклеосоме
[30], диаметр нуклеосомы Dнукл = 10 нм [31], k –
коэффициент упаковки, Dхт (нм) – диаметр хро-
матинового тельца.

Учитывая, что нуклеосомы плотно упакованы
в хроматиновых тельцах [32], использовали коэф-
фициент упаковки k = 0.74 (из хорошо известной
математической задачи “о плотной упаковке
апельсинов в бочке” [33]).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследования проводили на инфузориях D. na-

sutum, P. tetraurelia, P. quadecaurelia, и P. multimicronu-
cleatum. Результаты ПЭФ ДНК исследованных ви-
дов инфузорий приведены на рис. 2, а распреде-
ление OD вдоль дорожек – на рис. 3a, в, д, ж. Как

−

= ⋅ ⋅ =
= ⋅ ⋅ = ×3 4 3

хт нукл хт нукл

нукл хт нукл 1.48 10 хт ,

( )

( )

L k L V V

k L D D D

= 1 3хт 6757 хт ,( )D L

показано ранее на инфузориях Paramecium [27],
распределение блоков, полос и/или участков раз-
личной плотности в спектре отражает частоту и
распределение сайтов фрагментации хромосом
микронуклеуса при формировании нового мак-
ронуклеуса и является характерной особенно-
стью каждого конкретного вида парамеций.

Наиболее широкий спектр молекул ДНК вы-
явлен у P. multimicronucleatum (~50–1700 т.п.н.) –
видны полосы, а также участки с разной величи-
ной OD. В области 1300–1700 т.п.н хорошо выра-
жены два широких пика. У близкородственных
видов P. tetraurelia и P. quadecaurelia диапазоны
размеров фрагментов ДНК и картины распределе-
ния OD были схожими. Основная часть молекул
располагается в диапазоне длин от ~50 до 1100 т.п.н.
На фоне непрерывного спектра заметны отдель-
ные блоки и полосы. Полученные картины ПЭФ
хорошо совпадают с данными, полученными ме-
тодами ПЭФ и секвенирования генома макро-
нуклеуса [27, 28, 34]. Это подтверждает вывод о
стабильности молекулярной композиции генома
макронуклеуса у разных видов инфузорий и воз-
можности использования ПЭФ для получения
характерного электрокариотипа данного вида.

Фрагменты ДНК D. nasutum в гелях ПЭФ об-
разуют непрерывный спектр в диапазоне ~ 50–
1000 т.п.н. ОD вдоль дорожки, начиная с 50 т.п.н.,
постепенно увеличивается и выходит на плато в
диапазоне около 250 т.п.н. После участка с макси-
мальной OD (диапазон длин ДНК 250–400 т.п.н.)
OD быстро уменьшается. В отличие от представ-
ленных выше ПЭФ-кариотипов видов Parame-

Рис. 1. Характеристическая кривая фотопленки “Микрат-300”, проявленной до коэффициента контраста γ = 2. По
оси абсцисс – логарифм освещенности H (лк×с), по оси ординат – оптическая плотность пленки. Ho – произвольно
выбранная для измерений точка начала отсчета освещенности. Коэффициент контраста γ равен тангенсу угла наклона
прямолинейного участка характеристической кривой.
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cium, в которых хорошо различимы отдельные зо-
ны и полосы, в кариотипе D. nasutum отдельные
полосы не различаются, что указывает на отсут-
ствие в его макронуклеусе гиперамплифициро-
ванных молекул ДНК с одинаковой длиной.

Следует отметить, однако, что распределение
OD вдоль дорожек гелей ПЭФ не дает корректно-
го представления о распределении числа молекул
ДНК по длине. Действительно, рассмотрим два
участка одной и той же дорожки геля с одинако-
вой OD, которые соответствуют разным длинам
молекул ДНК L1 и L2 (L1 >L2). Тогда число пар
нуклеотидов в них будет одинаковым, но число
отдельных молекул ДНК будет больше в участке,
соответствующем L2. Поэтому на основании дан-
ных ПЭФ, используя калибровочные кривые
сканера и фотопленки (см. “Эксперименталь-
ную часть”), мы построили нормированные
спектры распределения по длинам молекул ДНК
макронуклеуса (рис. 3б, г, е, з). При анализе учиты-
вали, что молекулы размером более ~1700 т.п.н.
представляют ДНК микронуклеусов [27]. Кроме
того, известно, что у Paramecium молекулы ДНК
длиной ~ 50 и ~ 100 т.п.н. соответствуют мтДНК
[35–37]. В связи с этим пики в области 50 и

100 т.п.н. аппроксимировали распределением
Гаусса и вычитали из общего спектра.

Как видно из рис. 3, распределения молекул
ДНК макронуклеусов по размерам оказались су-
щественно отличными от распределения OD вдоль
дорожек гелей. Спектры распределения молекул
ДНК по длинам несимметричны и смещены в об-
ласть более коротких молекул: во всех исследо-
ванных инфузориях подавляющая часть ДНК
макронуклеуса представлена молекулами разме-
ром менее 500 т.п.н.

Электронные микрофотографии интерфазных
макронуклеусов инфузорий на стадии логариф-
мического роста культуры показаны на рис. 4. На
ультратонких срезах видно, что молекулы ДНК
макронуклеусов упакованы в структуры хромати-
на, имеющие вид более или менее округлых те-
лец. Гистограммы размеров хроматиновых телец
показаны на рис. 5. Средний диаметр составляет
139 ± 26, 143 ± 30, 136 ± 25 и 155 ± 31 нм у P. multi-
micronucleatum, P. tetraurelia, P. quadecaurelia и D. na-
sutum соответственно (n = 1000–1100). Важно отме-
тить, что использованные для электронной микро-
скопии фиксаторы не содержали двухвалентных
катионов. Добавление в фиксаторы 1 мМ MgCl2
не приводило к изменению морфологии и рас-

Рис. 2. Результаты пульс-электрофоретического разделения ДНК Paramecium multimicronucleatum, P. tetraurelia, P. qua-
decaurelia, Didinium nasutum.
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пределения хроматиновых телец по размерам.
Например, у P. multimicronucleatum средний раз-
мер телец, измеренный на препаратах, фиксиро-
ванных без двухвалентных катионов и в присут-
ствии MgCl2, составил 139 ± 26 и 138 ± 28 нм соот-
ветственно. Этот результат хорошо согласуется с
известными данными о плотной упаковке нукле-
осом в хроматиновых тельцах инфузорий [32]. Это
позволяет, зная длину молекулы ДНК макронукле-
уса, определить диаметр хроматинового тельца, в
котором она компактизована. Предполагая, что

каждое хроматиновое тельце содержит одну плот-
ноупакованную молекулу ДНК, по полученным
спектрам длин ДНК в макронуклеусах (рис. 3) мы
построили ожидаемые из данных ПЭФ распреде-
ления хроматиновых телец по размерам и сравни-
ли их с гистограммами размеров телец, опреде-
ленных электронно-микроскопически (рис. 5).

На рис. 5а мы видим хорошее совпадение обо-
их распределений у P. multimicronucleatum, что
указывает на то, что каждое хроматиновое тельце
содержит только одну минихромосому. Напро-

Рис. 3. Обработка результатов пульс-электрофореза ДНК. Распределение величин OD вдоль дорожек гелей (а, в,
д, ж) и нормированное распределение молекул ДНК макронуклеусов (N/Nmax) по размерам (б, г, е, з) P. multimicronu-
cleatum (а, б), P. tetraurelia (в, г), P. quadecaurelia (д, е), D. nasutum (ж, з). По оси абсцисс – размер ДНК в т.п.н.
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тив, сильное расхождение гистограмм на рис. 5г
свидетельствует о том, что большинство телец в
макронуклеусе D. nasutum содержат две или более
минихромосомы. Промежуточная картина на-
блюдается в макронуклеусах P. tetraurelia, P. qua-
decaurelia (рис. 5б, в).

Следует отметить, что при определении разме-
ров мы измеряли одиночные хроматиновые тель-
ца с хорошо различимым контуром и не учитыва-
ли структуры, которые выглядели как агрегаты из
нескольких сближенных телец. Очевидно, что та-
кие труктуры образованы несколькими минихро-
мосомами.

Морфология структур хроматина в макро-
нуклеусах меняется при культивировании инфу-
зорий в условиях голодания, когда активность
макронуклеуса снижается. Эти изменения проис-
ходят в двух направлениях: хроматиновые тельца
несколько увеличиваются в размере, а также агре-
гируют с образованием крупных структур, часто
имеющих вид фибрилл толщиной 200–300 нм. На
рис. 6 представлены микрофотографии хромати-
новых структур в макронуклеусах P. multimicronu-
cleatum и D. nasutum после голодания в течение
48 ч. Средний размер хроматиновых телец P. mul-
timicronucleatum увеличивается с 139 ± 26 нм в
условиях логарифмического роста культуры до
153 ± 31 нм при голодании. Хорошо видно образо-
вание крупных структур, формирующихся из двух
и более хроматиновых телец (рис. 6а). Таких
структур значительно больше, чем в макронукле-
усах тех же инфузорий, но культивируемых в оп-
тимальных условиях. В макронуклеусах D. nasu-
tum появляется большое количество фибрилл
толщиной 200–300 нм, состоящих из двух–пяти
сближенных телец (рис. 6б). При этом транскрип-
ционная активность в таких структурах хромати-
на сохраняется. На рис. 6в, г показаны микрофо-
тографии срезов макронуклеусов D. nasutum при
оптимальных условиях культивирования и в
условиях голодания, контрастированных по ме-
тоду Bernhard [38]. При этом контрастируются
РНП-структуры, а ДНК-содержащие структуры
клетки остаются неокрашенными. Хорошо вид-
но, что РНП-структуры выявляются на поверхно-
сти хроматиновых телец, между ними и на по-
верхности 200–300 нм фибрилл. При этом тран-
скрипция происходит не равномерно по всей
поверхности телец и фибрилл, а в отдельных ло-
кусах (рис. 6в, г).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Данные ПЭФ показывают, что все исследо-

ванные инфузории относятся к видам с “субхромо-
сомным” размером молекул генома макронукле-
уса. Размеры молекул ДНК варьируют от ~50 до
~1000–1100 т.п.н. у P. tetraurelia, P. quadecaurelia и
D. nasutum, до ~ 1700 т.п.н. и более у P. multimicro-

nucleatum, что хорошо согласуется с данными [27].
Однако распределение молекул ДНК по длинам
несимметрично и смещено в область коротких
молекул ~50–500 т.п.н. (рис. 3б, г, е, з). Можно
высказать предположение, что такое распределе-
ние молекул ДНК связано с расщеплением более
длинных фрагментов в процессе приготовления
препаратов для ПЭФ. Однако, во-первых, наблю-
даемые нами паттерны распределения OD в гелях
ПЭФ хорошо согласуются с описанными в ряде
других работ [27, 28]. Во-вторых, показано хорошее
совпадение данных ПЭФ с длинами скаффолдов
ДНК макронуклеуса P. tetraurelia, полученными при
секвенировании [28, 34], что невозможно при не-
специфической деградации макронуклеарной ДНК
в ходе выделения.

В макронуклеусах молекулы ДНК организо-
ваны в хроматиновые тельца, схожие по органи-
зации с хромомерами в хромонемах эукариоти-
ческих хромосом [9, 36–38]. Заметим, что в по-
следние годы появились работы, в которых
утверждают, что структуры более высокого уровня
организации, чем нуклеосомные фибриллы, выяв-

Рис. 4. Электронно-микроскопические срезы макро-
нуклеусов P. multimicronucleatum (а), P. tetraurelia (б),
P. quadecaurelia (в), D. nasutum (г). N – ядрышки. Мас-
штабный отрезок 1 мкм.
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ляются на электронно-микроскопических препа-
ратах вследствие артефактов фиксации, в частно-
сти, в присутствии двухвалентных катионов
[12, 13]. Однако это не так в случае хроматина мак-
ронуклеусов инфузорий. Так, все представлен-
ные в работе микрофотографии получены при

фиксации без двухвалентных катионов, причем
добавление 1 мМ MgCl2 не приводило к измене-
нию размеров телец. Более того, хроматиновые
тельца наблюдали и при фиксации параформаль-
дегидом без двухвалентных катионов и на оптиче-
ском уровне [20].

Рис. 5. Гистограммы размеров хроматиновых телец (сплошные линии), измеренных на ультратонких срезах P. multimi-
cronucleatum (а), P. tetraurelia (б), P. quadecaurelia (в), D. nasutum (г). Точечные линии – ожидаемые распределения раз-
меров хроматиновых телец по данным пульс-электрофореза (рис. 3) при условии, что каждое тельце содержит одну
молекулу ДНК. По оси абсцисс – диаметры телец, нм.
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Рис. 6. Структура хроматина в макронуклеусах P. multimicronucleatum при голодании (а), в макронуклеусах D. nasutum
при голодании (б, г) и в оптимальных условиях культивирования (в). в, г – Дифференциальное контрастирование нуклеи-
новых кислот по Bernhard [38]. При голодании наблюдается укрупнение хроматиновых телец, образование агрегатов из не-
скольких телец (головки стрелок), образование коротких фибрилл (двойные стрелки). Одиночными стрелками показаны
структуры РНП на поверхности телец и фибрилл хроматина. N – ядрышки. Масштабный отрезок – 1 мкм.
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Сравнение размеров хроматиновых телец, из-
меренных на ультратонких срезах, и ожидаемых
размеров, определенных из данных ПЭФ, показы-
вает, что количество молекул ДНК в хроматиновых
тельцах разных видов различается. Так, у P. multimi-
cronucleatum индивидуальные тельца содержат
только одну молекулу ДНК (распределения совпа-
дают, рис. 5а), в то время как большинство телец
в макронуклеусе D. nasutum содержат две мини-
хромосомы или более (рис. 5г), что следует из зна-
чительного расхождения распределений разме-
ров хроматиновых телец, ожидаемых из результа-
тов ПЭФ и измеренных на срезах.

Такое расхождение не может объясняться не-
точным вычислением ожидаемого размера телец
на основе данных ПЭФ. Плотная упаковка нук-
леосом в хроматиновых тельцах подтверждается
как электронно-микроскопическими данными
по негативному контрастированию хроматино-
вых телец [33], так и тем фактом, что размеры те-
лец, измеренные нами на ультратонких срезах, не
изменялись при добавлении в фиксатор 1 мМ
MgCl2. В расчетах мы аппроксимировали нукле-
осомные тельца сферами радиусом 10 нм [30],
объем которых больше суммарного объема гисто-
нового кора нуклеосомы и навитой на него нук-
леосомной ДНК [39], поэтому ясно, что расхож-
дение распределений у D. nasutum не может быть
меньше, чем представленное на рис. 5г, т.е. боль-
шинство телец в макронуклеусе D. nasutum содер-
жат несколько минихромосом.

В соматических ядрах P. tetraurelia и P. quade-
caurelia на стадии логарифмического роста культу-
ры наблюдается промежуточная картина. Основная
часть хроматиновых телец, по-видимому, содержит
одну молекулу ДНК. Однако сравнение распреде-
лений размеров телец, полученных из данных ПЭФ
и электронной микроскопии (рис. 5в, г), показы-
вает наличие несовпадающего “крыла” в левой ча-
сти распределений. То есть некоторая часть телец
содержит две и более молекулы ДНК. Такие тельца
могут образовываться при агрегации двух и более
телец, содержащих по одной молекуле ДНК.

Как структурно организована ДНК в хромати-
новых тельцах? Электронно-микроскопически
показано, что в гипотонических условиях хрома-
тиновые тельца макронуклеусов инфузорий Bur-
saria truncatella, D. nasutum, Paramecium, Spirotricha
декомпактизуются с образованием петель фибрилл
хроматина вокруг электронно-плотного центра
[22–24]. Murti K.G и Prescott D.M. [41, 42] показали,
что концевые участки ДНК макронуклеуса Stylony-
chia lemnae, содержащие длинные теломерные
повторы, при взаимодействии с теломер-связы-
вающими белками (TeBP) образуют между собой
стабильные комплексы. Такие структуры, нахо-
дящиеся в основании петель фибрилл хромати-
на, разрушались при обработке протеиназой К

[40, 41]. В работах сотрудников лаборатории
Lipps H.J. [42] также установлено наличие квад-
руплексов концевых участков ДНК макронукле-
уса в комплексе с TeBP, получены антитела к этим
структурам [43]. На препаратах хроматина B. trun-
catella, распластанного в присутствии 70%-ного
формамида на поверхности гипофазы из дистил-
лированной воды, электронно-микроскопически
визуализированы молекулы ДНК макронуклеуса,
отходящие от “организующих центров” хромати-
новых телец [44]. С учетом того, что размер петель
ДНК в хроматине высших эукариот составляет ~
100 т.п.н. [4], в каждом хроматиновом тельце одна
молекула ДНК образует 1–10 петель.

На рис. 7 представлены два варианта образова-
ния таких петель. В первом случае (рис. 7а) осно-
вания петель закреплены в центральной части хро-
матинового тельца наподобие концевых теломер-
ных фрагментов минихромосом. Такая модель
аналогична модели организации хромомеров в яд-
рах эукариот, предложенной Cook [11], с той раз-
ницей, что в модели Cook петли закреплены в
центральной части хромомеров с помощью РНК-
полимераз и белков – факторов транскрипции,
входящих в состав так называемых транскрипци-
онных фабрик, а в хроматиновых тельцах инфу-
зорий теломерные концы молекул ДНК связаны с
TeBP. Однако в настоящее время нет подтвер-
жденных данных о содержании в центральной ча-
сти молекул ДНК макронуклеусов последова-
тельностей, гомологичных теломерным конце-
вым фрагментам. Кроме того, при такой
организации затруднена транскрипция генов,
расположенных в центральной части телец. Мож-
но предположить (рис. 7б), что петли в хромати-
новых тельцах образуются за счет динамических
взаимодействий различных участков нуклеосом-
ной фибриллы (как в ТАД-модели хроматина). С
помощью компьютерного моделирования пока-
зано, что нуклеосомная фибрилла будет сворачи-
ваться в компактную глобулу, если в результате
модификации гистонов часть нуклеосом (в не-
транскрибируемых участках) будет иметь боль-
шее сродство друг к другу, чем нуклеосомы в
транскрибируемых участках [45]. При этом петли
транскрибируемого хроматина располагались на
поверхности смоделированной глобулы [45].
Кроме того, известно, что петли фибрилл хрома-
тина могут стабилизироваться за счет взаимодей-
ствия энхансеров и промоторов при участии бел-
ка CTCF и когезина [46]. Такая организация дает
возможность динамического выпетливания части
молекулы ДНК для транскрипции на поверхно-
сти ТАДа (рис. 7б, звездочки). Именно такая кар-
тина наблюдается в макронуклеусах инфузорий
при дифференцированном контрастировании
нуклеиновых кислот: РНП выявляются в некото-
рых участках на поверхности хроматиновых телец
(рис. 6в, г).
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ТАДы обнаружены не только в клетках выс-
ших эукариот, но и у дрозофилы, где они имеют
вид дисков в политенных хромосомах [47]. Наши
данные показывают, что по топологическим ха-
рактеристикам хроматиновые тельца в макро-
нуклеусах инфузорий с субхромосомным разме-
ром ДНК также соответствуют ТАДам высших
эукариот. Как и ТАДы, хроматиновые тельца со-
держат по 90–1000 т.п.н. ДНК, организованы по
петельному принципу, центральная часть телец
содержит неактивный хроматин, а транскрипция
происходит по периферии телец, как в случае
транскрипции по периферии ТАДов или в интер-
ТАДах высших эукариот [3]. Представленная на
рис. 7б модель организации хроматина в сомати-
ческих ядрах инфузорий позволяет легко объяс-
нить укрупнение телец и образование фибрилл
толщиной 200–300 нм при снижении активности
макронуклеуса (рис. 6). Если ТеВР и другие бел-
ки, входящие в организующие центры хромати-
новых телец, имеют большее сродство друг к дру-
гу, чем белки нуклеосомных фибрилл хроматина,
то сначала агрегация организующих центров бу-
дет приводить к некоторому укрупнению телец, а
затем, в силу стерических ограничений, дальней-
шая агрегация организующих центров будет про-
исходить только в продольном направлении, что
приводит к формированию 200–300 нм фибрилл,
аналогично модели образования хромонем из
хромомеров [11]. Предложенная модель позволя-
ет также предсказать, что в макронуклеусах видов
с длинными молекулами ДНК должны преобла-
дать структуры в виде одиночных хроматиновых
телец, в то время как у видов с короткими минихро-
мосомами чаще должны встречаться 200–300 нм

фибриллы хроматина. Проверить это предсказа-
ние планируется в ближайших исследованиях.

Работа поддержана Программой фундаменталь-
ных исследований Государственных академий наук
на 2013–2020 годы (тема № 01201363823).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием людей или живот-
ных в качестве объектов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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PACKAGING OF SUBCHROMOSOMAL SIZE DNA MOLECULES
IN CHROMATIN BODIES IN THE MACRONUCLEI OF CILIATES

O. G. Leonova1, A. A. Potekhin2, 3, I. V. Nekrasova2, B. P. Karajan4,
B. V. Syomin5, V. S. Prassolov1, and V. I. Popenko1, *
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A fundamental difference between the somatic nuclei (macronuclei) of ciliates and the cell nuclei of higher
eukaryotes is that the macronuclear genome is represented by a huge number (up to tens and hundreds of
thousands) of “gene-sized” (0.5–25 kb) or “subchromosomal” (up to 2000 kb) minichromosomes. Electron
microscopy data show that at the interphase stage, macronuclear chromatin usually looks like chromatin bod-
ies or fibrils 200–300 nm thick. However, the question of how many DNA molecules are contained in an in-
dividual chromatin body remains open. In this work, we studied the ciliate Didinium nasutum and three spe-
cies of Paramecium sp. The aim of the work was to clarify the organization of chromatin in macronuclei of
ciliates differing in pulse-electrophoretic karyotype, and to what extent it corresponds to the model of topo-
logically associated domains in the nuclei of higher eukaryotes. It was shown by the method of pulsed elec-
trophoresis that the sizes macronuclear DNAs of the studied species are in the range of 50–1700 kb, but the
majority of the molecules are less than 500 kb in length. A comparative quantitative analysis of pulse electro-
phoresis and electron microscopy data showed that at the stage of logarithmic growth of the culture, each
chromatin body of P. multimicronucleatum contains one minichromosome, while the bodies in the macronu-
cleus of D. nasutum contain two or more DNA molecules. However, during starvation when the activity of
macronuclei decreased, chromatin bodies aggregated, which led to an increase in their size and/or the forma-
tion of 200–300 nm fibrils consisting of several chromatin bodies. A model for the formation of such struc-
tures is proposed. The data obtained show that, in terms of topological characteristics, chromatin bodies in
the macronuclei with subchromosomal DNA molecules correspond to topologically associated domains of
higher eukaryotes.

Keywords: chromatin, ciliates, macronucleus, pulse electrophoresis, electron microscopy, topologically as-
sociated domains
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Экспрессия матриксных металлопротеиназ, в частности MT1-MMP, повышена в клетках рака под-
желудочной железы (РПЖ), что ассоциировано с усилением способности опухоли к пролиферации,
инвазии и миграции. MT1-MMP в настоящий момент рассматривается в качестве перспективной
мишени для медикаментозной терапии РПЖ. Однако использование ингибиторов и терапевтиче-
ских антител к MT1-MMP ограничено узкими временными рамками: эффективность их действия
достигает максимума только на ранней бессимптомной стадии заболевания. Эта проблема может
быть решена методом активной иммунизации собственными MMP на стадии обнаружения первич-
ной опухоли. В этом случае терапевтический эффект могут оказывать MMP-специфичные антите-
ла, продукция которых возобновляется при появлении рецидивов. В результате проведенного ис-
следования подобран оптимальный режим активной иммунизации фрагментами MT1-MMP, поз-
воляющий получать высокий титр специфичных антител, блокирующих ферментативную
активность этой ММР в сыворотке крови мышей линии C57BL/6. Полученные антисыворотки сни-
жают миграцию клеток PANC-02 (РПЖ мышей) через коллагеновый матрикс, а также ингибируют
активацию основных индукторов эпителиально-мезенхимального перехода: TGF-β и MMP-2. В
перспективе результаты, полученные в ходе исследования, могут быть использованы при разработ-
ке препаратов для иммунотерапии РПЖ, а предлагаемый подход ‒ для дизайна противоопухолевых
препаратов пролонгированного действия.

Ключевые слова: матриксные металлопротеиназы, MT1-MMP, пептиды, иммунизация, антисыворот-
ки, рак поджелудочной железы, TGF-β, эпителиально-мезенхимальный переход, мыши, PANC-02
DOI: 10.31857/S0026898421060094

Рак поджелудочной железы (РПЖ) относится к
агрессивным злокачественным новообразованиям:
средние время жизни пациентов после постановки
диагноза составляет 4‒6 месяцев, а 5-летняя выжи-
ваемость только 5‒7% [1]. Во многом это связано с
тем, что ранние стадии заболевания протекают бес-
симптомно, что затрудняет своевременную диа-
гностику РПЖ – только у 20% пациентов с впер-
вые диагностированным РПЖ опухоль подлежит
хирургическому лечению [2] ‒ наиболее дей-
ственному способу терапии, так как эффектив-
ность радио- и химиотерапии в отношении этого
типа рака остается крайне низкой. Так, выживае-
мость пациентов, прошедших курс химиотерапии
препаратом нового поколения гемцитабином,
одобренным для лечения прогрессирующего

РПЖ [3], составляет в среднем 6 месяцев [1]. Сле-
дует сказать, что у 85% успешно прооперирован-
ных пациентов в течение 3 лет развиваются реци-
дивы, что снижает выживаемость больных РПЖ
[4]. При проведении адъювантной химиотерапии
(с использованием агента S-1 или гемцитабина)
доля пациентов, у которых наблюдаются рециди-
вы опухоли, снижается, но все равно остается
крайне высокой – около 70% в 3-летней перспек-
тиве [5, 6]. И тут важнейшая задача ‒ диагностика
локальных рецидивов, когда еще возможно их
удаление. К сожалению, методы томографии, ко-
торые используют в этом случае, далеко не всегда
позволяют детектировать опухоль, возникшую в
ранее прооперированной ткани [2].
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Таким образом, в настоящий момент большое
внимание уделяется поиску терапевтических под-
ходов, позволяющих замедлить рост рецидивной
опухоли и локализовать ее, тем самым сохраняя ее
на момент обнаружения в состоянии, поддающем-
ся хирургическому лечению. Например, в качестве
перспективных мишеней рассматриваются мат-
риксные металлопротеиназы (MMP) [7]. Извест-
но, что экспрессия ряда металлопротеиназ
(MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MT1-MMP,
MT2-MMP, MT3-MMP) повышена в клетках
РПЖ [8], а в крови больных РПЖ детектируют
MMP-2, MMP-7 и MMP-9, которые предлагают
использовать в качестве диагностических марке-
ров [9]. Основной эффект MMP в прогрессии опу-
холи обусловловлен протеолизом коллагена ‒
ключевого компонента внеклеточного матрик-
са, ‒ что способствует опухолевой инвазии и
ангиогенезу [10]. Протеолитическая активность
ряда MMP задействована в регуляции активности
факторов, индуцирующих онкогенез. Так, MMP-2
и MT1-MMP активируют TGF-β, который, в
свою очередь, индуцирует эпителиально-мезен-
химальный переход (ЭМП) [11, 12]. Показано, что
MT1-MMP участвует в процессинге TGF-β-свя-
зывающего белка 1 (LTBP-1), тем самым индуци-
руя высвобождение латентного TGF-β и последу-
ющую активацию белков семейства Snail, усили-
вающих инвазию и миграцию раковых клеток
[13]. Именно селективное ингибирование MT1-
MMP, но не MMP-2, ассоциировано с подавле-
нием активности Snail [13]. Еще одна мишень
MT1-MMP ‒ микроРНК let-7, которая отвечает
за деградацию мРНК HMGA2 (High Mobility
Group AT-hook 2) ‒ белка, вовлеченного в орга-
низацию структуры хроматина и контроль экс-
прессии генов. Повышение экспрессии HMGA2,
сопровождающееся усиленным фосфорилирова-
нием ERK1/2, ассоциировано с устойчивостью ра-
ковых клеток к гемцитабину, в то время как инги-
биторы MT1-MMP снижают развитие резистент-
ности [14]. Кроме того, под действием MT1-MMP
идет протеолиз и активация MMP-2 [15]. На ос-
новании вышеизложенного логично предполо-
жить, что MT1-MMP стоит рассматривать в каче-
стве перспективной терапевтической мишени
для лечения РПЖ [16].

В клинических испытаниях MMP-ингибито-
ров широкого спектра, таких как маримастат и
таномастат, как препаратов для лечения РПЖ,
выявлена их эффективность, хотя она была зна-
чительно ниже, чем для селективных ингибито-
ров (в частности специфичных антител DX-2400
и LEM-2/15) [8]. В настоящий момент известно,
что низкая эффективность MMP-ингибиторов
широкого спектра, прежде всего, связана с инги-
бированием MMP-9. Это нежелательная мишень
при терапии РПЖ, так как отсутствие MMP-9 ас-
социировано с повышенным уровнем интерлей-

кина-6 (IL-6) и усилением инвазивного и мета-
статического потенциала клеток опухоли в ре-
зультате активации сигнального каскада STAT-3
[17]. Следует сказать, что многообещающие ре-
зультаты по снижению способности клеток РПЖ
к миграции получены для MT1-MPP-селектив-
ных ингибиторов (IS4, THCP8 и т.д.) и специ-
фичных антител (DX-2400, LEM-2/15 и т.д.) [8].
Важно отметить, что любые ингибиторы MMP эф-
фективны как противоопухолевые агенты только в
узком временном интервале – до того момента, ко-
гда произошло разрастание первичной опухоли
[18]. Это затрудняет использование низкомолеку-
лярных ингибиторов и антител к MMP при тера-
пии и предупреждении локальных рецидивов.
Именно с этим связывают тот факт, что в клини-
ческих испытаниях MMP-ингибиторов и -антител
до сих пор не получено желаемых результатов – на
прогрессирующей стадии онкологического забо-
левания они малоэффективны, хотя перспективы
их использования на ранних стадиях исследуют
[19]. Так, по результатам доклинических испыта-
ний, ингибиторы MMP эффективно подавляют
рост злокачественных опухолей на ранних стади-
ях заболевания [20], а их применение перед хи-
рургическим вмешательством позволяет снизить
вероятность возникновения как локальных реци-
дивов, так и метастазов [21].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Лабораторные животные. В исследовании ис-
пользованы самцы мышей линии C57BL/6 кате-
гории SPF в возрасте 8 недель. Животные были
получены из SPF-вивария лабораторных живот-
ных Института цитологии и генетики СО РАН
(Новосибирск, Россия). Мышей содержали в
стандартных условиях: температура 20–24°С
(дневная разница температуры не более 2°С), от-
носительная влажность воздуха 30–70%, свето-
вой цикл 12/12 с началом дневной фазы в 9:00 по
местному времени, стандартная диета. Все мани-
пуляции с животными проводили между 14:00 и
18:00 по местному времени.

Экспериментальные группы и иммунизация мы-
шей C57BL/6 фрагментами белка MT1-MMP.
Описание антигенов, а также названия экспери-
ментальных групп животных (n = 10 для каждой
группы) представлены ниже:

‒ imMT1: пептид AEPWTVRNEDLNGND, V-B
петля каталитического домена, использованная
для получения антител LEM-2/15, ингибирующих
активность MT1-MMP человека и мыши и не обла-
дающих кросс-реактивностью к другим MMP [22];

‒ imMT2: пептид NEITFCIQNY, фрагмент
MT-петли, используемый для получения антител,
блокирующих ферментативную активность MT1-
MMP [23];
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‒ imMT3: плазмидный вектор pcDNA 3.1, со-
держащий кодирующую последовательность пол-
ного каталитического домена MT1-MMP;

‒ imMT4: плазмидный вектор pcDNA 3.1, со-
держащий кодирующую последовательность пеп-
тида AEPWTVRNEDLNGND;

‒ imMT5: плазмидный вектор pcDNA 3.1, со-
держащий кодирующую последовательность пеп-
тида NEITFCIQNY;

‒ imMT6: плазмидный вектор pcDNA 3.1, со-
держащий кодирующую последовательность фраг-
мента каталитического домена MT1-MMP, часто
используемого в качестве антигена для продукции
антител (аминокислотные остатки 145‒174);

‒ пептидный контроль: инъекция белка KLH
(Keyhole Limpet Hemocyanin, гемоцианин лимфы
улитки) совместно с адъювантом;

‒ плазмидный контроль: инъекция “пустой”
плазмиды pcDNA 3.1.

Пептидные фрагменты (группы imMT1 и
imMT2), синтезированные на контрактной ос-
нове (“Life Tein”, США), конъюгировали со
стандартным белком-носителем KLH (“Sigma-
Aldrich”, США). Иммунизацию животных в
группах imMT1 и imMT2 проводили на 1, 10 и
21 сутки эксперимента, вводя подкожно препа-
рат, одна доза которого содержала 100 мкг ис-
следуемого конъюгата или контрольной суб-
станции и 100 мкл 2%-ного гидроксида алюми-
ния AlumVax (“OZ BIOSCIENCES”, Франция) в
качестве адъюванта.

Сборку плазмид для вакцинации (группы im-
MT3, imMT4, imMT5, imMT6) проводили на базе
вектора pcDNA 3.1 (“Promega”, США), широко
используемого для конструирования противоопу-
холевых ДНК-вакцинах [24]. Проводили амплифи-
кацию необходимых кодирующих последователь-
ностей, используя в качестве матрицы коммерчески
доступную полноразмерную последовательность,
кодирующую MT1-MMP (MG51026-UT, “Sino Bio-
logical”, США), и праймеры, содержащие сайты

рестрикции NheI для прямых праймеров и HindIII
для обратных (табл. 1). Смесь для ПЦР-амплифи-
кации включала 100 нг ДНК-матрицы, 200 мМ
каждого dNTP, однократный буфер Phusion HF
(F-530L; “Thermo Fisher Scientific”, США), 15 пк-
моль каждого праймера, 0.5 ед. активности
ДНК-полимеразы Phusion (F-530L; “Thermo
Fisher Scientific”). Общий объем смеси составлял
20 мкл. Амплификацию проводили в течение 35
циклов с использованием следующих условий:
денатурация ДНК при 98°С в течение 10 с, отжиг
праймеров при 6°С в течение 20 с, элонгация це-
пи ДНК при 72°С в течение 15 с. Полученные ам-
пликоны клонировали в плазмиду pcDNA 3.1 по
сайтам рестрикции NheI и HindIII, для чего про-
дукты амплификации и плазмиды обрабатывали
рестриктазами NheI и HindIII (“Thermo Fisher Sci-
entific”) при 37°С в течение 2 ч в рекомендуемом
производителем буфере Tango, после чего ампли-
коны и плазмиды лигировали с использованием
ДНК-лигазы T4 (“Thermo Fisher Scientific”). Со-
бранные плазмиды очищали, верифицировали и
накапливали в препаративных количествах с ис-
пользованием набора Plasmid Midiprep kit (“Invit-
rogen”, США) по методикам, опубликованным
ранее [25, 26]. Все полученные плазмиды вводили
мышам линии C57BL/6 по следующей схеме:
трехкратная внутримышечная инъекция раство-
ра, содержащего 100 мкг плазмиды (на 1, 10 и 21
сутки эксперимента).

Забор образцов крови. Забор образцов крови
проводили у всех иммунизированных животных
на 21 сутки эксперимента из лицевой вены мето-
дом открытой капли (в объеме 30 мкл), а на
30 сутки – из камер сердца (в объеме 600 мкл),
после чего проводили эвтаназию животных. Все
процедуры проводили под изофлурановым нар-
козом.

Определение титра антител к MT1-MMP в сы-
воротке крови иммунизированных животных. Тит-
ры антител в сыворотке крови оценивали мето-
дом иммуноферментного анализа (ИФА) с ис-

Таблица 1. Последовательности праймеров для амплификации фрагментов ДНК, кодирующих пептидные фраг-
менты MT1-MMP

a Обозначения: fw ‒ прямой праймер; rev ‒ обратный праймер.

Праймерa Последовательность, 5' → 3'

imMT3 fw ATAGCTAGCTACGCCATCCAGGGTCTCAA
imMT3 rev ATAAAGCTTCCCTGACTCACCCCCATAAA
imMT4 fw ATAGCTAGCGCCGAGCCTTGGACTGTC
imMT4 rev ATCAAGCTTGTCATTTCCATTCAGATCCT
imMT5 fw ATAGCTAGCAACGAAATTACCTTTTGCAT
imMT5 rev ATCAAGCTTATAGTTCTGAATGCAAAAGG
imMT6 fw ATAGCTAGCGCGTTTCGCGTGTGGGAAAG
imMT6 rev ATCAAGCTTTATATTCGCGAAGGCCATGAA
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пользованием конъюгированных с пероксидазой
хрена (HRP) антител кролика против IgG мыши
(“ИМТЕК”, Россия) и тетраметилбензидина
(TMB) в качестве субстрата HRP (ЗАО “Имму-
нотех”, Россия). Интенсивность окраски измеря-
ли на планшетном спектрофотометре при длине
волны 450 нм, как описано ранее [27]. Для опреде-
ления титров антител, выработанных на разные
антигены, использовали 96-луночные планшеты,
сенсибилизированные следующими препаратами:

‒ рекомбинантным белком MT1-MMP мыши
(“Creative Biomart”, США);

‒ рекомбинантным белком MT1-MMP чело-
века (“R&D Systems”, США), предназначенным
для контроля перекрестной специфичности мы-
шиных антисывороток с белком человека;

‒ рекомбинантным белком MMP-9 мыши
(“Novus Biologicals”, США), предназначенным
для контроля перекрестной специфичности мыши-
ных антисывороток к “нежелательной” мишени;

‒ бычьим сывороточным альбумином (BSA) для
контроля неспецифичного связывания антител.

Определение ферментативной активности мы-
шиных MT1-MMP и MMP-9. Анализ выполняли
с использованием рекомбинантных мышиных
белков MT1-MMP (“Creative Biomart”) и MMP-9
(“Novus Biologicals”), обладающих ферментатив-
ной активностью, и набора для определения ак-
тивности металлопротеиназ MMP Activity Assay
kit (ab112146; “Abcam”, Великобритания) с фир-
менным пептидным субстратом MMP Green. В
опытные образцы добавляли антисыворотки, со-
бранные на 30 сутки эксперимента, для оценки их
влияния на активность исследуемых металлопро-
теиназ. В качестве контроля использовали несе-
лективный ингибитор металлопротеиназ CP-101537
(“Sigma-Aldrich”). Анализ проводили по прото-
колам производителя.

Линии клеток. Клетки линии РПЖ мыши
PANC-02 приобретены в официальном репозито-
рии (ATCC, США). Клетки культивировали в сре-
де DMEM (“Life Technologies”, США), содержа-
щей 10% эмбриональной телячьей сыворотки
(FBS; “Thermo Fisher Scientific”).

Анализ антисывороток как ингибиторов мигра-
ционной активности клеток PANC-02. Миграцион-
ную активность клеток определяли на культураль-
ных планшетах с 8-микрометровыми вставками
Transwell (“Corning”, США), предварительно обра-
ботанными коллагеном 1 типа (“BD Biosciences”,
США). Скорость миграции клеток PANC-02 через
коллагеновый матрикс в присутствии/ отсутствие
исследуемых сывороток анализировали в течение
40 ч. В качестве положительного контроля ис-
пользовали антитела LEM-2/15 (“Creative Bio-
labs”, США), специфически ингибирующие фер-
ментативную активность MT1-MMP [22]. Под-
счет мигрировавших клеток осуществляли с

использованием колориметрического MTT-те-
ста по методике, описанной ранее [28].

Определение ферментативной активности MMP-2.
Клетки PANC-02 инкубировали с MT1-MMP-
специфичными антисыворотками, которые до-
бавляли непосредственно в кондиционную среду.
В качестве положительного контроля использо-
вали антитела LEM-2/15. Ферментативную ак-
тивности MMP-2 в кондиционной среде опреде-
ляли по отношению к фирменному пептидному
субстрату CS-61 с использованием набора MMP-2
Biotrak Activity Assay (“GE Healthcare”, США) по
протоколу производителя.

Определение содержания активной формы TGF-β
в кондиционной среде. Клетки PANC-02 инкуби-
ровали с MT1-MMP-специфичными антисыво-
ротками, которые вносили в кондиционную сре-
ду. В качестве положительного контроля исполь-
зовали антитела LEM-2/15. Измерение уровней
активной формы TGF-β1 в кондиционной среде
проводили методом ИФА с использованием на-
бора LEGEND MAX™ Free Active TGF-β1 ELISA
kit (“Biolegend”, США) по протоколу производи-
теля. Использованный метод позволяет опреде-
лить содержание активного (свободной формы)
TGF-β1, не детектируя при этом латентную фор-
му TGF-β1 ‒ в виде комплекса с латентно ассоци-
ированным пептидом (LAP).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Иммунизация мышей линии C57BL/6 пептидными 
фрагментами MT1-MMP индуцирует высокие 
титры антител, специфичных к MT1-MMP 

человека и мыши

Мышей линии C57BL/6 иммунизировали пеп-
тидными фрагментами металлопротеиназы MT1-
MMP с целью получения антисывороток, удовле-
творяющих следующим критериям: высокий титр
анти-MT1-MMP-антител; ингибирование фер-
ментативной активности MT1-MMP; отсутствие
кросс-специфичности к MMP-9 как “нежела-
тельной” мишени при терапии РПЖ. Последнее
требование связано с тем, что, как упоминалось
выше, в отсутствие MMP-9 активируется сиг-
нальный каскад STAT-3, вовлеченный в канцеро-
генез опухоли [17]. Именно этот фактор ограни-
чивает использование полноразмерного белка
MT1-MMP в качестве антигена, так как индуци-
руемые им поликлональные антитела могут быть
специфичны и к MMP-9. Для выбора оптималь-
ных условий иммунизации мы проанализировали
два основных типа антигенов: пептидные фраг-
менты MT1-MMP и плазмидные ДНК-вакцины,
кодирующие эти пептидные фрагменты (см. раз-
дел “Экспериментальные группы и иммунизация
мышей C57BL/6 фрагментами белка MT1-MMP”).
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Иммуногенность исследованных образцов
оценивали методом ИФА ‒ по титрам MT1-
MMP-специфичных антител в сыворотках крови
животных (рис. 1).

Из представленных результатов видно, что
наиболее высокие титры антител наблюдаются на
30 сутки при иммунизации агентами imMT1,
imMT3, imMT4 и imMT6. Следует заметить, что
при использовании пептидных антигенов (imMT1
и imMT2) уровень антител к MT1-MMP мыши и
человека повышается на 22 сутки и остается прак-
тически таким же на 30 сутки. В случае ДНК-кон-
струкций (imMT3, imMT4, imMT5 и imMT6)
титр антител на 30 сутки гораздо выше, чем через
22 суток. Более длительное время формирования

специфического ответа при использовании
ДНК-варианта иммуногенов может быть обу-
словлено многостадийностью процессов имму-
ногенеза: для выработки антител необходимо
проникновение плазмиды в мышечные клетки и
затем наработка в них антигена в достаточном
количестве [29].

Следует отметить, что для всех антител выяв-
лена перекрестная специфичность к MT1-MMP
мыши и человека, а сыворотки imMT3 и imMT6
связывались и с MMP-9 ‒ “нежелательным” ан-
тигеном. Широкая кросс-реактивность imMT3 и
imMT6 может быть связана с тем, что в качестве
иммуногена использованы крупные фрагменты
белка MT1-MMP, а это повышает вероятность

Рис. 1. Титры антител к MT1-MMP мыши и человека, а также к MMP-9 мыши в сыворотках крови мышей на 0, 22 и
30 сутки после завершения иммунизации образцами imMT1‒imMT6. Сыворотки анализировали методом ИФА, в ка-
честве антигенов использованы соответствующие белки: MT1-MMP мыши, MT1-MMP человека, MMP-9 мыши, а
также BSA (в качестве отрицательного контроля), ‒ адсорбированные на поверхности 96-луночного планшета. n = 10
для каждой группы. *Р < 0.01 относительно группы “пептидный контроль” для групп imMT1 и imMT2; относительно
группы “плазмидный контроль” для групп imMT3, imMT4, imMT5 и imMT6.
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присутствия в них эпитопов других металлопро-
теиназ.

Полученные антисыворотки ингибируют 
ферментативную активность MT1-MMP

На следующем этапе мы оценили способность
всех полученных антисывороток ингибировать гид-
ролитическую активность мышиных MT1-MMP
(рис. 2а) и MMP-9 (рис. 2б) по отношению к пеп-
тидному субстрату MMP Green.

Из результатов, представленных на рис. 2, вид-
но, что все полученные антисыворотки ингиби-
руют гидролитическую активность MT1-MMP по
отношению к пептидному субстрату MMP Green,
хотя для imMT2 и imMT5 этот эффект выражен
слабее, что коррелирует с низким содержанием
антител в этих сыворотках (рис. 1). Показано, что
сыворотки imMT3 и imMT6 не только связыва-
ются с MMP-9, но и ингибируют активность этой
металлопротеиназы, то есть дают нежелательный
эффект. На основании полученных результатов
дальнейшие исследования мы проводили на сы-
воротках imMT1 и imMT4, полученных на фраг-
мент AEPWTVRNEDLNGND белка MT1-MMP.

MT1-MMP-специфичные антисыворотки 
ингибируют миграцию клеток PANC-02

С целью оценить потенциал выбранных нами
сывороток, imMT1 и imMT4, как ингибиторов
инвазии и метастазировния раковых клеток мы
проанализировали их способность подавлять ми-
грацию клеток линии PANC-02 РПЖ мыши, для
которых характерна повышенная продукция ме-
таллопротеиназ MT1-MMP, MMP-9 и MMP-2
[30]. Результаты анализа скорости миграции кле-
ток PANC-02 через коллагеновый матрикс в тече-
ние 40 ч в присутствии антисывороток imMT1 и
imMT4 или контрольных антител LEM-2/15, спе-
цифично ингибирующих активность MT1-MMP
[22], представлены на рис. 3.

Из представленных результатов видно, что обе
антисыворотки: imMT1 и imMT4 ‒ замедляют
миграцию клеток PANC-02, причем по величине
этот эффект сопоставим с антителами LEM-2/15.
Таким образом, в системе in vitro получены обна-
деживающие результаты относительно действия
сывороток imMT1 и imMT4 на миграционную ак-
тивность раковых клеток. Ответ на вопрос, инги-
бируют ли они инвазивную активность и метаста-
зирование раковых клеток, предстоит дать в даль-
нейших исследованиях – уже в системах in vivo.

Рис. 2. Влияние исследуемых сывороток на фермен-
тативную активность мышиных MT1-MMP и MMP-9
in vitro. Анализ ферментативной активности выпол-
няли с использованием активных форм рекомбинант-
ных мышиных белков MT1-MMP (а) и MMP-9 (б) и на-
бора Activity Assay kit (ab112146; “Abcam”) для определе-
ния активности металлопротеиназ на пептидном
субстрате MMP Green. n = 10 для каждой точки. *Р < 0.01,
#Р < 0.05 (относительно отрицательного контроля).
Обозначения: К ‒ отрицательный контроль (без ин-
гибиторов); Пептид ‒ пептидный контроль; Плазми-
на ‒ плазмидный контроль; CP-101537 ‒ ингибитор
металлопротеиназ.
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MT1-MMP-специфичные антисыворотки значимо 
снижают ферментативную активность MMP-2

и содержание активной формы TGF-β
в кондиционной среде

Нами проанализировано действие сывороток
imMT1 и imMT4 на регуляторные процессы, ко-
торые могут играть значимую роль в прогрессии
РПЖ. В частности известно, что субстратами
протеолитического действия MT1-MMP служат
такие белки, как MMP-2 [15] и TGF-β [11]. При
прогрессии опухоли активация TGF-β индуциру-
ет ЭМП [11], при этом активированная MT1-
MMP-протеолизом металлопротеиназа MMP-2,
как и MT1-MMP, тоже напрямую активирует
TGF-β [15]. С целью исследовать действие анти-
MT1-MMP-сывороток imMT1 и imMT4 как ин-
гибиторов активации TGF-β мы проанализиро-
вали ферментативную активность MT1-MMP в
кондиционной среде клеток PANC-02 с этими и
контрольными мышиными сыворотками. В этом
эксперименте оценивали ферментативную ак-
тивность MMP-2 и содержание активной формы
TGF-β в кондиционной среде (рис. 4).

Обе антисыворотки значимо снижали как ак-
тивность MMP-2 (рис. 4а), так и содержание ак-
тивной формы TGF-β (рис. 4б) в кондиционной
среде, причем эффективность их действия сопо-
ставима с антителами LEM-2/15. Таким образом,
подтверждено действие анти-MT1-MMP-сыво-
роток imMT1 и imMT4 как ингибиторов актива-
ции TGF-β ‒ фактора, играющего ключевую роль
в прогрессии РПЖ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В результате проведенного исследования по-
добран режим иммунизации мышей пептидными
фрагментами MT1-MMP, позволяющий полу-
чать высокий титр специфичных антител в сыво-
ротке. Эти антитела могут замедлять процессы,
играющие ключевую роль в прогрессии и мета-
стазировании РПЖ. Иммуногенность плазмиды,
кодирующей фрагмент AEPWTVRNEDLNGND
белка MT1-MMP (imMT4), сравнима с таковой
для индивидуального пептида (imMT1), что важ-
но в перспективе при разработке лекарственного
препарата. Преимущество ДНК-вакцин состоит в
том, что эта технология позволяет ввести в состав
плазмиды последовательность, кодирующую пол-
норазмерный белок-иммуноген или его фрагмент,
а их корректный фолдинг обеспечивает клеточный
аппарат хозяина [31]. Кроме того, ДНК-вакцины
характеризуются высокой стабильностью, а бак-
териальные последовательности ДНК (с немети-
лированными CpG-участками), присутствующие
в векторе, играют роль адъюванта, активируя ре-
цептор врожденного иммунитета TLR9 [31]. В на-
стоящий момент ряд противоопухолевых препара-

тов, полученных на ДНК-платформе, находится на
стадии клинических испытаний: вакцинация анти-
генами PAP и PSMA при раке простаты, HER2 и
Mam-A при раке молочной железы, CEA при коло-
ректальном раке [29], фрагментами белка p62 при
некоторых сóлидных опухолях [32].

В целом, иммунизация фрагментом белка
MT1-MMP на стадии обнаружения первичной
опухоли представляется хорошей альтернативой
использованию ингибиторов. Эта стратегия на-
правлена на подавление активности MT1-MMP в
первичной опухоли и индукцию гуморального
иммунного ответа (продукцию MT1-MMP-спе-
цифичных антител) в случае рецидива. Это поз-
волит решить проблему узкого временного ин-
тервала, в рамках которого эффективно исполь-
зование ингибиторов MT1-MMP.

Использование аутогенных белков-регулято-
ров в качестве антигенов с помощью предложен-
ного метода иммунизации представляет большой
интерес, так как позволяет в течение длительного
времени изменять активность целевого белка при
минимальном воздействии [33]. Так, в доклини-

Рис. 4. Влияние сывороток imMT1 и imMT4 на фер-
ментативную активность MMP-2 (а) и содержание
активной формы TGF-β (б) в кондиционной среде
клеток PANC-02. *Р < 0.01, #Р < 0.05 (относительно
отрицательного контроля). Обозначения см. в подпи-
си к рис. 2.
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ческих испытаниях выявлена эффективность и
безопасность иммунизации эндогенным TNF как
препарата, подавляющего развитие артрита [34, 35].
Недавно показано, что иммунизация крыс ре-
комбинантной алкогольдегидрогеназой (АДГ)
индуцирует образование АДГ-специфичных ан-
тител, а их уровень коррелирует со снижением
потребления алкоголя животными и нормализа-
цией поведенческих параметров, причем без разви-
тия аутоиммунной патологии [36, 37]. В настоящий
момент в разработке находится ряд препаратов для
иммунотерапии онкологических заболеваний, в ко-
торых в качестве иммуногенов использованы фраг-
менты онкогенов или специфичных раковых ан-
тигенов, таких как CEA, MUC-1, SOX-2, OCT-4,
IL-2 [38].

Таким образом, подходы активной иммуниза-
ции (как с использованием пептидов и белков в
качестве антигенов, так и ДНК-плазмид, кодиру-
ющих эти антигены) в настоящий момент бурно
развиваются и рассматриваются как альтернатива
ингибиторам, особенно когда продолжительность
действия становится одним из параметров, опре-
деляющих эффективность лекарственного препа-
рата.

Необходимо сказать и о вызывающих озабо-
ченность моментах при применении в качестве
иммуногенов собственных антигенов организма ‒
это риск развития аутоиммунной патологии. Это
основной аргумент критиков аутоиммунизации
[39]. Однако в ряде работ постулируется, что под-
ход можно считать достаточно безопасным при
нешироком распространении антигена в орга-
низме в период ремиссии [32, 40]: мягкие режимы
иммунизации приводят к запуску только B-кле-
точного ответа, а при отсутствии презентации ан-
тигена данный тип ответа переходит в неактивное
состояние. В случае MT1-MMP важно отметить
низкую распространенность этой металлопроте-
иназы в организме [41] и крайне низкую доступ-
ность даже для малых молекул. В клинических
испытаниях антиракового препарата BT1718, ток-
сичного для клеток, продуцирующих MT1-MMP,
продемонстрирована его безопасность для здоро-
вых людей [42]. Описанные факты позволяют
предположить наличие в организме MT1-MMP в
количествах, достаточных для презентации и за-
пуска нацеленного на него повторного B-клеточ-
ного ответа, только при наличии опухоли.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (№ 19-74-00096).

При работе с животными соблюдены все меж-
дународные, государственные и институциональ-
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SERUM OF MICE IMMUNIZED WITH MT1-MMP METALLOPROTEINASE 
REDUCES MIGRATION POTENTIAL OF PANCREATIC CANCER CELLS

N. A. Mitkin1, *, A. S. Ustiugova1, A. N. Uvarova1, K. A. Rumyantsev2,
K. V. Korneev1, and V. V. Pavshintsev3

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Moscow Clinical Scientific Center, Moscow, 111123 Russia

3 Institute of Mitoengineering, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119192 Russia
*e-mail: mitkin.n.a@gmail.com

Expression levels of matrix metalloproteinases, in particular MT1-MMP, are elevated in pancreatic cancer
(PC) cells that is associated with increased tumor proliferation, invasion, and migration. MT1-MMP is cur-
rently considered as a promising target for drug therapy of PC, but the use of inhibitors and therapeutic anti-
bodies to MT1-MMP is limited because of their maximal efficiency is observed in a narrow time interval, in
early asymptomatic stages of the disease. This problem could be solved by the method of immunization to
own MMPs at the moment of detection of the primary tumor. Therapeutic effect could be provided by spe-
cific antibodies, re-produced in case of relapses. Here, we selected the optimal mode for immunization of
mice with MT1-MMP fragments that allows us to obtain a high titer of specific antibodies in the blood serum.
The obtained antiserums effectively inhibited MT1-MMP enzymatic activity, migration of PANC-02 PC
cells through the collagen matrix and activation of the main inducers of the epithelial-mesenchymal transi-
tion, TGF-β and MMP-2. Thus, obtained results could be useful in the development of drugs for PC treat-
ment, and the approach we propose could form the basis for design of antitumor drugs with prolonged action.

Keywords: matrix metalloproteinases, MT1-MMP, peptides, immunization, anti-serum, pancreatic cancer,
TGF-β, epithelial-mesenchymal transition, mice, PANC-02
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В НЕЙРОНАЛЬНОЙ КУЛЬТУРЕ СУБЪЕДИНИЦА PHF10 

РЕМОДЕЛИРУЮЩЕГО ХРОМАТИН КОМПЛЕКСА PBAF МЕНЯЕТ СВОЮ 
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Комплекс PBAF, ремоделирующий хроматин, взаимодействует со многими активаторами тран-
скрипции и рекрутируется на таргетные участки хроматина. PBAF играет важную роль в поддержа-
нии и изменении структуры хроматина в клетках нервной системы млекопитающих. Субъединица
комплекса PBAF – транскрипционный фактор PHF10 – необходим для пролиферации нейрональ-
ных предшественников на ранних стадиях развития головного мозга мышей и экспрессии генов в
дифференцированных нейронах. Мы показали, что PHF10 взаимодействует с белковым продуктом
гена раннего ответа c-Fos, транскрипционным активатором c-FOS, который экспрессируется в от-
вет на индукцию долговременной потенциации (ДВП). Индукция ДВП запускает транскрипцию
генов и синтез белков, обеспечивающих изменения, приводящие к установлению долговременных
контактов между нейронами. После индукции ДВП в клетках дифференцированной нейрональной
культуры начинает экспрессироваться c-FOS, который первоначально локализуется в цитоплазме,
а далее перемещается в ядро. PHF10 экспрессируется в нейрональных клетках до индукции ДВП и
имеет ядерную локализацию. Однако через 1 ч после индукции PHF10 детектируется в цитоплазме
вместе с c-FOS, а затем вместе с ним перемещается в ядро. Важно, что такое поведение PHF10 в от-
вет на стимуляцию KCl специфично для нейрональных культур. Предполагается, что в процессе
ДВП PHF10 совместно с c-FOS участвует в активации генов вторичного ответа, регулирующих под-
держание пластических модификаций и гомеостаз синапсов нейронов. Экспорт PHF10 из ядра и его
быстрое возвращение вместе с c-FOS в ядро, возможно, необходимо для быстрой модуляции экс-
прессии таргетных генов вторичного ответа в процессе ДВП.

Ключевые слова: PHF10, PBAF, c-FOS, нейрональные культуры, долговременная потенциация
DOI: 10.31857/S0026898421060033

ВВЕДЕНИЕ
Долговременная потенциация (ДВП) – это

стабильное усиление синаптической передачи
между двумя нейронами, возникающее при повто-
ряющейся передаче сигнала. ДВП лежит в основе
установления нейрональных связей в процессе
дифференцировки головного мозга млекопитаю-
щих, обеспечивает пластичность нейрональных

связей и считается одним из основных механиз-
мов, важных для обучения и памяти. Нарушения
в ДВП активно изучаются в связи с болезнью
Альцгеймера и другими заболеваниями нервной
системы.

Хотя сам эффект ДВП был открыт на нейронах
гиппокампа кролика, в настоящее время понят-
но, что он существует во всех отделах головного

Сокращения: БСА – бычий сывороточный альбумин; ДВП – долговременная потенциация; ДВР – долговременная ре-
прессия; ПААГ – полиакриламидный гель; DAPI – 4′,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (4′,6-диамидино-2-фени-
линдолдигидрохлорид); DMEM – Dulbecco’s Modified Eagle Medium (среда Игла, модифицированная Дюльбекко); FBS –
fetal bovine serum (фетальная сыворотка крупного рогатого скота); HEK293Т – Human Embryonic Kidney 293Т (линия кле-
ток эмбриональной почки человека 293Т); PMA – phorbol 12-myristate 13-acetate форболмиристатацетат, форболовый
эфир); PBS – фосфатно-солевой буфер.

УДК 577.218
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мозга млекопитающих. Молекулярные механиз-
мы, лежащие в основе ДВП, пока недостаточно
изучены. Известно, что ДВП у млекопитающих
стимулируется стрессом, факторами роста, нейро-
трансмиттерами, увеличением концентрации глу-
таминовой кислоты. Эти факторы приводят к росту
концентрации внутрицитоплазматического каль-
ция и активации Cа2+-зависимого киназного кас-
када, который ведет к фосфорилированию тран-
скрипционного фактора CREB [1, 2]. В лаборатор-
ных условиях при работе со срезами мозга или
культурами клеток ДВП и активацию CREB мож-
но вызвать высокочастотной стимуляцией (тета-
низацией) или кратковременным увеличением
концентрации внеклеточного калия [3].

Активация CREB запускает экспрессию мно-
гих генов, в том числе генов раннего ответа c-Fos,
Arc, Egr1 [4] – мощных активаторов транскрип-
ции, которые инициируют вторую волну экс-
прессии генов, включающую эффекторные гены,
регулирующие поддержание пластических моди-
фикаций и гомеостаза синапса [5, 6]. Экспрессия
c-FOS служит маркером активности нейронов,
представляющей ключевой этап изменения фе-
нотипа клетки, лежащего в основе нейропластич-
ности [7].

Изменение экспрессии генов всегда происхо-
дит при участии дополнительных факторов тран-
скрипции, важнейшие из которых – комплексы,
ремоделирующие хроматин. Некоторые субъеди-
ницы ремоделирующего хроматин комплекса
SWI/SNF взаимодействуют с c-FOS [8]. Мульти-
белковый комплекс SWI/SNF (2 МДа) подразде-
ляется на два подсемейства (BAF и PBAF) и со-
стоит из коровых и специфических модульных
субъединиц. Коровые субъединицы выполняют
ремоделирующую функцию, а модульные опреде-
ляют специфичность работы комплекса на генах.
Субъединичный состав комплексов SWI/SNF не-
постоянен и зависит от типа клеток и их функции.
Гетерогенные и высокоспецифичные клетки мозга
млекопитающего содержат большое количество
специфичных субъединиц комплекса SWI/SNF,
входящих в его состав на разных этапах нейро-
дифференцировки. Показано, что коровые субъ-
единицы BRG1, BAF155, BAF170 важны на всех
стадиях нейрогенеза: при эмбриональном и
взрослом нейрогенезе, при созревании нейронов,
при формировании астроцитов, олигодендроци-
тов и Шванновских клеток [9]. Специфические
субъединицы, например, BAF53b необходимы
для формирования долговременной памяти [10],
а Crest/SS18L1 участвует в корректном образова-
нии дендритов [11, 12].

Одна из субъединиц комплекса подсемейства
PBAF, играющая важную роль в нейрогенезе, –
PHF10 (BAF45a). На разных стадиях развития го-
ловного мозга мыши PHF10 экспрессируется в

виде четырех изоформ, которые отличаются N- и
C-концевыми доменами и подвергаются интен-
сивному фосфорилированию [13]. PHF10 необхо-
дим для поддержания пролиферации клеток-
предшественников головного мозга на ранних
стадиях его развития [11]. В составе комплекса
PBAF PHF10 локализуется на промоторах генов
сигнальных путей и способствует привлечению
РНК-полимеразы II на эти промоторы [14, 15].

В рамках изучения молекулярных механизмов
регуляции экспрессии генов при ДВП на культу-
ре клеток коры головного мозга новорожденных
мышей мы установили, что PHF10 взаимодей-
ствует с активатором транскрипции c-FOS, а так-
же изучили динамику экспрессии и локализации
белков c-FOS и PHF10 в стимулируемых KCl ней-
рональных культурах. Показано, что в отсутствие
стимуляции PHF10 экспрессируется и локализу-
ется в ядрах дифференцированной нейрональной
культуры. Экспрессия c-FOS начинается после
стимуляции ДВП с помощью KCl. Через 1 ч после
стимуляции c-FOS и PHF10 локализуются в цито-
плазме клеток, а через 4 ч снова перемещаются в
ядро. Необычное изменение локализации PHF10
специфично для нейрональных культур.

Мы предполагаем, что PHF10 совместно с c-
FOS участвует в активации генов вторичного отве-
та, регулирующих поддержание пластических мо-
дификаций и гомеостаз синапса. Экспорт PHF10
из ядра и его быстрое возвращение вместе с c-FOS
в ядро, возможно, необходимо для быстрой моду-
ляции экспрессии таргетных генов в процессе сти-
муляции ДВП.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Содержание животных. Работа проведена на
первичных культурах мозга новорожденных мы-
шей линии C57BL/6. Основные правила содержа-
ния и ухода за экспериментальными животными
соответствовали нормативам, указанным в При-
казе Минздрава России № 267 от 19.06.2003 “Об
утверждении правил лабораторной практики в
Российской Федерации”. Животных содержали в
условиях вивария при комнатной температуре с
12-часовым циклом свет/темнота, свободным до-
ступом к воде и пище, на стандартной диете в со-
ответствии с нормами содержания лабораторных
животных.

Получение и культивирование первичной диссо-
циированной культуры нервных клеток. Предвари-
тельно дно чашек обработали поли-L-лизином
для лучшей адгезии клеток. Клетки мозга ново-
рожденных мышей диссоциировали, обрабаты-
вая 0.25%-ным трипсином (“Invitrogen”, США) и
распределяли по 300000 клеток в чашку. Жизне-
способность нейронов поддерживали в культу-
ральной нейробазальной среде NeurobasalTM
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(“Invitrogen”) в комплексе с биоактивной добав-
кой 2% В27 (“Invitrogen”), 0.5 мМ глутамином
(“Invitrogen”) и пенициллином-стрептомици-
ном (“Life Technologies”, CША) в инкубаторе
GALAXY 170S (“New Brunswick Scientific”, США)
при постоянных условиях (37°C, 100%-ная влаж-
ность и 5% CO2). Половину объема среды заменя-
ли новой каждые 3 дня [16].

Культивирование клеток линии HEK293T. В ка-
честве негативного контроля использовали ли-
нию клеток эмбриональной почки человека 293Т
(HEK293Т) [17].

Клетки культивировали в среде DMEM (Dul-
becco’s Modified Eagle Medium, “GIBCO”, США),
содержащей 10% сыворотки FBS (“Sigma”, США),
2 мМ добавки GlutaMax-I (“GIBCO”) и пени-
циллин-стрептомицин (“Life Technologies”)
в инкубаторе GALAXY 170S (“New Brunswick Sci-
entific”) при постоянных условиях (37°C, 100%-ная
влажность, 5% CO2).

Для последующего иммуноцитохимического
анализа из чашек Петри с клетками удаляли старую
среду, промывали клетки PBS (1.7 мМ KH2PO4;
5.2 мМ Na2HPO4; 150 мМ NaCl), добавляли 0.05%
трипсина (“Invitrogen”) на 3 мин. Всю среду с
клетками помещали в пробирку. Снова центри-
фугировали в течение 4 мин при 800 об./мин. Су-
пернатант удаляли, осадок ресуспендировали в
чистой ̆ среде и переносили на покровные стекла,
расположенные в чашках Петри.

Клетки HEK293T для проведения иммуно-
преципитации выращивали примерно до 100%
монослоя, затем удаляли питательную среду и
смывали клетки с чашек Петри, промывали PBS
(1.7 мМ KH2PO4; 5.2 мМ Na2HPO4; 150 мМ NaCl).
Полученную суспензию клеток осаждали центри-
фугированием в течение 5 мин при 2500 об./мин.
После удаления супернатанта клетки лизирова-
ли в буфере, содержащем 10 мM HEPES-KOH
(pH 7.9), 5 мM MgCl2, 0.5% NP-40, 0.45 M NaCl,
1 мM ДTT и коктейль ингибиторов протеаз (PIC)
(“Roche”, Швейцария). После получасового ли-
зиса на льду экстракт центрифугировали в тече-
ние 15 мин при 12000 об./мин и температуре 4°С.
Затем супернатант разводили тремя объемами бу-
фера, содержащего 10 мM HEPES-KOH (pH 7.9),
5 мM MgCl2, 1 мM ДTT, PIC и ДНКазу I (“Thermo
Fischer Scientific”, США). Разбавленный экстракт
повторно центрифугировали (12000 об./мин,
15 мин, 4°С).

Трансфекция клеток HEK293T. Для временной
совместной экспрессии рекомбинантных белков
HA-c-FOS и FL-PHF10-Pl/Sl клетки линии
HEK293T рассаживали на 60 мм чашки Петри с
50% монослоя. На следующий день к клеткам до-
бавляли смесь ДНК и полиэтиленимина в среде
Optimem (“Gibco”). На каждую чашку суммарно

брали 9 мкг плазмид: HA-c-FOS-pcDNA (6 мкг) и
одну из Fl-PHF10-Pl-pcDNA (3 мкг) или Fl-PHF10-
Sl-pcDNA (3 мкг), или контрольной Fl-pcDNA-
MCS (3 мкг), 20 мкл (20 мкг) полиэтиленимина
(“Polysciences”, ФРГ) и 450 мкл Optimem. На сле-
дующий день среду меняли на свежую, спустя 48 ч
после трансфекции клетки собирали для последу-
ющей иммунопреципитации. Клетки снимали с
помощью версена (“Панэко”, Россия), осаждали
центрифугированием при 2500 об./мин и лизиро-
вали с помощью FLB-буфера (40 мM Tрис-HCl,
pH 7.8; 100 мM NaCl; 2.5 мM MgCl2; PIC (“Roche”);
PhIC (“Sigma”)) на льду. Затем растирали в гомо-
генизаторе Даунса с пестиком A, центрифугиро-
вали в течение 1 мин, супернатант использовали
как цитоплазматическую фракцию для последу-
ющей иммунопреципитации.

Иммунопреципитация. Иммунопреципитацию
проводили с помощью HA-агарозы (“Sigma”) или
белок A-сефарозы (“Sigma”), предварительно
обогащенной антителами к PHF10 (получены ра-
нее в нашей лаборатории [15]).

К сефарозе, связанной с антителами, добавля-
ли суммарный клеточный лизат (2 × 106 клеток),
инкубировали в течение ночи при 4°С при посто-
янном перемешивании. После этого сефарозу по-
следовательно промывали буфером IP500 (25 мМ
Трис-HCl (pH 7.9), 5 мМ MgCl2, 10% глицерина,
100 мМ NaCl, 0.1% NP-40) и буфером IP100
(25 мМ Трис-HCl (pH 7.9), 5 мМ MgCl2, 10% гли-
церина, 100 мМ NaCl, 0.1% NP-40). Белки, специ-
фически связавшиеся с антителами, элюировали
нагреванием до 99°С в течение 10 мин в 1/10 объ-
ема полного клеточного экстракта SDS-содержа-
щим буфером (50 мМ Трис-HCl (pH 6.8), 10%
глицерина, 4% SDS, 4 мМ EDТА, 0.1 М ДTT, 0.1%
бромфенолового синего). Полученные образцы
анализировали методом электрофореза в ПААГ.

Стимуляция ДВП. В рамках работы получено
138 культур клеток головного мозга новорожден-
ной мыши. Стимуляцию ДВП в нейронах прово-
дили, добавляя в культуральную среду 50 мМ рас-
твора KCl (3 раза в течение 2 мин в CO2 инкубато-
ре), между стимуляциями культуры инкубировали
в течение 5 мин в чистой культуральной среде [18].

Иммуноцитохимия. После стимуляции 50 мМ
раствором KCl каждую культуру перемещали на
лед, чтобы максимально подавить экспрессию ге-
нов и другие процессы жизнедеятельности, сразу
же отмывали от культуральной среды и фиксиро-
вали с помощью 4%-ного параформальдегида в
течение 7–10 мин.

После фиксации клетки отмывали 3 раза по
5 мин в однократном растворе PBS (137 мM NaCl,
2.7 мM KCl, 1.4 мM KH2PO4, 4.3 мM NaH2PO4,
pH 7.4). Для перфорации плазматической мем-
браны использовали 0.03%-ный раствор Triton
Х100 (“Bio-Rad”, США) в буфере PBS (5 мин при
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комнатной температуре). Для клеток линии
HEK293Т использовали 0.3%-ный раствор Triton
Х100.

Неспецифическое связывание перед апплика-
цией антител снижали с помощью инкубации
клеток с 3%-ным раствором БСА (“Sigma”) в PBS
в течение 30 мин.

Клетки одновременно подвергали реакциям
иммуногистохимического окрашивания на белок
c-FOS, а также на клеточные ядра с помощью
ДНК-специфического маркера DAPI (“Sigma”).

Клетки инкубировали в течение 12–13 ч при
температуре 4оС с первичными мышиными анти-
телами к c-FOS (“Invitrogen”) и кроличьими к
PHF10 (получены в нашей лаборатории). Раствор
антител готовили в PBS в объеме 300 мкл с добав-
лением 3% БСА. После инкубации клетки отмыва-
ли раствором PBS (3 раза в течение 3–5 мин). По-
сле этого проводили инкубацию со вторичными
антителами, конъюгированными с флуорохромом:
Alexa Fluor 647 donkey anti-mouse (“Invitrogen”) и
Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit (“Invitrogen”).

После инкубации клетки отмывали раствором
PBS (3 раза в течение 3–5 мин). Затем ядра окра-
шивали DAPI (1 мкг/мл в течение 10 мин) и за-
ключали в водную заливочную среду Fluoromount
(“Sigma”) на предметных стеклах.

Микроскопия. Флуоресцентную микроскопию
образцов выполняли при одной и той же интен-
сивности возбуждающего света и экспозиции на
конфокальном микроскопе Olympus Fluoview 10i.
Сначала создавали обзорную карту препарата для
навигации путем автоматической сшивки полей
зрения объектива × 10. Далее детектировали флу-
оресцентные метки в интересующих полях зре-
ния (объективы ×10 и ×60) с одновременным по-
лучением изображений по методу фазового кон-
траста.

Фотографировали флуоресцентный сигнал
красной метки Alexa Fluor 647 в каждом поле зре-
ния, свидетельствующий об экспрессии белка
PHF10, сигнал зеленой метки Alexa Fluor 568,
свидетельствующий об экспрессии белка c-FOS,
флуоресцентный сигнал голубой метки DAPI,
указывающий на общее количество клеточных
ядер, а также вид культуры в белом свете.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
PHF10 взаимодействует с c-FOS

PHF10 входит в состав ремоделирующего хро-
матин комплекса PBAF и является коактивато-
ром транскрипции, способствуя привлечению
РНК-полимеразы II на таргетные гены [15]. Ранее
показали, что PHF10 экспрессируется в пролифе-
рирующих и дифференцированных нейронах в
виде нескольких изоформ, играющих разную
роль в активации транскрипции [13, 14]. Кроме то-

го, PHF10 влияет на экспрессию генов многих сиг-
нальных путей, регулируемых факторами тран-
скрипции – продуктами генов раннего ответа, в
том числе активатором транскрипции c-FOS [14].

Поэтому изучено взаимодействие эндогенного
PHF10 с активатором транскрипции c-FOS. Экс-
прессию c-FOS в клетках HEK293T индуцирова-
ли путем обработки форболовым эфиром (PMA)
в течение 2 ч. Далее с помощью антител к PHF10
проводили коиммунопреципитацию белков из
экстракта клеток. Осажденные белки разделяли в
SDS-ПААГ с последующим вестерн-блотингом,
мембрану окрашивали антителами к c-FOS и
PHF10.

Полученные данные показывают, что уровень
изоформ PHF10 в клетках не меняется после об-
работки РМА (рис. 1а, верхняя панель, inputs).
Как и ранее в наших работах [13, 15, 19–21],
PHF10 был представлен несколькими полосами,
соответствующими различным изоформам с раз-
ной степенью фосфорилирования. При иммуно-
преципитации практически весь PHF10 осаждал-
ся антителами (рис. 1а, верхняя панель).

Обработка РМА индуцирует экспрессию c-FOS
в клетках HEK293T (рис. 1а, нижняя панель, inputs).
При этом c-FOS соосаждается антителами к
PHF10 (рис. 1а, нижняя панель). Некоторая раз-
мытость полосы, соответствующей c-FOS (рис. 1а),
связана с тем, что подвижность c-FOS в ПААГ
примерно совпадает c подвижностью антител.

Прямое взаимодействие между транскрипци-
онным активатором c-FOS и PHF10 подтвержда-
ли путем совместной экспрессии рекомбинант-
ного белка HA-c-FOS и изоформ Fl-PHF10-Pl
(Fl-Pl) или Fl-PHF10-Sl (Fl-Sl) с последующим
осаждением HA-c-FOS из цитоплазматической
фракции клеток HEK293T на HA-агарозу. Как
показано нами ранее, рекомбинантные изофор-
мы Fl-PHF10i при сверхэкспрессии частично ло-
кализуются в цитоплазме в несвязанном с ком-
плексом PBAF состоянии [20]. После осаждения
на HA-агарозу изоформы Fl-PHF10-Pl/Sl выяви-
ли с помощью вестерн-блотинга во фракциях, в ко-
торых экспрессируется также HA-c-FOS (рис. 1б). В
контрольных фракциях HA-c-FOS и Fl-PHF10-Sl
(Fl-Sl) неспецифический сигнал не наблюдали.

Таким образом, PHF10, субъединица ремоде-
лирующего хроматин комплекса PBAF, взаимо-
действующая с активатором c-FOS и PHF10, мо-
жет участвовать в активации транскрипции c-
FOS-зависимых генов.

При стимуляции ДВП в нейрональных культурах 
PHF10 перемещается из ядра в цитоплазму,

а затем транслоцируется в ядро вместе c с-FOS
На первой стадии ДВП наблюдается первич-

ная однократная стимуляция нейронов и кратко-
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временная экспрессия генов, ответственных за
возникновение синапсов при последующей дол-
говременной стимуляции. c-Fos – это ген раннего
ответа, и белок c-FOS начинает транслироваться
в цитоплазме нейронов в ответ на стимуляцию
ДВП через 30–90 мин [3]. При определенных сти-
мулах c-FOS может локализоваться не только в
ядре, но и в цитоплазме и дендритах нейронов,
например клеток Пуркинье [22]. Ранее мы обна-
руживали и ядерную, и цитоплазматическую ло-
кализацию PHF10 в клетках [15]. Быстрое изме-
нение локализации транскрипционных факто-
ров – транспорт из цитоплазмы в ядро или из
ядра в цитоплазму с возможной последующей де-
градацией или возвращением в ядро, может быть
одним из вариантов регуляции экспрессии генов.

Мы предположили, что взаимодействие c-FOS
и PHF10 может обуславливать их одновременное
перемещение между ядром и цитоплазмой нейро-
на. На культуре клеток головного мозга новорож-
денных мышей изучена динамика экспрессии и
локализации белков c-FOS и PHF10 при стимуля-
ции ДВП с помощью KCl. Первичные нервные
клетки после выделения культивировали в тече-
ние 22 дней до достижения состояния зрелых
нейронов. Далее для индукции ДВП культуру об-
рабатывали 50 мМ KCl и последовательно фикси-

ровали с промежутком 1 ч в течение 6 ч. Иммуно-
окрашивание клеток антителами, специфически
узнающими c-FOS, показало, что c-FOS появля-
ется в нейрональных клетках через 1 ч после сти-
муляции ДВП. Первоначально c-FOS локализу-
ется в цитоплазме, затем постепенно транслоци-
руется в ядро и через 5–6 ч после индукции
становится полностью ядерным (рис. 2).

Интересно, что PHF10 присутствует в ядрах
нейрональных клеток до индукции ДВП. Однако
через 1 ч после индукции локализация PHF10 ме-
няется на цитоплазматическую (рис. 2).

Далее локализация PHF10 и c-FOS совпадает:
через 4 ч PHF10 вместе с c-FOS перемещается об-
ратно в ядро. Полностью PHF10 и c-FOS находи-
лись в ядрах через 5 ч после обработки нейро-
нальной культуры KCl (рис. 2).

Таким образом, c-FOS начинает интенсивно
экспрессироваться в ответ на стимуляцию нейро-
нальных культур KCl и в течение 5 ч транслоциру-
ется из цитоплазмы в ядро. PHF10 после стимуля-
ции KCl быстро (в течение 1 ч) перемещается в
цитоплазму, но затем через 5 ч возвращается вме-
сте с c-FOS в ядро.

Рис. 1. а – Коиммунопреципитация c-FOS из лизата клеток HEK293Т с помощью антител к PHF10. Верхняя панель –
вестерн-блот, окрашенный антителами к PHF10. Нижняя панель – вестерн-блот, окрашенный антителами к c-FOS.
PHF10-IP – осаждение антителами к PHF10, output – истощенный антителами лизат после осаждения. Стрелками по-
казаны формы c-FOS, которые копреципитируются антителами к PHF10. б – Коиммунопреципитация Fl-PHF10-
Pl/Sl (две изоформы PHF10 – Fl-Pl и Fl-Sl) из лизата клеток HEK293T при совместной экспрессии с HA-c-FOS с по-
мощью антител к HA-эпитопу. Верхняя панель – вестерн-блот, окрашенный антителами к Flag-эпитопу. Нижняя па-
нель – вестерн-блот, окрашенный антителами к HA-эпитопу. HA-c-FOS и Fl-PHF10-Sl (Fl-Sl) использованы в каче-
стве контроля неспецифического осаждения на HA-агарозу. HA-IP – осаждение HA-c-FOS-антителами к НА-эпито-
пу. Input – исходный клеточный лизат. Справа указаны молекулярные массы (55 и 70 кДа) маркерных белков.
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Изменение локализации PHF10 при стимуляции KCl 
специфично для нейрональной культуры

Явление ДВП, наблюдаемое в первичных дис-
социированных нейрональных культурах в ответ
на стимуляцию KCl, специфично для зрелых ней-
ронов. Мы выявили изменение локализации тран-
скрипционного коактиватора PHF10 в этих культу-
рах и проверили специфичность этого свойства для
нейронов. В качестве контроля использовали куль-
туру клеток HEK293T, в которой PHF10 экспресси-
руется на высоком уровне.

Клетки HEK293T высаживали на стекла, обра-
батывали KCl и фиксировали с такими же вре-
менными промежутками (в течение 6 ч с интерва-
лом 1 ч). Мы выполнили окрашивание PHF10 ан-
тителами и выявили постоянную интенсивную
локализацию PHF10 в ядре в каждой временной
точке после обработки KCl (рис. 3). Ядерная ло-
кализация PHF10 не изменялась в ответ на стиму-
ляцию клеток HEK293T с помощью KCl.

Таким образом, изменения локализации PHF10
специфичны для нейрональных культур. Быстрая
транслокация PHF10 из ядра в цитоплазму и после-
дующая колокализация с c-FOS может быть связа-
на с особенностями регуляции экспрессии генов
в ответ на стимуляцию ДВП.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Транскрипционный фактор c-FOS является
сильным активатором транскрипции. В частно-

сти, c-FOS активирует гены пролиферации, ней-
ропластичности и гены ответа на стресс. В про-
цессах активации генов важную роль играют
также коактиваторные комплексы – ремоделеры
хроматина. В частности, ремоделирующий хро-
матин комплекс PBAF важен для пролиферации
и дифференцировки нейрональных клеток го-
ловного мозга млекопитающих [13–15]. Мы по-
казали, что c-FOS взаимодействует с одной из
специфических субъединиц комплекса PBAF –
PHF10, которая отвечает за связывание комплекса
с хроматином на регуляторных областях гена и за
привлечение на промотор РНК-полимеразы II [15].

Транскрипция гена FOS характерна для недав-
но активированных нейронов и необходима для
ДВП – усиления синаптической передачи сигна-
ла между нейронами, сохраняющейся на протя-
жении длительного времени [23]. На срезах коры
головного мозга крысы показано, что максималь-
ная экспрессия c-FOS наблюдается через 1.5 ч по-
сле стимуляции [24]. А на срезах гиппокампа мы-
ши установлено, что экспрессия c-FOS макси-
мальна через 2 ч после стимуляции нейронов [25].
В наших экспериментах, выполненных на пер-
вичной нейрональной культуре, максимальный
уровень экспрессии c-FOS наблюдали через 3 ч, а
максимальную концентрацию c-FOS в ядре – че-
рез 5–6 ч. Возможно, это связано с недостаточной
дифференцировкой первичной культуры нейро-
нальных клеток, культивированных на чашках.

Также мы изучили изменение локализации
PHF10. Белок PHF10, самый нестабильный из

Рис. 2. Иммуноцитохимический анализ экспрессии и локализации транскрипционных активаторов PHF10 и c-FOS в
первичных диссоциированных нейрональных культурах в ответ на стимуляцию 50 мМ KCl. Белыми стрелками обо-
значены ядра (иммунофлуоресцентное окрашивание антителами к PHF10). Белая шкала в секторе DAPI, 0 ч обозна-
чает масштаб, равный 20 мкМ. PHF10 + DAPI – наложение двух каналов – PHF10 и DAPI.
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всех субъединиц PBAF, сильно фосфорилирован
и частично локализуется в цитоплазме клеток
[20]. Обычно белки, обладающие этими свойства-
ми, интенсивно регулируются в ответ на внешние
стимулы и сами действуют как активаторы раз-
личных транскрипционных процессов. Быстрая
транслокация транскрипционного фактора из яд-
ра в цитоплазму – еще один способ регуляции
транскрипции. Например, FOXO1 в ответ на сти-
муляцию IGF-1 фосфорилируется киназой Akt1 и
экспортируется из ядра. При этом активируются
многие гены фазы G1/S клеточного цикла [26].
Еще один пример – онкосупрессор Rb, который
при обработке миофибрилл скелетных мышц че-
ловека TNF-α фосфорилируется киназой CDK4
и также уходит из ядра, что приводит к снятию ре-
прессии генов, отвечающих за пролиферацию кле-
ток [27].

В ответ на обработку клеток KCl РHF10 быстро
перемещается из ядра в цитоплазму, что может
приводить к ингибированию ряда генов, активно
транскрибирующихся и ремоделирующихся ком-
плексом PBAF. Однако затем вместе с c-FOS, ак-
тиватором PHF10, возвращается в ядро, что ведет
к активации паттернов других генов, ответствен-
ных за синаптогенез и формирование пластично-
сти нервной ткани. Возможно также, что c-FOS,
взаимодействует с PHF10 в цитоплазме, и PHF10
способствует его транслокации в ядро на таргет-
ные сайты хроматина для последующей актива-
ции специфических генов (рис. 4).

Таким образом, изменение локализации PHF10
и его колокализация с активатором c-FOS может
регулировать изменение паттернов экспрессиру-
ющихся генов в ответ на стимуляцию ДВП.

Рис. 3. Иммуноцитохимический анализ экспрессии и локализации PHF10 в клетках HEK293T в ответ на стимуляцию
50 мM KCl. Белыми стрелочками обозначены ядра (иммунофлуоресцентное окрашивание антителами к PHF10). Бе-
лая шкала в секторе DAPI 0 ч обозначает масштаб, равный 20 мкМ. PHF10 + DAPI –наложение двух каналов – PHF10
и DAPI.

PHF10

PHF10 + DAPI
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Рис. 4. Схема экспрессии и транслокации c-FOS и PHF10 в нейрональных клетках в ответ на стимуляцию ДВП с по-
мощью KCl. До стимуляции PHF10 в составе комплекса PBAF находится в ядре, отвечая за транскрипцию некоторого
набора генов (0ч-KCl). Через 1 ч после стимуляции в цитоплазме начинает экспрессироваться c-FOS, а PHF10 транс-
лоцируется из ядра в цитоплазму. Предполагается, что экспрессия таргетных генов прекращается. PHF10 взаимодей-
ствует с c-FOS (1ч-KCl. Через 5 ч после стимуляции c-FOS и PHF10 локализуются в ядре, стимулируя транскрипцию
других генов – генов вторичного ответа, активируемых c-FOS (5ч-KCl). 0ч-KCl, 1ч-KCl, 5ч-KCl – время с момента об-
работки KCl нейрональных клеток – до обработки, 1 и 5 ч соответственно.
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PHF10, A SUBUNIT OF THE PBAF CHROMATIN REMODELING COMPLEX, 
CHANGES ITS LOCALIZATION AND INTERACTS WITH c-FOS DURING

THE INITIATION OF LONG-TERM POTENTIATION
IN THE NEURONAL CULTURE

A. M. Azieva1, 2, *, A. A. Sheynov1, D. A. Kirillova2, E. V. Tatarskiy1,
S. G. Georgieva1, 3, and N. V. Soshnikova1

1 Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
2 National Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, 123182 Russia

3 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: so2615nat@gmail.com

The chromatin-remodeling complex PBAF interacts with many transcriptional activators and is recruited to
the target chromatin regions. PBAF plays an important role in maintaining and modifying chromatin struc-
ture in mammalian cells. Transcription factor PHF10, a subunit of the PBAF complex, is required for the pro-
liferation of neuronal progenitors during early stages of mouse brain development and gene expression in dif-
ferentiated neurons. We have shown that PHF10 interacts with the protein c-FOS, a protein of the early re-
sponse gene c-fos. The c-FOS is transcriptional activator, which is expressed in response to induction of long-
term potentiation (LTP). LTP induction triggers the transcription of genes with following proteins synthesis
that provide neuronal changes leading to long-term contacts between neurons. We have shown that after LTP
induction, c-FOS is initially localized in the cytoplasm and then moves to the nucleus in cells of a differenti-
ated neuronal culture. Before LTP induction PHF10 is expressed in nucleus of neuronal cells. However, 1 h
after induction, PHF10 is detected in the cytoplasm together with c-FOS, and then both of them move into
the nucleus. Importantly, this behavior of PHF10 in response to KCl stimulation is specific for neuronal cul-
tures. It is assumed that during LTP, PHF10, together with c-FOS, participates in the activation of secondary
response genes that regulate the maintenance of plastic modifications and homeostasis of neuronal synapses.
The export of PHF10 from the nucleus and its rapid return together with c-FOS to the nucleus are possibly
necessary for the rapid modulation of the expression of targeted secondary response genes during LTP.

Keywords: PHF10, PBAF, c-FOS, neuronal cultures, long-term potentiation
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Создание подходов прогностического расчета гибридизационных свойств нуклеиновых кислот
(НК), а также различных классов их производных считается фундаментом для рационального ди-
зайна конструкций на их основе. Современные достижения в области методов компьютерного мо-
делирования свидетельствуют о возможности таких вычислений. В работе впервые проанализиро-
вана возможность расчета энергии формирования ДНК/РНК- и РНК/РНК-дуплексов на примере
представительных наборов комплексов (65 и 75 комплексов соответственно). Мы использовали ме-
тод классической молекулярной динамики (МД), методы MMPBSA или MMGBSA для расчета эн-
тальпийной (ΔH°) составляющей и квазигармоническое приближение (Q-Harm) или метод анализа
нормальных мод колебаний (NMA) для расчета энтропийной (ΔS°) составляющей энергии Гиббса
( ) образования НК-комплексов. Показано, что, используя метод MMGBSA при анализе МД-
траектории только НК-дуплекса с учетом эмпирической линейной аппроксимации, можно рассчи-
тывать энтальпию формирования ДНК, РНК и гибридных комплексов различной длины и GC-со-
става с точностью 8.6%. В рамках каждого типа комплексов комбинация достаточно производитель-
ных методов MMGBSA и Q-Harm, в применении к траектории только бимолекулярного комплекса,
позволяет рассчитать величину  образования дуплекса с достоверностью 10%. Высокая точ-
ность прогностического расчета для разных типов природных комплексов (ДНК/ДНК, ДНК/РНК
и РНК/РНК) указывает на большую вероятность распространения рассмотренного подхода на ана-
логи и производные НК. Это в перспективе даст принципиальную возможность перейти к рацио-
нальному дизайну новых типов НК-направленных сиквенсспецифических соединений.

Ключевые слова: термическая стабильность, гибридизация, молекулярная динамика, ДНК/РНК,
РНК/РНК, дуплексы, MMPBSA, MMGBSA, олигонуклеотиды
DOI: 10.31857/S0026898421060069

Производные и аналоги нуклеиновых кислот
(НК) используют для решения задач таргетной
терапии различных заболеваний [1, 2], биосен-
сорных технологий, молекулярно-биологических
исследований [3] и биотехнологии [4]. На данный
момент известно множество различных произ-
водных НК, которые обладают улучшенными от-
носительно природных аналогов свойствами [4].
Несмотря на это, они не в полной мере удовле-
творяют потребностям исследователей, а их ис-
пользование на практике часто ограничено па-

тентным правом. Таким образом, создание новых
производных, обладающих заранее заданными
биологическими и физико-химическими свой-
ствами, остается актуальной задачей химии и
физической химии НК. К одному из важнейших
свойств таких аналогов относится их способность
взаимодействовать с комплементарными последо-
вательностями НК и эффективность этого взаимо-
действия. На сегодняшний день не существует
способов оценки гибридизационных свойств про-
изводных НК на этапе, предшествующем их хи-

°Δ 37G

°Δ 37G

Сокращения: МД ‒ молекулярная динамика; НК ‒ нуклеиновая кислота; MMGBSA (Molecular Mechanics/Generalized
Born Surface Area) ‒ покомпонентный метод расчета изменения свободной энергии на основе симуляции методом молеку-
лярной динамики по обобщенной модели Борна; MMPBSA (Molecular Mechanics/Poisson Boltzmann Surface Area) ‒ поком-
понентный метод расчета изменения свободной энергии на основе симуляции методом молекулярной динамики по моде-
ли Пуассона‒Больцмана; NMA (Normal Mode Analysis) ‒ анализ нормальных мод колебаний; Q-Harm (Quasi-Harmonic ap-
proximation) ‒ квазигармоническое приближение.

УДК 57.013

СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ
БИОПОЛИМЕРОВ И ИХ КОМПЛЕКСОВ
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мическому синтезу. Для хорошо изученных со-
единений разработан ряд подходов, основанных
на анализе эмпирических зависимостей, позволя-
ющих рассчитывать энергию формирования их
комплексов с ДНК [5–11] и/или РНК [12] или тем-
пературу плавления [13, 14] в зависимости от длины
и нуклеотидного состава взаимодействующих це-
пей. В случае новых соединений необходимо ис-
пользовать подходы, которые не опираются на по-
лученную экспериментальным путем информа-
цию по их гибридизационным свойствам. Для
достаточно больших соединений, состоящих более
чем из 100 атомов, подходят методы, основанные
на молекулярной механике и/или молекулярной
динамике (МД). За последнее десятилетие наблю-
дается большой прогресс в области разработки раз-
личных подходов для расчета термодинамических
параметров межмолекулярных взаимодействий
[15]. Среди них наиболее распространены методы
MMPBSA (Molecular Mechanics/Poisson Boltzmann
Surface Area) [16] и MMGBSA (Molecular Mechanics/
Generalized Born Surface Area) [17, 18], методы
анализа потенциала средней силы (PMF): на-
пример, метод анализа взвешенных диаграмм
(WHAM) [19] или метод анализа вариационного
профиля свободной энергии (vFEP) [20]. Также
за последнее десятилетие разработан ряд подхо-
дов, которые позволяют эффективно покрывать
рассматриваемое фазовое пространство для более
эффективного расчета свободной энергии. Среди
них можно выделить методы алхимических пре-
вращений [21]: например, методы возмущения
свободной энергии (FEP) [22] и термодинамиче-
ского интегрирования (TI) [23]. К их недостаткам
можно отнести необходимость больших затрат
вычислительных мощностей и времени расчета,
которое необходимо для получения достоверных
результатов моделирования, в результате чего вы-
шеупомянутые подходы не могут быть примене-
ны для расчета энергий набора комплексов раз-
личной длины и GC-состава.

Для оценки энергии комплексообразования
очень популярны такие простые и вычислительно
эффективные техники, как MMGBSA и MMPBSA.
В этих методах для каждой конформации молекул
рассчитывают энергии всего комплекса и его со-
ставных частей, полученные при МД-моделиро-
вании, а растворитель (который был представлен
в моделировании в явном виде) заменяют на не-
прерывную среду с заданной диэлектрической
проницаемостью. В этих подходах энергия связы-
вания (ΔGbind) состоит из изменения суммарной
молекулярно-механической энергии (ΔEMM),
энергии сольватации (ΔGsolv) и вклада конформа-
ционной энтропии (TΔS) [24]:

(1)Δ = Δ + Δ − Δbind MM solv  .G E G T S

В свою очередь в величину ΔEMM вносит вклад
внутренняя энергия (ΔEint) (деформация связей,
углов и двугранных углов), электростатическая
энергия (ΔEele) и вандерваальсовые взаимодей-
ствия (ΔEvdW):

(2)
Сольватационная энергия равна сумме вкла-

дов от полярного (ΔGPB/GB) и неполярного (ΔGSA)
взаимодействия исследуемой молекулы с раство-
рителем:

(3)

Первый член уравнения, ΔGPB/GB, ‒ электро-
статическая энергия, которая может быть рассчи-
тана либо при прямом решении уравнения Пуас-
сона‒Больцмана (PB, метод MMPBSA), либо при
помощи обобщенного метода Борна (GB, метод
MMGBSA). Вклад неполярных взаимодействий,
ΔGSA, обычно представляют в виде линейной
функции от площади молекулы, доступной для
взаимодействия с растворителем (SASA) [25]:

(4)
где γ и b ‒ коэффициенты линейного уравнения.

Для расчета свободной энергии Гиббса энтро-
пийный вклад, учитывающий конформационную
составляющую, обычно рассчитывают методами
анализа нормальных мод колебаний (NMA) [26]
или квазигармонического приближения (Q-Harm)
[27]. Первый характеризуется высокой сложностью
вычислений и позволяет проанализировать энтро-
пийный вклад только для небольшого числа сним-
ков МД-траектории (до нескольких тысяч), в то
время как второй работает существенно быстрее
и эффективнее.

Такие методы оценки энергии межмолекуляр-
ных взаимодействий широко используют при ис-
следовании взаимодействий биополимеров с ма-
лыми молекулами: например, в молекулярно-био-
логических исследованиях [28] или при разработке
новых лекарственных препаратов [29]. Кроме того,
продемонстрировано успешное применение этих
подходов для расчета энергии формирования ком-
плексов как нативных [30, 31], так и химически мо-
дифицированных олигонуклеотидов с ДНК и РНК
[32–36]. Однако в последнем случае исследова-
ния не носят систематического характера ‒ ско-
рее, это иллюстрация возможностей методов.

Создание подхода прогностического расчета
гибридизационных свойств разных классов про-
изводных НК может стать фундаментальной ос-
новой для рационального дизайна таких соедине-
ний и последующего направленного поиска спо-
собов их химического синтеза. Для этого на
первом этапе требуется проверка применимости
расчетов на уже хорошо исследованных немоди-
фицированных комплексах НК с последующим

Δ = Δ + Δ + ΔMM int ele vdW   .E E E E

Δ = Δ + Δsolv PB GB SA  .G G G

Δ = γ ⋅ +SA ,G SASA b
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распространением на новые, в том числе еще не
синтезированные, аналоги НК. Ранее нами про-
демонстрировано успешное применение подхо-
дов MMPB(GB)SA для расчета энергии и оценки
термостабильности набора более 300 ДНК/ДНК-
дуплексов [30]. В рамках развития этих исследо-
ваний мы проанализировали возможность расче-
та гибридизационных свойств ДНК/РНК- и
РНК/РНК-комплексов, используя классический
метод МД.

Целью работы была проверка применимости
методов MMPBSA и MMGBSA для расчета эн-
тальпийной составляющей и Q-Harm и NMA для
расчета энтропийной составляющей энергии Гиббса
формирования ДНК/РНК- и РНК/РНК-дуплек-
сов. В ходе исследования проведено моделирова-
ние методом МД представительных наборов оли-
гонуклеотидов и их комплексов. Полученные
траектории проанализированы с использованием
подходов MMPBSA и MMGBSA, а энтропия рас-
считана методами NMA и Q-Harm. Данные про-
анализировали и сравнили с экспериментально
полученными значениями термодинамических
параметров формирования комплексов олигонук-
леотидов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

База данных термодинамических параметров.
Экспериментальные значения термодинамиче-
ских параметров формирования НК-комплек-
сов взяты из литературных источников. В случае
комплементарных ДНК/РНК-дуплексов исполь-
зованы данные, опубликованные Sugimoto и др.
[7]. Из рассмотрения были исключены дуплексы,
содержащие фосфатные остатки на 3′-конце. Та-
ким образом, база данных включала термодина-
мические параметры комплексообразования для
65 дуплексов длиной от 5 до 12 п.о. (в среднем
8 п.о.) и c GC-составом от 0 до 84% (в среднем
53%). Для комплементарных РНК/РНК-дуплек-
сов использованы данные, полученные Xia и др.
[37]. Из рассмотрения были также исключены дуп-
лексы, содержащие концевые фосфатные группы.
Таким образом, база данных включала термодина-
мические параметры комплексообразования для
75 дуплексов длиной от 4 до 11 п.о. (в среднем 7 п.о.)
и долей G/C-пар от 22 до 100% (в среднем 58%).

Подготовка молекулярных систем для модели-
рования. Структуры дуплексов были созданы в
программе NAB пакета программ AmberTools14
[38] и при помощи программы Chimera [39]. Стар-
товые структуры РНК/ДНК- и РНК/РНК-дуп-
лексов имели А-форму двойной спирали. Одноце-
почечные олигонуклеотиды были получены из
дуплексов путем удаления одной из цепей.

Молекулярно-динамическое моделирование. МД-
моделирование проведено с применением пакета

программ AMBER 14 с использованием параллель-
ных вычислений на центральных процессорах и
графических ускорителях программно-аппарат-
ной архитектуры CUDA. Для ДНК использовали
силовое поле ff99bsc0 [40], а для РНК ‒
ff99bsc0+chiOL3 [41]. МД-моделирование прово-
дили в явной водной оболочке при температуре
300 К. Электростатические взаимодействия опи-
сывали методом сети частиц Эвальда с шагом ре-
шетки 1 Å. Давление в системе было равно 1 бар
(баростат Берендсена), температура в системе
поддерживалась при помощи масштабирования
скоростей с периодом привязки 10 пс. Для увели-
чения шага интегрирования уравнений движения
до 2 фс использовали алгоритм SHAKE. Исполь-
зовали область расчета нековалентных взаимо-
действий (nonbonded cutoff) 10 Å. Координаты
каждого атома системы записывали каждые 10 пс
моделирования. Дуплексы и одноцепочечные
олигонуклеотиды были помещены в кубическую
ячейку с расстоянием 12 Å от моделируемой мо-
лекулы до границ ячейки. Количество воды в мо-
делируемой ячейке было в диапазоне от 4000 до
8000 молекул. Для нейтрализации отрицательно-
го заряда НК в периодической ячейке использо-
вали ионы натрия.

Процедура моделирования состояла из следу-
ющих шагов:

1) Создание PDB-файла, содержащего данные
о координатах каждого атома в структуре дуплек-
са или одноцепочечной НК.

2) Создание водного окружения (модель воды
TIP3P, кубические периодические условия, 12 Å)
и добавление ионов натрия для нейтрализации
периодической системы.

3) Минимизация всей системы с фиксиро-
ванной НК (10 000 шагов минимизации)
(PMEMD.MPI).

4) Нагрев системы с фиксированной НК в те-
чении 2.5 нс с шагом интегрирования 0.5 фс от 0
до 300 К (PMEMD.CUDA).

5) Уравновешивание плотности системы при
постоянном давлении 1 бар в течении 500 пс
(SANDER) с зафиксированной НК.

6) Уравновешивание системы при постоянном
давлении 1 бар и температуре 300 К в течении 5 нс
(PMEMD.CUDA).

7) МД-моделирование в течение 100 нс в NPT-
ансамбле (1 бар, 300 К) (PMEMD.CUDA).

8) Расчет энергии формирования комплексов
при помощи методов MMGBSA и MMPBSA, рас-
чет энтропии в Q-Harm и NMA (MMPBSA.MPI).
Вычисления проводили при использовании толь-
ко траектории дуплекса (однотраекторный под-
ход) и при использовании независимо получен-
ных траекторий дуплекса и одноцепочечных оли-
гонуклеотидов (трехтраекторный подход).
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Для вычисления методом MMGBSA использо-
вали параметры обобщенного метода Борна,
предложенные Tsui & Case [17]. Ионная сила рас-
твора была установлена равной 100 мМ. Для рас-
чета методами MMGBSA и MMPBSA и Q-Harm
использовали каждый записанный снимок МД-
траектории, в случае NMA ‒ каждую десятую со-
храненную конформацию.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Ранее нами показано, что применение ком-

пьютерных расчетов для определения гибридиза-
ционных свойств ДНК/ДНК-дуплексов может
давать точность, сопоставимую с точностью экс-
периментальных методик [30]. Именно поэтому
мы использовали методику МД-моделирования и
расчета энергии формирования дуплексов в при-
менении к ДНК/РНК- и РНК/РНК-комплексам.
Использована база данных величин термодинами-
ческих параметров комплексообразования, включа-
ющая экспериментальные значения энтальпии, эн-
тропии и свободной энергии Гиббса формирования
НК-дуплексов. Характеристики наборов данных
приведены в разделе “Экспериментальная часть”.

На первом этапе исследований были созданы
молекулярные структуры и проведен расчет мето-
дом МД в явной водной оболочке в течении
100 нс для набора 65 дуплексов ДНК/РНК [7] и
75 дуплексов РНК/РНК [37], а также одноцепочеч-
ных олигонуклеотидов, входящих в их состав. В
случае самокомплементарных олигонуклеотидов
расчеты проводили с двумя различными началь-
ными скоростями атомов. Полученные МД-тра-
ектории анализировали.

Анализ структуры комплексов
По результатам моделирования РНК/РНК-

дуплексов структура А-формы двойной спирали
сохраняется вдоль всей траектории длиной 100 нс
для каждого из 75 проанализированных комплек-
сов. Отклонение геометрии спирали от исходной
неуравновешенной структуры при моделирова-
нии не превышает 2.5 Å ‒ величины среднеквад-
ратичного отклонения (СКО) между атомами.
Комплексы после уравновешивания в течение
10 нс незначительно изменяли конформацию в
течение последующих 90 нс моделирования. Сред-
нее значение СКО вдоль МД-траектории для всего
набора комплексов составило 1.56 Å и не превыша-
ло 2.56 Å для каждого снимка траектории. В 11 из 74
исследуемых дуплексов наблюдалось расплетание
концевых пар нуклеотидов. В ряде случаев для дуп-
лексов с концевыми A/U- или A/T-парами проис-
ходило обратимое разрушение второй пары осно-
ваний, при этом концевой аденин и предконцевой
нуклеотид этой же цепи сохраняли конформацию,
близкую к таковой в двойной спирали.

При моделировании ДНК/РНК-дуплексов от-
клонение от стартовой структуры не превышало
4.1 Å. В 17 из 64 исследуемых структур наблюдали
расплетание концевых пар, аналогично случаю
бимолекулярных РНК/РНК-комплексов. Сред-
нее значение СКО вдоль МД-траектории для все-
го набора комплексов составило 2.26 Å и не пре-
вышало 3.86 Å для каждого снимка траектории.

Структуры ДНК/РНК- и РНК/РНК-дуплек-
сов несколько отличались. Анализ РНК/РНК-
комплексов с помощью программного обеспече-
ния X3DNA [42, 43] выявил, что такие комплексы
имеют А-форму двойной спирали. Структуру
ДНК/РНК-дуплексов можно охарактеризовать
как промежуточную между А- и В-формами. Та-
кое различие конформаций известно и показано
экспериментальными методами: ЯМР-спектро-
скопией [44], рентгеноструктурным анализом
[45] и спектроскопией кругового дихроизма [44,
46, 47]. В связи с особенностями структуры гомо-
нуклеотидных последовательностей в ДНК/РНК-
и РНК/РНК-дуплексах [48, 49] мы исключили их
из рассмотрения.

При МД-анализе одноцепочечных олигонук-
леотидов обнаружены значительные конформа-
ционные перестройки как в ДНК-, так и в РНК-
цепях. В большинстве случаев наблюдали локаль-
ное разрушение одноцепочечного стэкинга между
прилегающими основаниями, а в некоторых случа-
ях формирование внутримолекулярных шпилеч-
ных структур, которые могут быть достаточно
устойчивыми на длине траектории в 100 нс. Это
приводит к существенно бóльшим значениям
СКО ‒ как усредненным вдоль траектории (5.3 Å
для РНК- и 5.7 Å для ДНК-цепи ‒ в среднем для
всех исследованных олигонуклеотидов), так и их
максимальным отклонениям от начальных струк-
тур (8.0 и 9.5 Å для РНК- и ДНК-цепей соответ-
ственно). Такое поведение одноцепочечных форм
типично для НК, что следует из опубликованных
экспериментальных данных [50, 51] и результатов
компьютерного моделирования [52–54].

Энергия формирования РНК/РНК-комплексов
Энергию формирования комплексов НК опре-

деляли как разницу энергий двухцепочечного и од-
ноцепочечного состояний. С использованием дан-
ных МД-моделирования рассчитывали изменение
внутренней энергии комплексообразования, ис-
пользуя методы MMPBSA и MMGBSA. Для рас-
чета вклада конфигурационной энтропии приме-
няли методы NMA и Q-Harm. Определение вклада
одноцепочечных состояний проводили, используя
анализ МД-траекторий двух отдельных олигонук-
леотидов (трехтраекторный подход, 3tr). Альтерна-
тивно из МД-траектории НК-дуплексов вычленя-
ли отдельные олигонуклеотиды и использовали
полученный набор конформаций для расчетов
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(однотраекторный подход, 1tr). Расчет энергии
Гиббса комплексообразования проводили, ис-
пользуя все возможные комбинации полученных
значений энтальпии и энтропии формирования
комплексов в рамках одно- или трехтраекторного
подхода.

Сопоставление экспериментально определен-
ных величин термодинамических параметров и
значений, полученных с использованием одно- и
трехтраекторных подходов для РНК/РНК-ком-
плексов, приведено на рис. 1 и в табл. 1. Наилуч-
шая корреляция экспериментальных и расчетных
значений энтальпии комплексообразования была
при использовании метода MMGBSA и трехтраек-
торного подхода. Коэффициент корреляции R2 (где
R ‒ коэффициент корреляции Пирсона) между
экспериментальными и рассчитанными величина-
ми составлял 0.72; при этом угловой коэффициент
линейной зависимости был близок к единице
(0.95), а коэффициент сдвига составлял всего
4.6 ккал/моль. При использовании данной зави-
симости для расчета энтальпии комплексообра-
зования средняя абсолютная величина ошибки ее
предсказания составила 8.1 ккал/моль, или 16.3%.
При использовании метода MMPBSA корреля-
ция экспериментальных и расчетных величин
была гораздо хуже, чем для MMGBSA ‒ средняя
абсолютная ошибка была гораздо выше в случае
однотраекторного подхода и существенно ниже
при трехтраекторном рассмотрении (табл. 1).

Введение линейной эмпирической поправки к
рассчитанным величинам энтальпии комплексо-
образования, полученной из корреляции расчет-

ных и экспериментальных значений (ΔH°(эксп) =
= a · ΔH0(МД) + b), приводит к тому, что вели-
чина абсолютной ошибки снижается до уровня
3.7 ккал/моль, а относительной – до 8.1% при
расчетах методом MMGBSA (3tr), что ниже ти-
пичной экспериментальной точности определе-
ния энтальпии комплексообразования (10%) [37].

Величину энтропии формирования комплекса
рассчитывали методами Q-Harm и NMA при ана-
лизе одной или трех независимых траекторий.
Сопоставление рассчитанных и эксперименталь-
ных значений показывает, что наилучшая корреля-
ция (R2 = 0.67) наблюдается при использовании
квазигармонического приближения при анализе
одной траектории (табл. 1). Среднее значение ве-
личины относительной ошибки расчета энтропии
в этом случае составляет 83.4 кал ∙ моль‒1 ∙ К‒1, или
54%. Это в процентном отношении значимо хуже,
чем при оптимальном методе расчета энтальпии
методом MMPGSA с использованием трехтраек-
торного анализа. При трехтраекторном анализе
ошибки расчета энтропии комплексообразова-
ния в 1.2‒2.5 раз ниже, хотя наблюдаемые корреля-
ции существенно хуже. Необходимо отметить, что
в линейных зависимостях коэффициент пропор-
циональности между расчетными и эксперимен-
тальными величинами энтропий лежит в диапазо-
не 1.13–2.40, а свободный член линейной зависи-
мости в диапазоне ‒34.99…+16.48 кал ∙ моль‒1 ∙ К‒1.
Это показывает, что конфигурационная энтро-
пия в значительной степени коррелирует с энтро-
пией комплексообразования, но не вносит в нее
определяющий вклад. Использование линейной

Рис. 1. Корреляционный анализ значений термодинамических параметров, определенных экспериментально и рас-
считанных на основании МД-анализа, для РНК/РНК-дуплексов. а ‒ Значения энтальпии (ΔH0) рассчитаны метода-
ми MMGBSA с использованием анализа одной (1tr) и трех (3tr) траекторий. б ‒ Значения энергии Гиббса при 37°С
( ) определены экспериментально и на основании анализа одной МД-траектории комбинацией методов MMGBSA и
NMA или Q-Harm. Порядок расположения уравнений соответствует порядку подписей на рисунках.
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поправки для приближения расчетных величин
энтропии комплексообразования к эксперимен-
тальным данным дает значимое снижение ошиб-
ки расчета до 8.7% при использовании квазигар-
монического приближения в рамках однотраек-
торного подхода (табл. 1). Менее достоверная
предсказательная способность энтропии при
трехтраекторном подходе, скорее всего, связана с
неполным покрытием конфигурационного про-
странства одноцепочечных олигомеров при дан-
ной длине траектории в рамках метода классиче-
ской МД. Кроме того, наблюдаемое значимое раз-
личие в энтропии также зависит от ионной силы
раствора, которая при моделировании отличается
от стандартных условий (1 М NaCl, нейтральные
значения pH), в которых были проведены экспе-
риментальные исследования. В одном из клас-
сических представлений влияние концентрации

одновалентных ионов на термостабильность
межмолекулярных НК-комплексов может быть
представлено в виде энтропийной поправки, про-
порциональной логарифму концентрации катио-
нов в растворе и числу отрицательно заряженных
фосфатных остатков в НК-цепи [37, 55, 56]. Такая
зависимость соответствует наблюдаемому тренду ‒
линейной зависимости экспериментальных и рас-
четных значений энтропии формирования дуп-
лексов. Однако в полной мере учесть этот вклад в
термостабильность НК-дуплексов в рамках приме-
нения метода классической МД не представляется
возможным.

Величину свободной энергии Гиббса наиболее
часто используют на практике при сопоставлении
гибридизационных свойств олигонуклеотидов
[55, 56]. Этот параметр определяет величину кон-
станты равновесия в соответствии с уравнением

Таблица 1. Сопоставление значений термодинамических параметров, определенных экспериментально и полу-
ченных при анализе МД-траекторий, для РНК/РНК-дуплексовa

 aЗдесь и далее: коэффициенты a и b определены методом наименьших квадратов из корреляции расчетных и эксперимен-
тальных величин термодинамических параметров в рамках каждого метода расчета ‒ например, для величин энтальпии:
ΔH°(эксп.) = a ∙ ΔH°(МД) + b; R2 – коэффициент корреляции этой зависимости. |ΔE| и |ΔE|/|E| ‒ среднее значение абсо-
лютной и относительной ошибки расчета термодинамического параметра. Значения |ΔE*| и |ΔE*|/|E*| рассчитаны после ли-
нейной коррекции (коэффициенты a и b) величин термодинамических параметров, полученных методами компьютерного
анализа.
b Число траекторий при анализе.
c Размерность средней абсолютной ошибки расчета энтальпии и свободной энергии Гиббса комплексообразования –
ккал ∙ моль‒1, энтропии – кал ∙ моль‒1 ∙ К‒1.

Nb Метод расчета a b R2 |ΔE|c |ΔE|/|E|, % |ΔE*|c |ΔE*|/|E*|, %

ΔH°

1tr
MMGBSA 0.98 5.20 0.66 7.2 14.5 5.1 9.29

MMPBSA 0.68 ‒33.39 0.16 21.9 38.3 7.9 14.61

3tr
MMGBSA 0.95 4.60 0.72 8.1 16.3 3.7 8.09

MMPBSA 1.06 5.78 0.68 5.0 10.1 4.1 8.81

ΔS°

1tr
Q-Harm 2.40 13.64 0.67 83.4 54.0 13.5 8.73

NMA 1.47 16.48 0.60 118.4 77.2 14.6 9.47

3tr
Q-Harm 1.68 ‒15.12 0.63 70.6 45.9 12.3 9.16

NMA 1.13 ‒34.99 0.42 48.2 30.0 14.8 11.93

1tr

MMPBSA + Q-Harm 0.14 ‒6.22 0.18 5.5 79.3 1.40 19.22

MMGBSA + Q-Harm 0.29 4.00 0.85 31.9 433.8 0.68 8.63

MMPBSA + NMA 0.07 ‒8.08 0.07 10.6 145.5 1.54 20.62

MMGBSA + NMA 0.30 ‒0.15 0.77 17.7 238.2 0.74 10.92

3tr

MMPBSA + Q-Harm 0.22 ‒0.48 0.50 22.9 331.2 0.89 18.34

MMGBSA + Q-Harm 0.22 0.78 0.58 28.1 407.3 0.84 18.05

MMPBSA + NMA 0.22 ‒2.26 0.52 16.1 226.9 0.92 18.26

MMGBSA + NMA 0.26 0.15 0.71 20.9 297.5 0.87 17.85

°Δ 37G
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Вант-Гоффа и, следовательно, соотношение кон-
центраций одно- и двухцепочечного состояния
олигонуклеотидов в растворе при различных тем-
пературах. При расчете энергии Гиббса формиро-
вания дуплексов при одно- и трехтраекторном
подходах рассмотрена прогностическая способ-
ность комбинаций методов расчета энтропии и
энтальпии. Результаты анализа корреляций рас-
четных и экспериментальных значений приведе-
ны на рис. 1 и в табл. 1. Наилучшая корреляция с
R2 = 0.85 наблюдается при использовании одно-
траекторного анализа методами MMGВSA и
Q-Harm при оценке соответственно энтальпии и
энтропии комплексообразования. Наблюдается
значительный наклон (a = 0.29) и ненулевой коэф-
фициент сдвига составлял (b = ‒4.0 ккал/моль)
данной линейной зависимости (рис. 1б). Это
приводит к большим значениям величины абсо-
лютной ошибки. Как видно из данных для про-
гноза энтальпии и энтропии комплексообразова-
ния (табл. 1), оба этих компонента вносят вклад в
отличный от единицы наклон корреляции рас-
четных и экспериментальных значений измене-
ния свободной энергии Гиббса и в пересечение с
осью абсцисс не в нулевой точке. Учет линейной
корреляции существенно снижает ошибку ‒ до
0.68 ккал/моль, или 8.63%, ‒ что фактически сов-
падает со средней экспериментальной ошибкой
для НК-дуплексов (~7%) [37].

Проведенный анализ показывает достаточно
близкие экспериментальные и расчетные значе-
ния (без учета линейных поправок) энергии ком-

плексообразования только для изменения энталь-
пии, рассчитанного методом MMGBSA в рамках
трехтраекторного анализа. Сопоставимые значе-
ния ошибок дает модель ближайших соседей [37].
Мы сравнили опубликованные ранее инкремен-
ты формирования динуклеотидных шагов спира-
ли и инкременты, рассчитанные на основании
собранной нами экспериментальной базы дан-
ных и соответствующих величин, полученных с
помощью компьютерного анализа (рис. 2).

Модель ближайших соседей одинаково хорошо
описывает экспериментальные данные и величи-
ны, рассчитанные методом MMPBSA с использо-
ванием трех траекторий (рис. 2а). Все инкременты
значимы (р-value < 4 × 10‒6), за исключением ин-
кремента фактора инициации для эксперимен-
тальных данных (р-value = 0.14).

Представленные в литературе и определенные
нами на основании экспериментальных и расчет-
ных данных величины формирования динуклео-
тидных пар близки между собой и одинаковы в
рамках погрешностей, за исключением инкре-
ментов для GA/UC и GC/CG, полученных из ком-
пьютерных расчетов методом MMPBSA (рис. 2б). В
этом случае разница с экспериментально опреде-
ленными величинами для исследованной базы
данных составляет 4.3 и 3.8 ккал/моль соответ-
ственно. Наиболее значимое различие наблюда-
ется для фактора инициации (рис. 2б, инкре-
мент “Иниц.”), величина которого составляет
‒9.9 ккал/моль при анализе МД-траекторий и
+5.9 ккал/моль при анализе этой же базы данных

Рис. 2. Корреляционный анализ значений термодинамических параметров, определенных экспериментально и рас-
считанных на основании МД-анализа, для РНК/РНК-дуплексов. а ‒ Прогностическая эффективность метода бли-
жайших соседей (БС; 5'-NN/NN-3') для расчета энтальпии образования РНК/РНК-дуплексов, определенной экспе-
риментально (Эксп.) и с использованием метода MMGBSA при анализе трех траекторий (MMGBSA, 3tr). б ‒ Сопо-
ставление инкрементов модели ближайших соседей для РНК/РНК-комплексов, опубликованных ранее Xia и соавт.
[37], определенных на основании экспериментальных данных (Эксп.) и рассчитанных с использованием метода
MMPBSA при анализе трех траекторий (MMGBSA, 3tr). Порядок расположения уравнений соответствует порядку
подписей на рисунках. Иниц. ‒ фактор инициации формирования двойной спирали.
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экспериментальных значений, что, вероятно, свя-
зано с низкой значимостью инкремента, опреде-
ленного на основании экспериментальных дан-
ных. Аналогично более отрицательной оказы-
вается поправка, связанная с существованием
концевой A/U-пары: +5.4 против +9.4 ккал/моль
соответственно. Это может быть связано с не впол-
не корректным учетом взаимодействия концевых
пар оснований, в том числе недостаточно длинной
МД-траекторией, чтобы учесть эффект открыва-
ния концевых пар с высокой достоверностью. Вме-
сте с тем совокупность полученных данных указы-
вает на адекватность использованного подхода,
включающего моделирование методом МД (сило-
вое поле, способ моделирования) и расчет энергии
методом MMPBSA для учета взаимодействий внут-
ри дуплексной структуры РНК.

Энергия формирования ДНК/РНК-комплексов

В случае гибридных ДНК/РНК-дуплексов вы-
явлена линейная корреляция расчетных и экспе-
риментальных величин энтальпии комплексообра-
зования (рис. 3, табл. 2). Корреляцию по изменени-
ям энтальпии наблюдали только при анализе
одной траектории методом MMGBSA (R2 = 0.71).
Наклон корреляционной прямой зависимости
близок к единице (а = 0.841), а свободный член
близок к нулю (b = ‒0.982 ккал/моль). Для этого
способа расчета энтальпии относительная ошибка
составляла 23%, а абсолютная – 12.0 ккал/моль. Во

всех остальных случаях коэффициент корреля-
ции R2 не превышал значения 0.64. Вместе с тем
при трехтраекторном анализе методом MMPBSA
значение ошибки расчета оказалось минималь-
ным (16% и 11.4 ккал/моль) при отсутствии кор-
реляции (R2 = 0.13), как и в случае РНК/РНК-
комплексов (табл. 1 и 2).

Введение линейной поправки приводит к сни-
жению ошибки до уровня 8.2% (5.1 ккал/моль) в
случае метода MMGBSA при анализе траектории
только ДНК/РНК-дуплексов, близкой к таковой
для РНК/РНК-комплексов.

Значения энтропии формирования ДНК/РНК-
комплексов, рассчитанные методом NMA при ана-
лизе одной траектории, дают наилучшую корреля-
цию с экспериментальными величинами (R2 =
= 0.74), при этом среднее значение абсолютной
ошибки составляет 47.5 кал ∙ моль‒1 ∙ К‒1, или 29%
(табл. 2). В случае использования квазигармони-
ческого приближения в однотраекторном анализе
величина коэффициента корреляции оказалась
меньше, R2 = 0.55, а среднее значение абсолютной
ошибки составляло 78.2 кал ∙ моль‒1 ∙ К‒1, или 49%.
Коэффициент пропорциональности между расчет-
ными и экспериментальными значениями энтро-
пии ДНК/РНК-комплексов лежит в диапазоне
1.3–1.8, а свободный член линейной зависимости ‒
в диапазоне ‒3.0…+41 кал ∙ моль‒1 ∙ К‒1, что ука-
зывает на существенные различия значений эн-
тропии формирования комплекса, определенных

Рис. 3. Корреляционный анализ значений термодинамических параметров, определенных экспериментально и рас-
считанных на основании МД-анализа, для ДНК/РНК-дуплексов. а ‒ Значения энтальпии (ΔH°) рассчитаны метода-
ми MMGBSA с использованием анализа одной и трех траекторий. б ‒ Значения энергии Гиббса при 37°С (ΔG°37) опре-
делены экспериментально и на основании анализа одной МД-траектории комбинацией методов MMGBSA и NMA
или Q-Harm. Порядок расположения уравнений соответствует порядку подписей на рисунках.
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экспериментально и рассчитанных значений
конфигурационной энтропиии. Коэффициент
корреляции и наклон близки к таковым в случае
РНК/РНК-комплексов (табл. 1 и 2), что указы-
вает на общую природу наблюдаемых законо-
мерностей для разных типов комплексов.

Расчет энтропии формирования РНК-содер-
жащих дуплексов в рамках квазигармонического
приближения при анализе одной траектории дает
хорошую линейную корреляцию с эксперимен-
тальными данными, однако наклон линейной ап-
проксимации существенно отличаются от едини-
цы, что затрудняет применение такого подхода
для оценки полной энтропии комплексообразо-
вания. Стоит отметить, что расчет энтропии в
квазигармоническом приближении на несколько
порядков быстрее, чем при анализе нормальных
мод колебаний. Это оправдывает применение
Q-Harm-приближения при оценке энергии Гиббса
для большого набора ДНК/РНК- и РНК/РНК-
комплексов.

Величины энергии Гиббса формирования ги-
бридных комплексов, рассчитанные на основании
метода MMGBSA и конфигурационных энтропий,
в высокой степени коррелируют с эксперимен-

тальными значениями для ДНК/РНК-дуплексов
(рис. 3). Коэффициенты корреляции, R2, состав-
ляют 0.82 и 0.78 при расчете энтропии методами
Q-Harm и NMA соответственно. В остальных
случаях значимой корреляции не наблюдается
(R2 < 0.06).

Проведенный анализ применимости модели
ближайших соседей для описания величин эн-
тальпии комплексообразования выявил высокую
прогностическую эффективность такой модели в
применении к данным, полученным экспери-
ментально и методом MMPBSA при анализе од-
ной траектории (рис. 4а). Инкременты модели
ближайших соседей, описывающие фактор ини-
циации формирования комплексов, не были ста-
тистически значимыми ‒ для эксперименталь-
ных и расчетных наборов данных p-value равня-
лись 0.11 и 0.69 соответственно. При анализе
экспериментальной базы данных низкозначимы-
ми оказываются динуклеотидные пары CU/AG и
UU/AA. Для величин энтальпий, рассчитанных
при однотраекторном анализе методом MMGBSA,
все инкременты, кроме фактора инициации, бы-
ли статистически значимыми (p-value < 4 × 10‒5).

Таблица 2. Сравнение значений термодинамических параметров, определенных экспериментально и получен-
ных при анализе МД-траекторий, для ДНК/РНК-дуплексова

а Все обозначения и размерности см. в табл. 1.

N Метод расчета a b R2 |ΔE|b |ΔE|/|E|, % |ΔE*||b |ΔE*|/|E*|, %

ΔH°

1tr
MMGBSA 0.84 1.0 0.71 12.0 22.9 5.1 8.2

MMPBSA 0.49 ‒44.7 0.64 25.1 44.0 8.9 10.8

3tr
MMGBSA 0.56 ‒22.3 0.32 11.3 21.3 7.9 12.6

MMPBSA 0.41 ‒36.9 0.13 11.4 16.0 8.7 13.8

ΔS°

1tr
Q-Harm 1.81 ‒15.3 0.55 78.2 49.0 19.0 14.3

NMA 1.77 41.1 0.74 47.5 29.2 14.3 8.4

3tr
Q-Harm 1.33 ‒31.8 0.66 60.9 38.3 16.8 9.5

NMA 1.55 ‒3.0 0.53 57.6 35.5 20.0 11.4

ΔG°37

1tr

MMPBSA + Q-Harm 0.05 ‒6.97 0.04 4.7 81.0 1.94 23.4

MMGBSA + Q-Harm 0.19 1.60 0.82 35.8 561.1 0.62 9.3

MMPBSA + NMA 0.02 ‒7.38 0.00 10.5 171.6 2.01 24.2

MMGBSA + NMA 0.21 0.24 0.78 26.3 407.0 0.69 9.6

3tr

MMPBSA + Q-Harm ‒0.04 ‒8.39 0.06 18.4 317.2 1.46 24.7

MMGBSA + Q-Harm 0.00 ‒7.36 0.00 26.8 451.4 1.43 24.3

MMPBSA + NMA ‒0.01 ‒7.65 0.01 17.0 287.1 1.45 24.6

MMGBSA + NMA 0.03 ‒6.13 0.03 25.5 423.0 1.38 23.5
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Опубликованные ранее и определенные нами ве-
личины инкрементов для экспериментальных дан-
ных существенно различались для фактора инициа-
ции и динуклеотидных пар, у которых в РНК-цепи
с 5′-конца находится цитозин (rСХ/dX'G, где Х = A,
C, U или G) или гуанин (rGХ/dX'C), за исключе-
нием динуклеотидной пары rGU/dAC (рис. 4б).
Определенные нами инкременты rСХ/dX'G име-
ют амплитуды ниже, а rGХ/dX'C – выше, чем
представленные в литературе. Также более низ-
кий вклад в стабильность двойной спирали име-
ют инкременты UG и UU. Сопоставление инкре-
ментов при анализе собранной нами базы данных
показывает, что величины инкрементов rСХ/dX'G,
rGG/dCC и rGU/dAC экспериментальных эн-
тальпий комплексообразования существенно ниже
таковых при их определении методом MMGBSA из
анализа одной МД-траектории. Это может быть
связано с несогласованностью силовых полей для
ДНК и РНК при моделировании гибридных ком-
плексов, которые были оптимизированы для
ДНК/ДНК- и РНК/РНК-дуплексов. Кроме того,
относительно малая выборка и низкое разнооб-
разие длин и нуклеотидных композиций модель-
ных комплексов приводит к достаточно высоко-
му значению ошибок для отдельных инкрементов
модели ближайших соседей (рис. 4б). Расшире-
ние выборки в перспективе позволит получить
более надежные результаты.

Отрицательные значения факторов инициа-
ции и концевых пар, полученные при МД-анали-
зе данных с помощью модели ближайших сосе-

дей, превышают таковые для данных из экспери-
ментального анализа для комплексов ДНК/ДНК
[30], РНК/РНК и ДНК/РНК. Это указывает на
систематическую разницу при моделировании ме-
тодом МД или расчетах методом MMGBSA. Мето-
дом ЯМР показано, что концевые пары оснований
находятся в постоянном равновесии между откры-
тым и закрытым состояниями [57], к тому же от-
крытие концевых пар наблюдается не для всех
комплексов. Такие события не относятся к мно-
гократно повторяющимся в рамках рассматрива-
емой траектории для каждого моделируемого
комплекса, что не позволяет провести достовер-
ный учет вкладов от концевых пар оснований при
расчете термодинамических параметров. Несмот-
ря на это, метод MMGBSA дает наилучшую кор-
реляцию экспериментальных и расчетных вели-
чин для всех трех типов комплексов.

В результате проведенного нами исследования
продемонстрирована возможность расчета тер-
модинамических параметров образования НК-
комплексов с использованием подходов, осно-
ванных на методе классической МД. При анализе
наборов дуплексов РНК/РНК, ДНК/РНК и
ДНК/ДНК [30] выявлено, что энтальпия фор-
мирования комплексов, рассчитанная методом
MMGBSA при анализе МД-траектории только
комплекса, в среднем обладает наилучшей корре-
ляцией расчетных и экспериментальных величин
для каждого типа комплексов (R2 > 0.73). Ошибка
расчета энтальпии формирования комплексов
(15‒30%) значительно выше типичной экспери-

Рис. 4. Корреляционный анализ значений термодинамических параметров, определенных экспериментально и рас-
считанных на основании МД-анализа, для ДНК/РНК-дуплексов. а ‒ Прогностическая эффективность метода бли-
жайших соседей (БС) для расчета энтальпии образования ДНК/РНК-дуплексов, определенной экспериментально
(Эксп.) и с использованием метода MMGBSA при анализе трех траекторий (MMGBSA, 1tr). б ‒ Сопоставление ин-
крементов модели ближайших соседей для ДНК/РНК-комплексов, опубликованных ранее Sugimoto и соавт. [7],
определенных на основании экспериментальных данных (Эксп.) и с использованием метода MMPBSA при анализе
одной траектории (MMGBSA, 1tr). Порядок расположения уравнений соответсвует порядку подписей на рисунках.
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ментальной величины (~10%). Высокая корреля-
ция также наблюдается при расчете энтропии в
рамках квазигармонического приближения одно-
траекторного анализа. Однако в этом случае на-
клон и свободный член линейной зависимости
существенно отличались соответственно от еди-
ницы и нуля. Как видно из графиков, представ-
ленных на рис. 5, по анализу корреляций для экспе-
риментальных и рассчитанных значений энтальпии
комплексообразования дуплексов ДНК/ДНК [30],
РНК/РНК и ДНК/РНК углы наклона и свобод-
ные члены всех линейных уравнений для этих
трех пар близки. Мы объединили все полученные
в ходе работы данные для определения общей
универсальной зависимости, использование ко-
торой позволит пересчитывать значения, рассчи-
танные методом MMGBSA в однотраекторном
приближении. Такая линейная функция имеет сле-
дующий вид: ΔH°(эксп.) = 0.727 ∙ ΔH°(MMBBSA,
1tr) ‒ 5.32.

Использование данной линейной коррекции
позволяет значительно снизить относительную
ошибку расчета энтальпии комплексообразования
до 9.3 (7.8), 12.8 (9.9) и 7.5% (6.3%) соответственно
для РНК/РНК, ДНК/РНК и ДНК/ДНК (в скобках
указана дисперсия для приведенных величин). В
среднем для всех типов комплексов ошибка расче-
та составляла 8.6%, что ниже типичного значения
экспериментальной ошибки (10%).

Значительно более высокий уровень корреля-
ции наблюдается между величиной энергии
комплексообразования, рассчитанной методом
MMGBSA в однотраекторном приближении, и
экспериментальной величиной свободной энер-

гии Гиббса при одновременном рассмотрении
всех типов комплексов (R2 = 0.897). Однако при
более углубленном анализе выявлено, что для
каждого из рассмотренных типов комплексов
встречаются существенно различающиеся между
собой линейные зависимости, а наибольшее зна-
чение R2 найдено для выборки из 304 ДНК/ДНК-
комплексов. Различия в коэффициентах линей-
ной зависимости связаны, в том числе, с энтро-
пией, вклад которой различен для разных типов
комплексов ‒ как по конфигурационной, так и
сольватационной составляющей, учитывающей
взаимодействие с ионами. Эта гипотеза подтвер-
ждается различными линейными зависимостями
для экспериментально определенной свободной
энергии Гиббса и для рассчитанной на основании
энтальпии, полученной методом MMGBSA (1tr),
и энтропии в квазигармоническом приближении
(табл. 1 и 2). Таким образом, приведенные на рис. 5б
линейные зависимости могут быть применены
для расчета свободной энергии Гиббса на основа-
нии значений энергии комплексообразования,
рассчитанных методом MMGBSA в однотраек-
торном приближении, только в рамках конкрет-
ного типа комплексов. Величины ошибки таких
расчетов с учетом поправок в виде линейных функ-
ций со своими коэффициентами для каждого типа
комплексов дают  9.9 (6.7), 10.3 (9.0) и
8.0% (6.9%) соответственно для РНК/РНК,
ДНК/РНК и ДНК/ДНК (в скобках указана дис-
персия для приведенных величин).

Использование величин изменения внутрен-
ней энергии, рассчитанной методом MMGBSA, и
конфигурационной энтропии в квазигармониче-

°Δ 34G

Рис. 5. Корреляционный анализ значений энтальпии (а) и свободной энергии Гиббса (б), определенных эксперимен-
тально и рассчитанных методом MMGBSA с использованием одной траектории, для разных типов комплексов. Дан-
ные по ДНК/ДНК-комплексам взяты из работы Lomzov и др. [30]. Порядок расположения уравнений соответствует
порядку подписей на рисунках.
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ском приближении для расчета энергии Гиббса
формирования дуплекса дает результаты, которые
с высоким коэффициентом корреляции линейно
связаны с экспериментально определяемыми зна-
чениями. Такая зависимость наблюдается для на-
боров РНК/РНК, ДНК/РНК и ДНК/ДНК различ-
ной длины и GC-состава. Вместе с тем высокая
дисперсия ошибки расчета указывает на то, что
необходимо либо использовать методы более
полного покрытия конформационного простран-
ства (sampling-методы), либо проводить анализ
для большого числа комплексов различной дли-
ны и нуклеотидного состава ‒ с целью достовер-
ного сопоставления рассчитанных данных для
разных типов комплексов.

Использование методов компьютерного моде-
лирования с более полным покрытием конформа-
ционного пространства при анализе траекторий
позволяет определять величину свободной энергии
Гиббса. В опубликованных ранее работах показана
принципиальная возможность достижения экспе-
риментальной точности (~1 ккал/моль). Применяя
метод зонтичной выборки (umbrella sampling) при
использовании в качестве координаты расстоя-
ния между концами шпилечной структуры РНК,
а также метод анализа взвешенных гистограмм
(WHAM), L. Smith и др. [58] получили высокую
согласованность экспериментальных и расчет-
ных величин свободной энергии. Главный недо-
статок такого подхода заключается в необходимо-
сти получения чрезвычайно длительной МД-тра-
ектории ‒ около 200 мкс. Более экономичной
может быть комбинация методов алхимических
превращений и обмена репликами. В этом случае
установлено, что при замене одного основания на
другое, того же класса (пуринового или пирими-
динового), в РНК-дуплексе размером 6 п.о. точ-
ность расчета энергии, связанной с однонуклео-
тидной заменой, составляет 0.55 ккал/моль [22];
при этом продолжительность МД-траектории не-
большая ‒ порядка 1 мкс, что на порядок больше,
чем в предлагаемом нами подходе.

Методы МД применяют не только для анализа
структуры и гибридизационных свойств натив-
ных олигонуклеотидов, но и для их аналогов и
производных ‒ с целью установления их возмож-
ной пространственной структуры, влияния моди-
фикаций на термостабильность комплексов с НК
и причин наблюдаемых физико-химических и
молекулярно-биологических эффектов. Для рас-
чета энергии формирования модифицированных
комплексов рассматривали замкнутые НК (LNA)
[59], пептидил-НК (PNA) [35], 2′-O-Me-произ-
водные РНК [34], глицин-морфолиновые анало-
ги [32] и фосфорилгуанидиновые олигонуклеоти-
ды [33]. Применяли различные подходы, среди ко-
торых наиболее распространен использованный и
нами метод MMPB(GB)SA. В большинстве случаев
показана корреляция рассчитанных энергий с

экспериментальными характеристиками термо-
стабильности: энтальпией, свободной энергией
Гиббса комплексообразования или температурой
плавления. Однако количественного согласования
расчетных значений энергий с наблюдаемыми экс-
периментально при использовании большинства
подходов не наблюдается. Это дополнительно усу-
губляется тем, что обычно анализируют неболь-
шое число комплексов близкой длины и/или GC-
состава. В совокупности полученные данные сви-
детельствует о невозможности количественного
сопоставления энергии Гиббса формирования
разных типов комплексов, например олигонук-
леотидов с измененной химической структурой,
при использовании методов классической МД и
методов MMPB(GB)SA для расчета энтальпии и
Q-Harm или NMA для расчета энтропии ком-
плексообразования. Проведенные нами иссле-
дования показывают возможность количествен-
ного сопоставления энтальпии формирования
РНК/РНК-, ДНК/РНК- и ДНК/ДНК-комплек-
сов. Справедливо ли это утверждение для произ-
водных НК, можно будет понять по результатам
анализа набора их комплексов, различной длины
и GC-состава, с применением предложенного на-
ми подхода.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В проведенном исследовании проанализиро-

вана возможность использования метода МД
для прогнозирования величины энергии форми-
рования НК-дуплексов. Для расчета энтальпии
комплексообразования использованы методы
MMPBSA и MMGBSA, а энтропии – Q-Harm и
NMA. Анализ проводили, используя только МД-
траекторию НК-дуплекса или три траектории
(двухцепоченого состояния и одноцепочечных оли-
гонуклеотидов). Величину энергии Гиббса форми-
рования дуплексов оценивали, используя комбина-
ции величин энтропии и энтальпии, определенных
разными методами в рамках одно- или трехтраек-
торного подходов. В ряде случаев полученные дан-
ные характеризовались высоким значением коэф-
фициента корреляции экспериментальных и рас-
считанных величин.

На основании полученных результатов можно
сделать вывод, что количественный расчет энталь-
пии комплексообразования допустимо проводить
для РНК/РНК-, ДНК/РНК- и ДНК/ДНК-ком-
плексов, используя метод MMGBSA в однотраек-
торном приближении с применением линейной
эмпирической корректировки. Получаемая таким
способом величина энтальпии с точностью 8.6%
совпадает с экспериментальной. Значения энтро-
пии и свободной энергии Гиббса можно сравни-
вать количественно только в рамках одного типа
комплексов. В этом случае однотраекторный под-
ход и комбинация методов MMGBSA и Q-Harm
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дают наибольшую точность: в среднем 8.2 и 9.3%
соответственно для РНК/РНК- и ДНК/РНК-дуп-
лексов ‒ с учетом линейной поправки для каждого
типа комплекса. Использование двух этих спосо-
бов расчета наиболее вычислительно эффективно
и дает точную количественную оценку термодина-
мических параметров комплексообразования.

Для распространения предлагаемого подхода
на аналоги или производные НК необходимо до-
стоверно рассчитать структуру олигомеров и их
комплексов с НК. Как только такие структуры
или ансамбли структур будут найдены, метод
можно использовать для быстрой оценки гибри-
дизационной способности производных НК. Ра-
нее, на глицин-морфолиновых олигомерах [32]
и отдельных фосфорилгуанидиновых олигонук-
леотидах [33], нами показано, что рассчитанные
предлагаемым методом энтальпии комплексо-
образования близки экспериментально опреде-
ленным значениям. Однако для количественной
оценки достоверности предлагаемого метода не-
обходимы дополнительные исследования на на-
боре олигомеров различной длины и GC-состава.

Для количественного расчета энтальпии фор-
мирования дуплексов можно рекомендовать ме-
тод MMGBSA с анализом траектории дуплексной
структуры ‒ как эффективный и не слишком вре-
мязатратный. В перспективе предложенные нами
подходы могут быть также распространены на
аналоги и производные нуклеиновых кислот, что
даст принципиальную возможность перейти к ра-
циональному дизайну новых типов соединений.
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CALCULATION OF RNA/RNA AND DNA/RNA DUPLEXES FORMATION 
ENERGY BASED ON MOLECULAR DYNAMICS SIMULATION

V. M. Golyshev1, 2, D. V. Pyshnyi1, 2, and A. A. Lomzov1, 2, *
1Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch,

Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia
2Novosibirsk State University, Novosibirsk, 630090 Russia

*e-mail: lomzov@niboch.nsc.ru

The development of approaches for predictive calculation of hybridization properties of various nucleic acid
derivatives (NA) is the basis for the rational design of constructs based on them. Modern advances in com-
puter modeling methods indicate the possibility of such calculations. In this study, we have analyzed the pos-
sibility of calculating the energy of DNA/RNA and RNA/RNA duplexes using representative sets of com-
plexes (65 and 75 complexes). We used the classical molecular dynamics (MD) method, the MMPBSA or
MMGBSA approaches to calculate the enthalpy (ΔH°) component and the quasi-harmonic approximation
(Q-Harm) or the normal vibration mode analysis (NMA) method to calculate the entropic (ΔS°) impact into
the Gibbs energy ( ) of NA complexes formation. We found that using the MMGBSA method in the
analysis of the MD trajectory of only the NA duplex and taking into account the empirical linear approxima-
tion, it is possible to calculate the enthalpy of formation of DNA, RNA, and hybrid duplexes of various length
and GC-content with an accuracy of 8.6%. Within each type of complexes, the combination of rather effi-
cient MMGBSA and Q-Harm approaches, applied to the trajectory of only the bimolecular complex, makes
it possible to calculate the  of duplex formation with a 10% error value. The information obtained during
the data analysis indicate the possibility of extending the considered approach to analogs and derivatives of
nucleic acids. In the future, this will give a fundamental opportunity to perform a rational design of new types
of NA-directed sequence-specific compounds.

Keywords: thermal stability, hybridization, molecular dynamics, DNA/RNA, RNA/RNA, duplexes, molecular
dynamics, MMGBSA, MMPBSA, oligonucleotides
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Количественная полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) служит ос-
новным методом в количественном определении микроРНК. Обычно данные количественной ОТ-
ПЦР нормализуют по референсным генам. Хотя микроРНК используют в диагностике и определе-
нии подтипов рака молочной железы (РМЖ), в различных исследованиях показано нарушение их
регуляции при раке, из чего следует сделать вывод о некорректности использования микроРНК в
качестве референсных генов. В обзоре проанализирован профиль экспрессии микроРНК miR-16 и
предложены подходы к нормализации данных количественной ОТ-ПЦР при РМЖ. С использова-
нием данных в выбранных рецензируемых работах определена разница в уровнях содержания miR-
16 между пациентами с РМЖ и здоровыми людьми из контрольной группы, рассчитана стандарти-
зированная разность средних (SMD) и применен тест χ2. Полученные значения: отрицательное для
SMD (‒0.56) и 62.62 (p-value = 0.05) для χ2 ‒ показатели дерегуляции экспрессии miR-16 при РМЖ.
Высокая вариабельность значений стабильности (SV) при оценке уровней miR-16 подтвердила не-
корректность ее использования в качестве референсного гена при РМЖ. Комбинация miR-16 и
miR-425 охарактеризована как более надежный эндогенный контроль.

Ключевые слова: рак молочной железы, miR-16, внутренний контроль, гены комбинированного
контроля
DOI: 10.31857/S0026898421060136

ВВЕДЕНИЕ
За последние несколько лет среди всех онко-

логических заболеваний рак молочной железы
(РМЖ) занимает второе место как ведущая при-
чина женской смертности. Показатель смертно-
сти женщин от РМЖ составляет примерно 1 : 38
(2.6%) [1]. Вероятность того, что у женщины бу-
дет диагностирован РМЖ, составляет 1 : 8 (13%),
а каждая 39 женщина (3%) умирает от этого забо-
левания [2]. Несмотря на то, что за последние де-
сятилетия общий процент женщин с РМЖ не из-
менился, среди афроамериканок, азиаток и жен-
щин тихоокеанского региона этот показатель
вырос [3]. Усовершенствование методов ранней
диагностики РМЖ позволит оптимизировать
стратегии лечения этого заболевания. Считается,

что уровни определенных микроРНК могут быть
использованы в качестве биомаркеров для ран-
ней диагностике РМЖ.

История микроРНК началась в 1993 г., когда
она была впервые обнаружена как часть группы
регуляторных генов у Caenorhabditis elegans (см.
обзор [4]). В дальнейших исследованиях показа-
ли, что первичные микроРНК транскрибируют-
ся с последовательностей ДНК в ядре, а затем
процессируются в предшественники и зрелые
микроРНК. Зрелые варианты микроРНК пред-
ставляют собой короткие некодирующие одноце-
почечные последовательности РНК, обычно дли-
ной 19–23 нуклеотида. Выполняя регуляторную
функцию, они связываются с РНК-индуцируе-
мым комплексом сайленсинга (RISC) [5]. Связы-

1 Статья представлена авторами на английском языке.
Сокращения: РМЖ – рак молочной железы; SMD (Standard Mean Difference) – стандартизированная разница средних;
I2 (Inter-study heterogeneity) – неоднородность между исследованиями; SV (Stability Value) – значение стабильности;
Cq (Quantitative Cycle) – пороговый цикл; 3'-UTR (3'-untranslated region) – 3'-нетранслируемая область.

УДК 577.29:577.218
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ваясь с 3'-нетранслируемой областью (3'-UTR)
определенных мРНК, комплекс вызывает либо ее
деградацию мРНК, либо ингибирование трансля-
ции. Одна микроРНК может привести к инакти-
вации сотен генов. Они регулируют клеточную
пролиферацию, дифференцировку, апоптоз и об-
мен глюкозы, холестерина и железа [4].

Поскольку микроРНК играют важную роль в
нормальном развитии животных, нарушение их
экспрессии “открывает окно” в патофизиологию
многих заболеваний человека, в том числе онколо-
гических [6]. В большинстве исследованных зло-
качественных опухолей обнаружено изменение
профилей экспрессии микроРНК по сравнению
теми же тканями здоровых людей, что позволяет
считать микроРНК потенциальными биомаркера-
ми для диагностики рака, прогноза течения и оп-
тимизации схем лечения онкологических больных
[6]. Так, первое сообщение о роли микроРНК в
канцерогене относится к открытию потери гена
miR-15a/16-1 при B-клеточном хроническом лей-
козе [6].

Возможность использования микроРНК при
изучении рака и, конечно РМЖ, зависит от на-
дежности количественной оценки их экспрессии.
Методы детекции микроРНК включают нозерн-
блоттинг [7], проточную цитометрию с использо-
ванием гранул [8] и технологию микрочипов [9].
Количественная ПЦР с обратной транскрипцией
(ОТ-ПЦР) стала наиболее широко используемой
технологией для количественной оценки мик-
роРНК, благодаря высокой чувствительности,
широкому динамическому диапазону и низким
требованиям к матрице [10].

Независимо от используемого метода, норма-
лизация данных – ключевой этап к получению
точной и надежной количественной оценки уров-
ня экспрессии генов [11]. Вариации, включая раз-
личия в количестве исходного образца, извлече-
нии РНК, целостности РНК и эффективности
синтеза кДНК, неизбежно возникают в ходе мно-
гостадийного процесса количественной ОТ-ПЦР
[11]. Использование внутренних референсных ге-
нов считается наиболее предпочтительным подхо-
дом к нормализации данных [12, 13]. Эти целевые
последовательности должны иметь одинаковые
вариации в процессе количественной оценки.
Следовательно, успех количественного анализа
определяется выбором адекватного контрольного
гена [11].

miR-16 широко используют в качестве рефе-
ренсного гена в исследованиях рака, включая
РМЖ. Однако экспрессия этой микроРНК нару-
шается при различных типах рака. В miR16 9-нук-
леотидная якорная область нацелена на 3'-UTR
различных генов, включая антиапоптотический
белок BCL2. Кроме того, гены, вовлеченные в кон-
троль перехода между G1/S-фазами клеточного

цикла, такие как CCND1 (циклин D1), CCND3
(циклин D3), CCNE1 (циклин E1) и CDK6 (цик-
линзависимая киназа 6) [14, 15], и гены сигналь-
ного пути Wnt, например WNT3A [15], также слу-
жат мишенями miR-16. Следовательно, miR-16
регулирует клеточный цикл, стимулирует апо-
птоз клеток и подавляет их туморогенез [16].

Во многих исследованиях выявлена высокая
стабильность уровня miR-16 при различных ви-
дах онкологических и других заболеваний, что
позволяет рассматривать ее в качестве возможной
референсной микроРНК. Однако miR-16 исполь-
зуется также и в качестве биомаркера для диагно-
стики различных злокачественных опухолей че-
ловека. Следовательно, есть противоречие и его
необходимо разрешить.

В обзоре на основании анализа опубликован-
ных в научной литературе данных подробно рас-
смотрен профиль экспрессии miR-16 при РМЖ,
оценена его пригодность для использования в ка-
честве внутреннего контроля для нормализации
результатов количественной ПЦР и предложен
возможный подход к нормализации данных с ис-
пользованием референсных генов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Поиск публикаций. Поиск работ, опубликован-

ных до 2020 года, проводили в базах данных
PubMed, Embase и ScienceDirect с использовани-
ем следующих ключевых слов: “microRNA 16” OR
“miRNA-16” OR “mir-16” OR “mir16” AND “ex-
pression” OR “reference gene” OR “control gene”
OR “internal control” OR “housekeeping” OR “de-
regulation” OR “biomarker” AND “breast cancer”
OR “breast neoplasm”. Последний поиск проводи-
ли 11 апреля 2020 года.

Критерии включения и исключения. Исследова-
ния, включенные в мета-анализ, удовлетворяли
следующим критериям: (1) оценка экспрессии
miR-16 при РМЖ; (2) дизайн эксперимента по типу
опыт-контроль; (3) описаны на английском языке;
(4) наличие размера выборки и (AND) значения Cq
или (OR) значения стабильности. Исследования
исключали из анализа по следующим критериям:
(1) обзорная статья, мета-анализ, реферат или ма-
териалы конференции; (2) дублированные пуб-
ликации; (3) исследования на животных; (4) ис-
следования без схемы опыт-контроль; oценка
BIOCROSS меньше 7.

Сбор данных. Данные извлекали из каждого
подходящего исследования и проверяли вручную.
Затем для каждого подходящего исследования за-
писывали следующие элементы: первый автор,
год публикации, страна, этническая принадлеж-
ность, размер выборки и средний возраст субъек-
тов в опытной и контрольной группах, тип злока-
чественной опухоли, источник контрольных об-
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разцов, значение Cq или показатели стабильности
в случае опытной и контрольной групп.

Оценка качества. Контрольный список вопро-
сов BIOCROSS применяли при оценке качества
каждого исследования, включенного в мета-ана-
лиз. BIOCROSS ‒ это метод выбора при проверке
качества перекрестных исследований биомарке-
ров [17]. В связи с тем, что в анализ вошли также
исследования по эндогенному контролю, ко всем
видам перекрестных анализов применяли только
первые семь пунктов опросника. Учитывали три
“проблемы при рассмотрении” (IC). При нали-
чии всех трех исследование получало оценку “2”;
если одна или две проблемы не рассматривались,
выставляли оценку “1”, а при отсутствии упоми-
нания каких-либо проблем ‒ оценку “0”. Таким
образом, работа могла получить максимальную
оценку 14 баллов.

Статистический анализ. Уровень экспрессии
miR-16 в обозначениях Cq, стандартного откло-
нения и размера выборки получали и использова-
ли при определении различий между пациентами
с РМЖ (опытная группа) и без (контрольная
группа). Модель случайных эффектов с обратной
дисперсией применяли при определении стандар-
тизированной разницы средних (SMD) и значения
критерия χ2, а неоднородность между исследова-
ниями выявляли с помощью статистики I2. Все ста-
тистические анализы выполняли с использовани-
ем программного обеспечения RevMan v5.3 (The
Nordic Cochrane Center, The Cochrane Collaboration,
2014; Великобритания) и программного обеспече-
ния Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристики отобранных исследований

Подходящие исследования отбирали по схеме,
представленной на рис. 1. По заголовкам и анно-
тациям из различных источников данных обнару-
жили в общей сложности 350 статей. Далее ис-
ключили 296 статей, так как они не соответство-
вали критериям: 121 статья оказалась дубликатом,
65 статей рефератами, 2 статьи мета-анализом, 31
обзорными статьями, 9 статей были связаны с ис-
следованием других заболеваний, в 47 статьях
рассматривали другие микроРНК и еще в 21 ста-
тье исследование не проводилось по схеме опыт-
контроль. Оставшиеся 54 работы изучали деталь-
но, после чего еще 35 публикаций исключили, так
как содержащихся в них данных было недоста-
точно. В итоге до финала “дошло” 19 работ [14, 15,
18‒34].

miR-16 в качестве референсного гена
в исследованиях РМЖ

miR-16 рекомендуется в качестве подходящего
референсного гена в различных исследованиях
РМЖ, так как экспрессия этой микроРНК ста-
бильна и не различается между раковыми и нор-
мальными клетками [14]. В общей сложности в 8
работах, рассмотренных в этом обзоре, использо-
вали miR-16 в таком формате (табл. 1).

В исследовании Davoren и соавт. [14] 2008 года
miR-16 идентифицирована как единственная
наиболее стабильно экспрессируемая микроРНК ‒
с M-значением GeNorm 1.191. miR-16 также вы-
брана из 15 наиболее стабильно экспрессируемых
микроРНК в 40 типах нормальных тканей челове-
ка [14]. Более того, экспрессия miR-16 не разли-
чается в клетках первичной опухоли и ее метаста-
зов [23]. Сообщалось, что уровень экспрессии и
воспроизводимость его оценки для miR-16 ста-
бильны в 226 образцах периферической крови
[19]. В 2013 McDermott и др. [15] сравнили ис-
пользование miR-16 в качестве эндогенного кон-
троля с другими кандидатами, включая U6 ‒ об-
щий эндогенный контроль при РМЖ. Авторы
выявили значительные колебания в уровнях со-
держания U6, в то время как содержание miR-16
оставалось относительно стабильным. Уровни
большинства сывороточных микроРНК изменя-
лись после многократного замораживания и отта-
ивания; в то время как miR-16 не изменялся [21].
В другом исследовании [22] для четырех РНК:
miR-16, miR-223, miR-let-7a и RNU6B, ‒ часто
используемых в качестве контролей, определены
уровни экспрессии в образцах РМЖ. Установле-
но, что let-7a и RNU6B не соответствуют крите-
риям референсной РНК, тогда как для miR-16 об-
наружен высокий уровень экспрессии и высокая
стабильность.

В шести работах приведены значения стабиль-
ности (SV) miR-16 с использованием программ-
ного обеспечения NormFinder, которое позволяет
напрямую оценивать систематическую ошибку,
вносимую при использовании исследуемого гена
при нормализации данных. Эта программа учиты-
вает внутри- и межгрупповые различия и по полу-
ченному значению стабильности определяет наи-
лучшее сочетание двух генов. Чем ниже SV, тем бо-
лее стабилен паттерн экспрессии референсного
гена. Хотя во всех этих работах получены неболь-
шие значения SV для miR-16, необходимо было
оценить вариативность данных. По результатам,
полученным в шести выбранных исследованиях,
построили график для определения среднего и
стандартного отклонения SV miR-16 (рис. 2). Уста-
новлено, что различия по стандартному отклоне-
нию составили 0.479, что составляло 71% от сред-
него значения (0.6776). В каждом отдельном ис-
следовании уровень miR-16 был стабилен, однако
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Рис. 1. Блок-схема определения подходящих исследований для мета-анализа экспрессии miR-16 при РМЖ. В ходе по-
иска в базах данных и других источниках изначально обнаружили 350 статей. Затем в процессе отбора по различным
критериям исключили 331 статью. В итоге мета-анализ выполнен на наборе из 19 статей.
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поиском в Google scholar

(n = 64)

Число статей после удаления
дубликатов (n = 229)

Просмотр названия
и аннотаций (n = 229)

Статей исключено (n = 175)

• Аннотации конференций (65)

• Мета-анализ (2)

• Обзорные статьи (31)

• Другие заболевания (9)

• Другие miRNA (47)

• Нет схемы опыт-контроль (21)

Статьи оценены
на соответствие (n = 54)

Число исключенных статей
(n = 35)

Недостаточно данных (35)

Число статей, включенных
в мета-анализ (n = 19)

Исключено по критерию
оценки BIOCROSS (n = 0)

Меньше, чем 7 (0)

8 статей про нарушение экспрессии
miR-16 при раке молочной железы

8 статей про использование miR-16
в качестве референсного гена

7 статей предлагают иные способы
нормализации данных

при их сравнении для разных исследований раз-
личия были значительными.

Регуляция miR-16 нарушена при РМЖ
Изменение экспрессии miR-16 ясно наблюда-

ли во многих исследованиях различных типов ра-
ка, а также в исследованиях неопухолевых забо-
леваний. РМЖ ‒ одно из самых распространен-
ных онкологических заболеваний с нарушенной
регуляцией miR-16. В рассматриваемых далее
восьми работах проанализированы связанные с
раком паттерны экспрессии miR-16 (табл. 2).

В целом, уровень содержания miR-16 значи-
тельно повышен у пациентов с РМЖ по сравне-
нию со здоровыми людьми. У пациентов с РМЖ,
позитивным на рецепторы эстрогенов (ER+) и
прогестерона (PR+), по сравнению с пациентами
с ER‒, PR‒ и трижды негативным РМЖ (TNBC),
уровни экзосомной miR-16 повышены [18]. На
уровень miR-16 у пациентов с РМЖ влияют ста-
дии заболевания. Так, у пациентов с инвазивной

внутрипротоковой карциномой III стадии реги-
стрировали повышенную экспрессию miR-16 [25].
Показано, что уровень этой микроРНК значи-
тельно увеличивается у пациентов, не имеющих
метастазов, и снижается до нормального уровня
при появлении метастазов в лимфатических узлах.
В отличие от других проверенных микроРНК, хи-
миотерапия не влияла на уровень miR-16 в плазме
пациентов с РМЖ [30]. В одном из исследований,
проведенном с использованием 30 образцов плаз-
мы, показано, что уровень miR-16 не зависит от
пола [27]. Интересно, что H. Appaiah и др. [29]
еще в 2011 году обнаружили значительное повы-
шение содержания miR-16 в сыворотке реконва-
лесцентов, у которых ранее был диагностирован
РМЖ, по сравнению со здоровыми индивидами.
Повышенный уровень miR-16 наблюдали также у
пациентов с активным метастатическим процес-
сом [29]. Кроме того, показано нарушение регу-
ляции miR-16 при TNBC. На основании этих дан-
ных можно говорить о возможной связи между
низким уровнем miR-16 и опухолевой нагрузкой,
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что в перспективе можно использовать в качестве

диагностического маркера TNBC. Также в плазме

прооперированных пациентов в значительной

степени восстанавливается уровень miR-16 [26].

Есть сообщения об изменении паттерна экс-

прессии miR-16 при РМЖ. Модель случайных

эффектов с обратной дисперсией (с использова-

нием значения Cq, стандартного отклонения и

Таблица 1. Основные характеристики работ, использующих MIR16 в качестве референсного гена при РМЖ

a Идентификатор исследования (ссылка). b Не анализировали (здесь и далее).

IDa Страна

Этническая 

принад-

лежность

Размер 

выборки

Средний 

возраст Тип 

рака
Контроль

Экспрессия 

miR-16
Образец

Оценка 

BIOCROSS
опыт

конт-

роль
опыт

конт-

роль

 [14] Ирландия Европейская 31 5 NAb РМЖ
Здоровые 

ткани
Без отличий Ткань 6

 [15] Ирландия Европейская 50 30 56.17 49.65 РМЖ
Здоровые 

люди
Без отличий Кровь 9

 [19] Ирландия Европейская 83 63 55.1 52.1 РМЖ
Здоровые 

люди
Без отличий Кровь 9

 [20] Америка

Европейская, 

Африкан-

ская, Амери-

канская

13 8 NA РМЖ
Здоровые 

люди
Без отличий Кровь 6

 [21] Китай Азиатская 30 20 56 53 РМЖ
Здоровые 

люди
Без отличий

Сыво-

ротка
8

 [22] Китай Азиатская 21 30 41 55 РМЖ
Здоровые 

люди
Без отличий Кровь 9

 [23] Австрия Европейская 16 41
Одинако-

вый

Мета-

стазы

Первичная 

опухоль
Без отличий Ткань 6

 [24] Америка Европейская 10 12
Одинако-

вый
РМЖ

Люди без 

опухолей
Без отличий

Плазма 

крови
6

Рис. 2. Расчет среднего и стандартного отклонений по значениям SV для miR-16, полученным из 6 отобранных работ.
Среднее значение и стандартное отклонение SV были рассчитаны и представлены на графике в виде числа над каждой по-
лосой. Полоса “Всего” отображает среднее значение и стандартное отклонение “по всем исследованиям” (0.6776 ± 0.479).
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размера выборки) использована при определении

значения SMD и критерия χ2. SMD иногда ис-
пользуют как синоним термина “размер эффек-
та”. Как правило, лекарственное средство срав-
нивают с плацебо или другим активным лекар-
ственным препаратом. Нулевое значение SMD
означает, что эффект нового препарата и плацебо
эквивалентен. Если улучшение связано с более
высокими баллами по определению исхода, SMD
больше нуля указывает на степень эффективно-
сти лекарственного средства по сравнению с пла-
цебо, а SMD меньше нуля указывает на степень, в
которой лечение менее эффективно, чем плацебо

[35]. Кроме того, критерий χ2 применяется при
проверке различий между классами в популяции.

Если наблюдаемая статистика критерия χ2 пре-
вышает критическое значение, нулевая гипотеза
будет отклонена, что означает наличие различия
между исследуемыми группами.

Среднее значение SMD ‒0.52 [‒1.25, 0.22]
означает, что существует значимая разница в
уровнях экспрессии miR-16 между образцами па-
циентов с РМЖ и контрольными образцами здо-

ровых людей. С точки зрения критерия χ2, полу-
ченное значение F составляет 62.62, что больше
критического, равного 12.59 (степень свободы
(DF) = 6, p-value = 0.05), а p-value ‒ менее 0.00001
(табл. 3). Полученные данные подтверждают, что
существует статистически значимая разница в
уровне экспрессии miR-16 между пациентами с
РМЖ и здоровыми людьми. Следовательно, при
РМЖ, действительно, нарушена регуляция miR-16,
а значит ее уровень нельзя использовать в каче-
стве референсного при этом типе рака.

Поиск других возможных эндогенных контролей

Помимо дерегуляции miR-16 при РМЖ есть и
другие факты, указывающие на то, что miR-16 не
подходит в качестве референсного гена. Эритро-
циты – это неиссякаемый источник miR-16. Не-
осторожная экстракция ведет к их гемолизу, что
приводит к искусственному повышению уровня
miR-16 в плазме [36]. McDonald др. [37] сообщали
о том, что уровень циркулирующей эндогенной
miR-16 выше в образцах плазмы, чем в образцах
сыворотки, из-за гемолиза, что приводит к увели-
чению величины Cq на 1‒2 (т.е. соответствует
увеличению числа копий в 2‒4 раза). Это значит,
что при использовании эндогенной miR-16 в ка-
честве внутреннего контроля могут возникать
ошибки при нормализации данных. Таким обра-
зом, эту микроРНК нельзя рассматривать в каче-
стве идеального внутреннего контроля без стро-
гого мониторинга гемолиза [34].

Shen и др. [32] исследовали возможность ис-
пользования пяти микроРНК: miR-93, miR-103,
miR-191, miR-423-3p и miR-425 ‒ в качестве воз-

можных референсных микроРНК при нормали-
зации данных. Оказалось, что miR-93 экспресси-
руется наиболее стабильно и поэтому была вы-
брана в качестве референсной микроРНК. Ранее
Stückrath и др. [30] показали, что экспрессия miR-
16 аберрантна и поэтому в качестве референса для
нормализации данных количественной ОТ-ПЦР
выбрали miR-1207. Выбор был обусловлен тем,
что для этой микроРНК был зарегистрирован
стабильный уровень экспрессии с отсутствием
различий между всеми сравниваемыми группами,
а также наименьший коэффициент вариаций в
популяциях. Однако в других исследованиях со-
общалось о нарушение регуляции обеих мик-
роРНК [18, 38]. Таким образом, выбор гена “до-
машнего хозяйства” для использования в каче-
стве референсного при нормализации данных ‒
задача не из легких.

Необходим более точный подход при норма-
лизации данных количественной ОТ-ПЦР. В це-
лях повышения точности анализа предложено
использовать комбинацию референсных генов
(табл. 4). McDermott и др. [15] еще в 2013 году
установили, что комбинация из двух микроРНК:
miR-16 и miR-425 ‒ в качестве эндогенного кон-
троля дает более точные и надежные результаты,
чем любые методы, использующие микроРНК
или U6 по отдельности. Использование этого
подхода позволило выявить паттерн дерегуляции
целевых микроРНК, дифференциально экспрес-
сирующихся при раке и в контроле, в образцах
крови человека [16]. miR-16 продолжают исполь-
зовать в сочетании с другими микроРНК, как на-
пример в исследовании Davoren и др. [14], где на
основании результатов NormFinder указали на
let-7a и miR-16 как наиболее стабильную пару эн-
догенных контролей.

Raychaudhuri и др. [33] проанализировали воз-
можные референсные гены в различных образцах
первичного РМЖ и метастазов в лимфатические
узлы, используя miR-16, let-7a, U48, U44 ‒ как
по-отдельности, так и в различных комбинациях
пар микроРНК. Они установили, что комбина-

Таблица 3. Значения SMD и тест χ2 по результатам вы-
бранных исследований

Номер
Исследо-

вание
Вес, % SMD (95% CI)

1 [16] 15.4 ‒0.14 [‒0.59, 0.32]

2 [18] 15.7 ‒0.53 [‒0.90, ‒0.18]

3 [20] 13.2 0.16 [‒0.72, 1.05]

4 [22] 14.9 0.33 [‒0.23, 0.90]

5 [24] 13.5 ‒0.09 [‒0.93, 0.75]

6 [25] 12.7 ‒3.92 [‒4.90, ‒2.94]

7 [29] 14.5 0.15 [‒0.45, 0.79]
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ция U48 и let-7a имеет самое низкое значение ста-
бильности: SV = 0.21. В экспериментах Hu и со-
авт. [31] лучшей комбинацией в качестве эндо-
генного контроля при детекции сывороточной
микроРНК, по крайней мере для наиболее рас-
пространенных видов рака, оказалась пара
miR-484 и miR-191; а Zhang и соавт. [34] выявили
самую высокую стабильность в комбинация
miR-103a и miR-132.

Сравнение miR-16 и новых комбинаций кон-
трольных генов проводили путем вычисления SV
(рис. 3). Сочетание miR-16 с другими контроль-
ными генами позволяет снизить SV. Например,
SV для miR-16 и miR-425, рассчитанное Davoren
и др. [14], составило 0.185, что на 85% ниже, чем
для только miR-16. Сочетание miR-16 с let-7a так-
же снижало SV до 0.221, или на 42% по сравнению
с использованием только miR-16 [15]. В других ис-
следованиях [31, 33] использовали другие комби-
нации, включая U48 и let 7a, miR-484 и miR-191, а
также miR-103a и miR-132. Во всех случаях полу-
ченные значения SV были ниже, чем для одной
miR-16.

Источники неоднородности результатов

Тест на неоднородность результатов использу-

ет статистику I2, которая количественно опреде-
ляет величину дисперсии и показывает, в какой
степени результаты исследований согласованы

(диапазон от 0 до 100%). Разброс значений I2 не

зависит от размера выборки и от числа анализи-

руемых при мета-анализе работ. Статистика I2

описывает процент изменчивости при оценке эф-
фекта, которая связана с неоднородностью, а не
с ошибкой создания выборки [39]. Низкое зна-
чение p свидетельствует о неоднородности эф-
фектов медицинского вмешательства. Чем выше

значение I2, тем выше степень неоднородности
результатов анализа. Как следует из данных,

представленных в табл. 3, высокое значение I2

(90%) указывает на высокую неоднородность ре-
зультатов выполненного мета-анализа.

Исследования, включенные в обзор, различа-
лись по многим аспектам. Первая причина может
быть связана с различиями в методах измерения
уровня содержания miR-16. В большинстве ис-
следований использовали образцы плазмы/сыво-
ротки крови, а в других микроРНК выделяли из
образцов тканей. Стадии РМЖ также могут быть
источником неоднородности. Образцы получены
на разных стадиях РМЖ, которые, как установле-
но ранее, имеют разные паттерны микроРНК. В
большинстве работ отсутствует информация о
предыстории лечении и времени последующего
наблюдения. Результаты этих исследований были
представлены различными способами. В некото-
рых работах приведены значения Ct и стандартно-

го отклонения (SD), а в других использована крат-
ность изменений или результаты представлены в
терминах квартильного диапазона, что усложняет
вычисление Ct в ходе мета-анализа.

Рис. 3. Сравнение величины SV для miR-16 и для сочетаний референс-генов. Стабильность уровня miR-16 сравнивали
со стабильностью уровней комбинированных контрольных генов по значению SV. Для miR-16 величина SV везде вы-
ше, а значит стабильность ниже, чем для комбинаций генов.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В проведенном исследовании дано общее
представление о характере экспрессии miR-16 и
проанализирована возможность использовать эту
микроРНК в качестве эндогенного контроля при
РМЖ. Хотя в различных исследованиях miR-16
использована для нормализации данных количе-
ственной ОТ-ПЦР, выяснилось, что при РМЖ ее
экспрессия нарушается. Кроме того, поскольку
miR-16, скорее всего, высвобождается из эритро-
цитов посредством гемолиза, уровни ее содержа-
ния в плазме могут быть искусственно завышены
во время выделения. Объединение нескольких
микроРНК на одной панели может стать полез-
ным инструментом в таких экспериментах ‒ как
например, комбинация miR-16 и miR-425, кото-
рую использовали Mcdermott и соавт. [15]. Точ-
ность этого комбинированного эндогенного кон-
троля показана впоследствии в исследованиях
других авторов. Задача найти идеальный ген “до-
машнего хозяйства” в качестве внутреннего кон-
троля может быть нерешаемой, однако стратегия
комбинированного эндогенного контроля позво-
ляет повысить точность анализа количественной
ОТ-ПЦР при диагностике РМЖ.
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miRNA-16 AS AN INTERNAL CONTROL IN BREAST CANCER STUDIES:
A SYSTEMATIC REVIEW AND META-ANALYSIS
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Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) is a method of choice for quan-
tifying micro RNAs (miRNAs). Typically, RT-qPCR data are normalized to reference genes. While miRNAs
are used for diagnosing and subtyping breast cancer, various studies show their deregulation in this condition,
thus, undermining miRNAs’ utility as a reference. This review examines the expression pattern of miR-16
and suggests normalization approaches for breast cancer. We analyzed the data from selected peer-reviewed
studies to calculate the standardized mean difference (SMD) with subsequent Chi-square testing and identi-
fied the difference in miR-16 expression between breast cancer patients and healthy controls. With a negative
SMD value of ‒0.56 and Chi-square of 62.62 (p-value = 0.05), the deregulation of miR-16 in breast cancer
was confirmed. High variance in the stability value (SV) of miR-16 expression levels confirmed its inappro-
priateness as a control gene in breast cancer. The combination of miR-16 and miR-425 was confirmed as an
accurate endogenous control.

Keywords: breast cancer, miR-16, internal control, combined control genes


