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Изучение геномов растений имеет огромное значение для фундаментальных изысканий и практи-
ческой селекции. В 1977 году Ф. Сэнгером предложен метод секвенирования ДНК, позволивший
установить полные нуклеотидные последовательности ряда геномов. Затем появились высокопро-
изводительные и экономически эффективные методы секвенирования нового/второго поколения,
генерирующие до миллиардов коротких прочтений, что сделало возможным секвенирование гено-
мов значительного числа видов и обеспечило прорыв в генетических исследованиях растений. На-
конец, были разработаны технологии секвенирования третьего поколения, определяющие после-
довательности единичных молекул длиной до миллиона нуклеотидов, что имеет ключевое значение
для получения высококачественных сборок геномов. Актуальной задачей является создание панге-
нома, включающего всю совокупность нуклеотидных последовательностей, представленных в раз-
личных генотипах одного вида. Секвенирование геномов растений позволило оценить внутривидо-
вой полиморфизм, идентифицировать ключевые гены, влияющие на формирование значимых
свойств, разработать молекулярные маркеры хозяйственно ценных признаков и стало основой для
развития маркер-ориентированной и геномной селекции. В данном обзоре представлена информа-
ция о последних достижениях в области технологий секвенирования и сборки геномов растений, а
также возможностей, которые они открывают для фундаментальных и прикладных работ.
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ВВЕДЕНИЕ

Растения ‒ основные производители органиче-
ских соединений и кислорода, они обеспечивают
существование жизни на нашей планете и исполь-
зуются человеком для получения пищи, одежды,
стройматериалов, топлива, лекарств и промыш-
ленного сырья [1]. За миллионы лет сформирова-
лось огромное разнообразие видов растений, лишь
немногие из которых активно возделываются чело-
веком, однако значительно большее число видов
играют важную роль в природных экосистемах и
могут быть полезны человеку в будущем [2]. На-
правленный отбор ценных генотипов, а затем и на-
учно обоснованная селекция позволили создать
высокопродуктивные сорта растений, без которых
сложно представить существование человечества.
Изменения климата и рост населения Земли требу-
ют интенсификации сельскохозяйственного про-
изводства, однако при этом необходимо сохранить
биологическое разнообразие, что невозможно без
разработки новых подходов к обеспечению баланса
между удовлетворением потребностей человече-

ства и поддержанием сложившихся экосистем
[3‒6].

Изучение геномов растений является перво-
очередной задачей для фундаментальных иссле-
дований и практической селекции. История се-
квенирования полных геномов растений насчи-
тывает более 20 лет, она началась в 2000 году с
момента получения генома Arabidopsis thaliana с
использованием секвенирования по Сэнгеру [7].
Этот метод активно применялся в 2000-е годы, он
позволил определить последовательности пол-
ных геномов ряда важных сельскохозяйственных
растений, в том числе риса [8], кукурузы [9] и сои
[10]. Секвенирование по Сэнгеру характеризуется
высокой стоимостью, трудозатратностью и низ-
кой продуктивностью. На смену ему пришли вы-
сокопроизводительные и экономически выгод-
ные методы секвенирования нового поколения
(next-generation sequencing, NGS), чаще называе-
мые методами секвенирования второго поколе-
ния (second-generation sequencing). Эти методы
позволяют генерировать миллионы и миллиарды
коротких высокоточных прочтений за один за-
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пуск прибора (платформы 454, SOLiD, Ion Tor-
rent/Proton, Illumina, BGI), что сделало возмож-
ным секвенирование и ресеквенирование гено-
мов многих видов [11, 12]. Однако большинство
геномов, секвенированных только с использова-
нием коротких прочтений, собраны лишь до
уровня контигов и скаффолдов, имеют недоста-
точное качество сборки (в первую очередь ма-
лую длину контигов) и содержат значительное чис-
ло ошибок. Появление технологий секвенирования
третьего поколения (third-generation sequencing),
определяющих последовательности единичных мо-
лекул длиной до 1 млн. нуклеотидов (платформы
Pacific Biosciences (PacBio) и Oxford Nanopore Tech-
nologies (ONT)), позволило частично преодолеть
трудности сборки геномов из коротких прочтений
[13, 14]. Однако платформы третьего поколения все
еще уступают в точности секвенаторам второго по-
коления (отдельную проблему представляет се-
квенирование гомополимеров), а стоимость се-
квенирования 1 млрд.н. (gigabases, Gb) остается
достаточно высокой [12, 15, 16]. В то же время,
прогресс в технологиях третьего поколения стре-
мителен, а точность прочтений значительно по-
вышается: у PacBio появился вариант HiFi (high-
fidelity), когда одна последовательность ДНК се-
квенируется многократно, благодаря чему средняя
точность превышает 99% [17], а ONT в 2021 году
анонсировала новые проточные ячейки R10.4 и
химию Q20+, использование которых должно по-
высить среднюю точность до более чем 99%, в том
числе благодаря решению проблемы с ошибками
в секвенировании гомополимеров (по крайней
мере длиной до 10 н.) [18]. Совершенствование
технологий секвенирования позволило опреде-
лить нуклеотидные последовательности геномов
сотен видов растений, собрать референсные ге-
номы и провести ресеквенирование геномов для
десятков и сотен генотипов одного вида [19‒21].
В последнее время появляются сборки высокого
качества (вплоть до уровня хромосом) геномов
все большего числа видов растений, при этом за-
логом успеха проекта является выбор оптималь-
ных подходов к секвенированию и сборке генома
с учетом особенностей изучаемого организма
[16]. Стоит отметить, что понятие “высокое каче-
ство” геномной сборки весьма расплывчато и до
сих пор отсутствует единая номенклатура, позво-
ляющая однозначно оценивать качество сборки
[22]. Сборка генома человека от теломеры до тело-
меры получена лишь в 2021 году [23], а сборки гено-
мов растений уровня хромосом представляют со-
бой преимущественно контиги, расположение ко-
торых друг относительно друга определяется
посредством генетических и/или физических карт
или даже выравнивания на референсный геном
[24], однако точность и протяженность геномных
сборок растений растут год от года [25].

СЛОЖНОСТИ СЕКВЕНИРОВАНИЯ
И СБОРКИ ГЕНОМОВ РАСТЕНИЙ

Размеры геномов наземных растений варьиру-
ют от небольших (0.06 млрд.н.) до огромных зна-
чений (150 млрд.н.) [26, 27]. Многие растения,
особенно культурные, являются алло- и автопо-
липлоидами [28]. Кроме того, растительные гено-
мы часто содержат большое количество повторя-
ющихся элементов [21]. Секвенирование полных
геномов большого размера требует серьезных фи-
нансовых вложений, а наличие повторов и по-
липлоидность могут существенно осложнять
сборку и требовать увеличения глубины покры-
тия генома прочтениями на 50‒100% [29]. Еще
одна проблема ‒ гетерозиготность, требующая
увеличения покрытия при секвенировании по
меньшей мере на 30% [16]. Кроме того, при секве-
нировании геномов растений около 5‒10% дан-
ных могут составлять прочтения, полученные с
ДНК органелл (пластид и митохондрий), что так-
же осложняет сборку [29].

Известно, что генотипы одного вида растений
могут значительно различаться не только одно-
нуклеотидными полиморфизмами, но и копий-
ностью генов и повторяющихся некодирующих
участков, а также иметь последовательности, спе-
цифичные для определенного генотипа, включа-
ющие, в том числе, гены, кодирующие ценные
признаки [15, 30‒33], которые не будут иденти-
фицированы при сборке геномов из коротких
прочтений с использованием референсного гено-
ма. В связи с этим более предпочтительно получе-
ние высококачественных de novo сборок геномов
с применением длинных прочтений.

ТЕХНОЛОГИИ СЕКВЕНИРОВАНИЯ 
ТРЕТЬЕГО ПОКОЛЕНИЯ ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ 

СБОРОК ГЕНОМОВ РАСТЕНИЙ

Две основные платформы для секвенирования
третьего поколения ‒ PacBio и ONT ‒ позволяют
секвенировать длинные молекулы ДНК без пред-
варительной амплификации, что важно для по-
следующей сборки генома. При секвенировании
на платформе ONT одноцепочечная ДНК прохо-
дит через белковые нанопоры, находящиеся в по-
лимерной мембране, вызывая характерные изме-
нения силы тока, детектируемые сенсором, что при
последующей обработке данных (basecalling) поз-
воляет получать информацию о последовательно-
сти нуклеотидов [34]. Технология PacBio SMRT
(single molecule real-time) представляет секвениро-
вание синтезом и дает возможность определять
включение флуоресцентно меченных нуклеотидов
в кольцевую цепь ДНК в реальном времени – де-
текция происходит на чипе SMRT cell в лунках ze-
ro-mode waveguide (ZMW) диаметром в десятки на-
нометров, на дне которых закреплена полимера-



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 4  2022

СЕКВЕНИРОВАНИЕ ГЕНОМОВ РАСТЕНИЙ 533

за. При этом секвенирование одной и той же
молекулы ДНК может происходить многократно в
случае точных HiFi прочтений, длина которых со-
ставляет 15‒20 т.п.н. [17, 35, 36]. Платформа ONT
позволяет получать прочтения длиной до 1 млн.н.
[37] и имеет б|льший выход данных при меньшей
стоимости [38], однако до недавнего времени эта
платформа уступала в точности PacBio (появление
новых проточных ячеек R10.4 и химии Q20+ мо-
жет изменить ситуацию [18]).

Секвенирование третьего поколения дает воз-
можность получения информации не только о
последовательности нуклеотидов в молекуле
ДНК, но и об их модификациях, включая метили-
рование ДНК [39]. Модификации нуклеотидов
влияют на кинетику полимеразы на платформе
PacBio [40], а на платформе ONT вызывают от-
клонения в изменениях силы тока при прохожде-
нии определенного нуклеотида через пору [41,
42]. Важную роль в регуляции экспрессии генов иг-
рает метилирование ДНК, которое управляет мно-
жеством процессов, происходящих в клетках рас-
тений, в том числе ростом, развитием, ответом на
стрессовые воздействия [43‒45], поэтому данные с
платформ третьего поколения могут быть исполь-
зованы для расширения нашего представления о
роли этой эпигенетической модификации в жизни
растений.

Секвенирование третьего поколения предъяв-
ляет крайне высокие требования к чистоте ДНК;
кроме того, для получения высококачественных
сборок геномов необходима ДНК большой дли-
ны [16]. Выделение чистой высокомолекулярной
ДНК из растений представляет сложную задачу,
обусловленную присутствием полисахаридов кле-
точной стенки и различных метаболитов, включая
фенолы, терпены, алкалоиды и флавоноиды, за-
трудняющих очистку [46]. При этом каждый вид
растений содержит свой специфический спектр
соединений, препятствующих выделению высоко-
качественной ДНК, что затрудняет разработку уни-
версальных протоколов экстракции ДНК. На сайте
сообщества ONT можно найти ряд протоколов, хо-
рошо зарекомендовавших себя при использовании
на отдельных видах растений (https://communi-
ty.nanoporetech.com/extraction_methods). Эти про-
токолы могут быть взяты за основу при оптимиза-
ции методики выделения ДНК из интересующего
исследователя вида растений. На данный момент
предложены различные подходы к экстракции
ДНК, пригодной для секвенирования на плат-
формах третьего поколения как с применением
коммерческих наборов, так и буферов собствен-
ного приготовления. Часто используются моди-
фикации с ЦТАБ (цетилтриметиламмонийбро-
мид) в составе лизирующего буфера, в том числе
лизирующий буфер Carlson, рекомендованный в
нескольких протоколах выделения ДНК из листьев
растений (https://community.nanoporetech.com/ex-

traction_methods#plant&modal=plant), с последую-
щей дополнительной очисткой с помощью коло-
нок Genomic-tips (“Qiagen”, США), магнитных
частиц SPRI (solid-phase reversible immobilization),
экстракция ДНК определенной длины из агароз-
ного геля с использованием коммерческих набо-
ров или системы BluePippin (“Sage Science”,
США) [46‒51]. Хорошо зарекомендовала себя
экстракция ДНК из предварительно изолирован-
ных ядер [52, 53]. Для удаления коротких фраг-
ментов ДНК перед секвенированием целесооб-
разно использовать наборы Short Read Eliminator
Kit (“Circulomics”, США). Чистоту ДНК обычно
контролируют спектрофотометрически, напри-
мер, с помощью NanoDrop (“Thermo Fisher Scien-
tific”, США; параметры 260/280 и 260/230 нм
должны составлять 1.8‒2.0 и 2.0‒2.2 соответ-
ственно), сравнивают также значения концентра-
ций, измеренные на флуориметрах (часто приме-
няют Qubit, “Thermo Fisher Scientific”) и спектро-
фотометрах – близость значений свидетельствует о
высокой чистоте ДНК [16, 48, 49, 51].

Выбор оптимального подхода к секвенирова-
нию на платформах третьего поколения с целью
de novo сборки генома зависит от размера генома
и его сложности. При небольших и средних разме-
рах эффективным может быть применение только
секвенирования третьего поколения, однако, если
размер генома превышает 1 млрд.п.н., то более це-
лесообразным с финансовой точки зрения может
быть использование гибридного подхода, когда
получают как длинные, так и короткие NGS-про-
чтения [16]. Кроме того, в случае сложных геномов
может потребоваться привлечение дополнитель-
ных методов, таких как Hi-C (chromosome confor-
mation capture sequencing) [54], оптическое карти-
рование (optical mapping) [55] или 10× Genomics [56],
позволяющих более точно определить относи-
тельное расположение участков генома [13, 14].

СБОРКА ГЕНОМОВ РАСТЕНИЙ
Помимо прогресса в технологиях секвениро-

вания, важную роль в получении высококаче-
ственных сборок геномов растений сыграло раз-
витие методов биоинформатического анализа
[57‒61]. Выбор стратегии секвенирования и по-
следующей сборки генома зависит от многих па-
раметров, включая размер генома, плоидность,
гетерозиготность, сложность выделения высоко-
качественной ДНК и прочее. Возможна de novo
сборка генома только из длинных прочтений с
платформ ONT или PacBio, однако стоимость та-
кого проекта может быть весьма значительной,
особенно в случае геномов большого размера, так
как для сборки высокого качества рекомендуется
более чем 100-кратное покрытие. Еще один вари-
ант de novo сборки геномов ‒ гибридный, когда
используются как длинные, так и короткие про-
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чтения, полученные на разных платформах, что
позволяет снизить покрытие длинными прочте-
ниями (минимум до 60-кратного в случае геномов
длиной до 3 млрд.п.н.) и избавиться от ряда оши-
бок в сборке благодаря коротким высокоточным
прочтениям [29, 62].

Как правило, первичную сборку генома про-
водят на основе длинных прочтений с платформ
третьего поколения. К настоящему времени раз-
работано значительное количество сборщиков
геномов, в том числе Canu [63], Flye [64], Shasta
[65], wtdbg2 [66], MARVEL [67], MaSuRCA [59],
FALCON [68], Minimap/miniasm [69], Raven [70],
которые могут использоваться в исследованиях
растений, однако отсутствует “идеальный” сбор-
щик – в зависимости от размера и сложности ге-
нома и полученного объема и качества данных се-
квенирования лучшие результаты могут давать
разные приложения [29, 48, 70‒73]. Стоит также
учитывать, что требования сборщиков к вычисли-
тельным ресурсам существенно различаются, на-
пример, одному из первых сборщиков, Canu, хо-
рошо зарекомендовавшему себя в том числе при
сборке геномов растений, необходимы значитель-
ные мощности и количество часов для обработки
данных, в то время как вышедшие позже приложе-
ния (Flye, Shasta, wtdbg2, Raven и др.) требуют в ра-
зы меньше ресурсов [48, 72, 74]. Качество геном-
ной сборки оценивают, используя различные па-
раметры, из которых особенно важны размер
полученной сборки, число и длина контигов, в
первую очередь метрики N50 (максимальная дли-
на, при которой суммарная длина контигов этой
длины и более составляет не менее 50% длины
сборки) и L50 (число контигов с длиной N50 и бо-
лее, т.е. минимальное число контигов, суммарная
длина которых составляет не менее 50% длины
сборки), часто определяемые приложением QUAST
[75]), а также метрики BUSCO (benchmarking univer-
sal single-copy orthologs), показывающие процент
консервативных однокопийных генов-ортологов,
характерных для подавляющего большинства пред-
ставителей той или иной группы видов, и отража-
ющие полноту сборки [76]. Повысить точность
полученной сборки может “полировка” с ис-
пользованием как длинных, так и коротких про-
чтений – программы Racon [77], Pilon [78],
POLCA [59], Nanopolish [79], Medaka (https://
github.com/nanoporetech/medaka) и др. Дополни-
тельным эффективным подходом к сравнитель-
ному анализу сборок генома, полученных с при-
менением различных комбинаций сборщиков и
полировщиков, и выбора наилучшей является их
сопоставление с высококачественным геномом
представителя того же или близкородственного
вида (обычно с помощью QUAST) [49, 73, 80].
Кроме того, актуален вопрос определения гапло-
типов и идентификации аллелей в сборке генома
одного растения, что имеет особое значение в

эволюционных исследованиях, а также при изу-
чении гетерозиса, в связи с чем в последнее время
предложены различные подходы к фазированию
гаплотипов (haplotype phasing) [81]. Существуют
также приложения, которые, наоборот, позволя-
ют слить разделенные гаплотипы, такие как Purge
Haplotigs, что может быть необходимо, например,
при использовании собранного генома в качестве
референсного при поиске полиморфизмов или
оценке экспрессии генов [82].

ВАЖНОСТЬ ПОЛУЧЕНИЯ КАЧЕСТВЕННЫХ 
СБОРОК ГЕНОМОВ РАСТЕНИЙ

Получение высококачественных сборок гено-
мов растений имеет ключевое значение для по-
следующего анализа с целью идентификации ин-
тересующих исследователя генов и регуляторных
областей, а также обнаружения гомологов [5].

Секвенирование третьего поколения сделало
возможным определение нуклеотидных последо-
вательностей участков генома, сборку и анализ
которых затрудняет присутствие нескольких ко-
пий генов, повторов, а также транслокаций, в том
числе для полового локуса двудомных растений и
локуса самонесовместимости растений (self-in-
compatibility locus, S-locus) [83]. В качестве при-
мера можно привести изучение детерминации
пола у видов рода Populus, подавляющее боль-
шинство которых являются двудомными – на од-
них растениях развиваются только женские цвет-
ки, на других – только мужские. Секвенирование
на платформе Illumina позволило выявить ассо-
циированные с полом полиморфизмы. Однако в
качестве референсного в тот момент использова-
ли геном только женского растения Populus tricho-
carpa, поэтому эти полиморфизмы оказались
ошибочно локализованы на разных хромосомах,
и собрать половой локус на основе данных секве-
нирования второго поколения не удавалось [84, 85].
В 2020–2021 годах сразу несколько научных групп
опубликовали результаты изучения видов тополя
и осины, полученные с применением секвенирова-
ния третьего поколения, в которых был идентифи-
цирован половой локус и показано, что ключевую
роль в детерминации пола играет ген ARR17. Ча-
стичные повторы гена ARR17 выявили в этом локу-
се только у мужских растений P. trichocarpa, P. trem-
ula, P. deltoides, P. davidiana, P. × sibirica, P. euphrati-
ca и показали, что с двух из этих повторов
синтезируются малые РНК, которые опосредо-
ванно метилируют ген ARR17 или расщепляют
его транскрипт, что приводит к подавлению экс-
прессии этого гена (локализованного не в поло-
вом локусе). Когда ген ARR17 включен (активен),
развиваются женские цветки, а когда он выклю-
чен – мужские. Гетерогаметным у перечисленных
видов является мужской пол – система XY детер-
минации пола, а половой локус локализован в те-
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ломерной (P. trichocarpa, P. deltoides, P. × sibirica)
или перицентромерной (P. tremula, P. davidiana)
области хромосомы 19 или на конце хромосомы
14 (P. euphratica) [50, 80, 86‒88]. В то же время по-
казано, что P. alba имеет ZW систему детерминации
пола, ген ARR17 отсутствует у мужских растений,
однако женские растения содержат три его копии
[50]. Таким образом, использование для секвени-
рования геномов длинных прочтений сыграло ре-
шающую роль в установлении механизмов детер-
минации пола у видов Populus и выявлении разно-
образия в локализации полового локуса.

Важное направление, существенно продвинуть-
ся на котором помогло знание полных геномов –
изучение эволюции растений. Серия геномных ис-
следований водорослей, мхов и папоротников поз-
волила пролить свет на эволюцию стрептофитов
[89–94]. Получение высококачественных сборок
геномов роголистников и водяных лилий привело
к выявлению уникальных биологических особен-
ностей, которых нет у других растений, что значи-
тельно расширило представление об эволюции
наземных растений [95, 96]. Получение генома
Ginkgo biloba высокого качества и его анализ при-
внесли новые данные, касающиеся формирова-
ния жгутика сперматофора, необходимые для по-
нимания эволюции голосеменных растений [97],
а изучение геномов водяных лилий оказалось
важным для установления ранних этапов эволю-
ции цветковых растений [98, 99]. Наличие значи-
тельного числа высококачественных сборок ге-
номов растений позволяет проводить сравни-
тельный анализ как полногеномный, так и
отдельных генов или их семейств, играющих
ключевую роль в формировании признаков, ин-
тересующих исследователей. Полученные за по-
следние годы геномы водорослей, мхов, ликофи-
тов и папоротников не только расширили пред-
ставление об эволюции наземных растений, но и
позволили идентифицировать специфичные для
бессемянных растений биологические особенно-
сти [100]. Использование геномных данных от-
крыло новые возможности для понимания роли
определенных генов в эволюции основных функ-
циональных различий между голосеменными и
покрытосеменными растениями [101], а полноге-
номный филогенетический анализ покрытосе-
менных растений, выполненный на основе мик-
росинтении, дал дополнительные сведения о
спорных вопросах в установлении филогенетиче-
ских отношений [102].

Еще одно направление, прогресс на котором
достигнут благодаря развитию технологий секве-
нирования и биоинформатических подходов к
анализу данных – изучение полных геномов сель-
скохозяйственных растений и их дикорастущих
сородичей. Так, например, удалось значительно
продвинуться в понимании эволюции геномов
видов Brassica и процессов, происходящих при

полиплоидизации, что также важно для более эф-
фективной селекции растений семейства Капуст-
ные [103, 104].

В последнее время появляется все больше ге-
номов растений, собранных с высоким качеством
отдельными научными группами, а также реали-
зуются крупномасштабные проекты по получе-
нию референсных геномов для видов эукариот
[105], что открывает новые возможности исследо-
вания растений, однако необходимы подходы,
позволяющие максимально эффективно исполь-
зовать имеющиеся данные [106].

ПАНГЕНОМЫ РАСТЕНИЙ
Высококачественные сборки геномов отдель-

ных представителей видов используются в широ-
ком спектре исследований растений. Однако не
менее важна оценка внутривидового полимор-
физма на геномном уровне. В последнее время
анализ так называемого пангенома (pan-genome,
от греческого παν – “все”), включающего в себя
всю совокупность нуклеотидных последователь-
ностей, найденных в различных представителях
одного вида или популяции, привлекает все боль-
ше внимания. Пангеномые исследования на-
правлены не на изучение геномов индивидуаль-
ных растений, а на установление разнообразия
геномных последовательностей на внутривидо-
вом уровне. Первые подобные работы, проведен-
ные на бактериях, показали, что штаммы суще-
ственно различаются по наличию/отсутствию
значительного числа генов [107]. Изучение панге-
номов эукариот, включая растения, расширило
представление о пангеноме, в который помимо
генов включили и некодирующие области, пред-
ставленные, в том числе, промоторами и энхансе-
рами. Пангеном разделяют на основной геном
(core genome, эти последовательности найдены у
всех представителей определенного вида), необхо-
димый для выживания организма, и необязатель-
ный (вариабельный) геном (dispensable genome, эти
последовательности встречаются у одних предста-
вителей вида, но отсутствуют у других), причем до-
ля основного генома у разных видов растений су-
щественно различается [108].

Выделяют следующие типы полиморфизмов:
однонуклеотидные (single-nucleotide polymor-
phisms, SNP), непротяженные инсерции/деле-
ции (менее 50 н.) и структурные вариации (struc-
tural variants, SV) длиной от 50 до миллионов
нуклеотидов [109]. Изучение структурных вари-
аций, включая различия в наличии/отсутствии
определенных последовательностей или их ко-
пийности, а также присутствие хромосомных пе-
рестроек, представляет важнейший аспект панге-
номных исследований [110‒112]. Благодаря раз-
витию технологий секвенирования и подходов к
сборке геномов стало возможным проводить пан-
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геномный анализ при сравнении сборок геномов
высокого качества.

Многие пангеномные работы сфокусированы
на определении вариаций в наличии/отсутствии
генов, но ценность представляют не только гены,
но и регуляторные области, в том числе цис-регу-
ляторные элементы (cis-regulatory elements) [113,
114], а также повторяющиеся последовательно-
сти. Изучение основного генома (core genome)
необходимо для выявления генов, без которых
организм не может существовать, однако нужно
учитывать, что значимость гена для конкретного
организма зависит от условий внешней среды и
генного окружения: так, один ген может компен-
сировать отсутствие другого [115].

Разработано несколько подходов к получению
пангеномов, в том числе: 1) de novo сборка и после-
дующее сравнение полных геномов множества
представителей вида; 2) выравнивание прочтений
для множества представителей на референсный ге-
ном с последующей сборкой невыравненных по-
следовательностей и добавлением их в пангеном;
3) подход, основанный на графах (graph-based pan-
genome assembly). Третий подход, вероятно, наи-
более перспективен для пангеномных исследова-
ний растений, однако требует значительных вы-
числительных мощностей и имеет ограничения,
связанные с размером генома и числом анализи-
руемых генотипов [116].

К настоящему времени собраны пангеномы
риса [117‒119], пшеницы [120, 121], ячменя [122],
кукурузы [123], рапса [124], сои и родственных ей
видов [110, 125], Brachypodium [126] и других видов
растений [108, 116, 127], что позволило получить
новые данные о генах, влияющих на биомассу
растения, вес и состав плодов и семян, цветение и
созревание, устойчивость к патогенам и абиоти-
ческим стрессорам, другие хозяйственно ценные
признаки, а также о генах, на которые оказали
влияние процессы доместикации и селекции,
идентифицировать новые гены, отсутствующие в
референсных геномах, а также выявить важную
роль транспозонов в формировании генетическо-
го разнообразия растений.

Стоит также отметить получение значительного
числа сборок геномов высокого качества грибных
патогенов растений (База NCBI, https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/genome/?term=Fungi). Использование
этих данных, в том числе для сравнительного ана-
лиза образцов одного вида, характеризующихся
различной вирулентностью, может помочь в по-
нимании механизмов взаимодействия растений и
патогенов, что будет способствовать созданию
устойчивых к биотическим стрессорам сортов. Вы-
полнены пангеномные исследования нескольких
фитопатогенов с особым вниманием к генам-эф-
фекторам, связанным с вирулентностью [128‒130].

Известно, что применение в геномном анали-
зе только одного, пусть даже хорошо собранного
генома, может приводить к искажению результа-
тов. Так, выбор референсного генома оказывает
значительное влияние на результаты оценки экс-
прессии генов и полногеномного поиска ассоци-
аций (GWAS, genome-wide association studies) [73,
131]. Использование пангенома вместо генома ин-
дивидуального генотипа в качестве референсного
позволяет с большей точностью идентифициро-
вать полиморфизмы при ресеквенировании гено-
мов и оценивать экспрессию при транскриптом-
ных исследованиях представителей того же вида
[116]. Таким образом, изучение пангеномов расте-
ний – это перспективное активно развивающееся
направление.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ДАННЫХ 
СЕКВЕНИРОВАНИЯ ГЕНОМОВ

В СЕЛЕКЦИИ РАСТЕНИЙ
Успех селекционной работы во многом опреде-

ляется ценностью и степенью изученности исход-
ного материала, эффективный подбор которого
позволит существенно ускорить создание сортов с
заданными свойствами [132‒135]. В условиях изме-
няющегося климата и роста населения нашей пла-
неты необходимо совершенствование методов се-
лекционной работы для получения достаточного
объема качественной сельскохозяйственной про-
дукции. Использование классических подходов,
основанных на отборе наиболее ценных растений
по их фенотипическим данным, требует значитель-
ных затрат времени, однако привлечение генети-
ческих маркеров может сделать процесс создания
сортов более эффективным [136, 137]. Благодаря
технологическому прогрессу, в том числе совер-
шенствованию методов секвенирования, получе-
ны огромные массивы последовательностей ге-
номов растений и собраны референсные геномы
наиболее важных сельскохозяйственных культур,
что является основой для идентификации генов и
маркеров, ассоциированных с хозяйственно зна-
чимыми признаками [138]. Развитие маркер-ори-
ентированной селекции, при которой отбор цен-
ных генотипов проводят с использованием от-
дельных ДНК-маркеров, а затем и геномной
селекции, когда селекционную значимость гено-
типа определяют на основе данных о тысячах ДНК-
полиморфизмов, позволило существенно повы-
сить эффективность подбора пар для скрещива-
ния и последующего отбора ценных генотипов с
целью создания улучшенных сортов [139‒143].

Поиск ассоциаций между хозяйственно важны-
ми характеристиками и геномными последова-
тельностями проводят с использованием QTL-ана-
лиза (quantitative trait loci, локусы количественных
признаков), основанного на изучении картирую-
щих популяций, полученных от скрещиваний ро-
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дителей с контрастными проявлениями признаков,
и полногеномного поиска ассоциаций (GWAS),
представляющего собой мощный инструмент для
изучения генетики комплексных характеристик в
популяциях растений [140, 141, 144]. Эти подходы
позволяют идентифицировать различные типы
ДНК-маркеров, ассоциированных с интересующи-
ми исследователя признаками, такие как полимор-
физм длин рестрикционных фрагментов (RFLP,
restriction fragment length polymorphism), поли-
морфизм длин амплифицируемых фрагментов
(AFLP, amplified fragment length polymorphism),
микросателлитные маркеры (SSR, simple sequence
repeats), полиморфизм рестрикционных фрагмен-
тов амплифицированной ДНК (CAPS, cleaved am-
plified polymorphic sequences), вставки транспозо-
нов (SSAP, sequence specific amplification polymor-
phism), однонуклеотидные полиморфизмы (SNP),
инсерции/делеции (InDel) [145]. Технологии высо-
копроизводительного секвенирования позволили
получать достаточно плотное покрытие генома
маркерами, а полные геномы сделали возможным
идентификацию не только ассоциированных с
признаком ДНК-маркеров, но и определение ве-
роятных генов, детерминирующих этот признак.
В качестве примера использования полногеном-
ной сборки для картирования ранее найденных
QTL и предсказания генов-кандидатов, опреде-
ляющих ценные характеристики, можно приве-
сти работу You и Cloutier, выполненную на расте-
ниях льна [146]. В настоящее время полногеном-
ный поиск ассоциаций, направленный на
изучение признаков, связанных с урожайностью,
размером и архитектоникой растений, временем
цветения, биохимическим составом, устойчиво-
стью к биотическим и абиотическим стрессорам,
проведен для большинства основных сельскохо-
зяйственных культур, в том числе пшеницы, ри-
са, кукурузы, сои, ячменя, сорго и хлопка, с при-
менением различных методов анализа [141, 145].

Необходимо отметить, что использование ре-
секвенирования и только одного генома в каче-
стве референсного ограничивает возможность
идентификации структурных вариаций (SV), ко-
торые часто встречаются в сельскохозяйственных
культурах и играют важную роль в детерминации
ценных признаков [112]. Проблему выявления
структурных вариаций может решить пангеном-
ный анализ. Необязательный (dispensable) геном
содержит значительное число генов, ассоцииро-
ванных с хозяйственно важными характеристи-
ками, включая устойчивость к биотическим и
абиотическим стрессорам, а его изучение помо-
жет более точно и эффективно отобрать селекци-
онный материал для создания сортов и линий с
заданными свойствами [112]. Кроме того, струк-
турные вариации могут вносить вклад в гетеро-
зис, их выявление необходимо для классифика-
ции гетеротических групп [147, 148], что будет

способствовать более обоснованному выбору ро-
дительских линий и получению гибридов с улуч-
шенными признаками. Более того, пангеномный
анализ с привлечением староместных сортов и ди-
ких предков культивируемых растений перспекти-
вен для идентификации генов, важных для доме-
стикации и адаптации, знания о которых представ-
ляют ценность для направленной селекционной
работы по улучшению сельскохозяйственных рас-
тений с эффективным привлечением существую-
щего генофонда [6, 112]. Таким образом, прогресс в
технологиях секвенирования и анализа геномов
растений предоставляет новые инструменты для
более эффективного ведения селекции и созда-
ния высокопродуктивных сортов с комплексом
хозяйственно ценных характеристик и улучшен-
ными свойствами, необходимыми для удовлетво-
рения потребностей растущего населения Земли.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Современные технологии секвенирования от-
крыли новые возможности проведения генетиче-
ских исследований растений. Разработаны и разви-
ваются подходы к получению высококачественных
сборок геномов растений, а также пангеномов, слу-
жащих основой для функциональных исследова-
ний, изучения генетического разнообразия и се-
лекционной работы. Сложно представить дальней-
шее эффективное ведение сельского хозяйства без
привлечения достижений современной науки, при
этом нельзя забывать о балансе между удовлетворе-
нием потребностей человечества и сохранением
нашей планеты.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований в рамках научного проекта № 20-
116-50144. 

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
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PLANT GENOME SEQUENCING: MODERN TECHNOLOGIES
AND NOVEL OPPORTUNITIES FOR BREEDING

A. A. Dmitriev1, E. N. Pushkova1, and N. V. Melnikova1, *
1 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: mnv-4529264@yandex.ru

The investigation of plant genomes is of great importance for basic research and practical breeding. In 1977,
F. Sanger proposed a DNA sequencing method, which allowed the complete sequences of a number of ge-
nomes to be determined. Then high-throughput and cost-effective next-generation/second-generation se-
quencing methods, producing up to billions of short reads, made it possible to sequence genomes of a signif-
icant number of species and provided a breakthrough in plant genetic studies. Finally, third-generation se-
quencing technologies allowed the determination of single-molecule sequences up to a million nucleotides in
length, which is key for high-quality genome assemblies. An important task is to obtain a pan-genome, which
includes an entire set of nucleotide sequences presented in various genotypes of the same species. The se-
quencing of plant genomes made it possible to assess intraspecific polymorphism, identify key genes influ-
encing the formation of significant features, and develop molecular markers of economically valuable traits
and became the basis for the development of marker-assisted and genomic selection. This review provides in-
formation on the latest advances in sequencing technologies and assembly of plant genomes, as well as the
opportunities that they open up for basic and applied works.

Keywords: plants, genome, pan-genome, sequencing, breeding
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Механизмы защиты организма человека от вирусных или бактериальных агентов чрезвычайно раз-
нообразны. В одном из таких механизмов важная роль принадлежит семейству цитидиндезаминаз
APOBEC3, которые являются факторами врожденного иммунитета и защищают организм от мно-
гочисленных вирусных агентов. Один из белков этого семейства ‒ APOBEC3G ‒ способен защи-
щать от вируса иммунодефицита человека типа 1 в отсутствие вирусного белка Vif. В свою очередь,
Vif противостоит действию APOBEC3G, вызывая его полиубиквитинирование и деградацию в про-
теасоме. В обзоре описаны возможные пути увеличения анти-ВИЧ-активности APOBEC3G, при-
дания ему устойчивости к вирусному белку Vif, а также потенциальные подходы к использованию
модифицированного APOBEC3G в генотерапии ВИЧ-инфекции.

Ключевые слова: APOBEC3G, APOBEC3G-D128K, генная терапия, ВИЧ-инфекция, Vif
DOI: 10.31857/S0026898422040115

ВВЕДЕНИЕ

Течение ВИЧ-инфекции в настоящее время
успешно контролируется при помощи высокоак-
тивной антиретровирусной терапии (ВААРТ),
которая подавляет репликацию вируса и снижает
вирусную нагрузку, что существенно замедляет
развитие СПИДа и препятствует дальнейшему
распространению вируса [1]. Однако ВААРТ не
способна полностью избавить организм от ВИЧ,
поскольку остаются латентно инфицированные
клетки, репликация вируса в которых возобнов-
ляется при отмене терапии. Длительный прием
препаратов приводит к появлению побочных эф-
фектов и развитию лекарственной резистентно-
сти, что делает необходимым изменение схемы
лечения [2].

Очевидна необходимость в поиске подходов,
которые позволят сдерживать репликацию ВИЧ
при отсутствии постоянной антиретровирусной
терапии или даже полностью элиминируют ви-
рус из организма. Один из таких подходов ‒ мо-
дификация присутствующих в клетках-мише-
нях факторов рестрикции ВИЧ, направленная на
придание им большей эффективности, таких как
TRIM5a, SAMHD1, IFITM, TETHRIN, MARCH8,

APOBEC3G и других [3‒8]. Довольно много иссле-
дований посвящено белку TRIM5α, механизмам
рестрикции и способам повышения его активности
в отношении ВИЧ [9‒11]. Ведутся работы по созда-
нию на его основе генно-терапевтического препа-
рата [12]. В настоящем обзоре рассмотрен другой
перспективный фактор рестрикции ‒ белок семей-
ства APOBEC3, участвующего во врожденном про-
тивовирусном иммунном ответе [13, 14]. Белки это-
го семейства способны дезаминировать вирусную
одноцепочечную ДНК, приводя к гипермутациям
вирусного генома и делая вирус нежизнеспособ-
ным [15‒18].

Настоящий обзор посвящен фактору рестрик-
ции APOBEC3G, так как многочисленные иссле-
дования показывают, что из всего семейства APO-
BEC3 наибольший вклад в подавление репликации
ВИЧ вносит именно белок APOBEC3G [19‒21].

МЕХАНИЗМ АНТИ-ВИЧ-
АКТИВНОСТИ APOBEC3G

Попадая в организм человека, ВИЧ поражает в
основном CD4+ лимфоциты, а также макрофаги,
моноциты и некоторые другие популяции клеток.
Жизненный цикл этого вируса состоит из не-
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скольких ключевых стадий, блокирование кото-
рых может быть использовано в борьбе с ним. Для
входа в клетку вирусные частицы, на поверхности
которых находится белок оболочки Env (гликопро-

теин gp120), взаимодействуют с клеточным ре-
цептором CD4 и одним из корецепторов CCR5
или CXCR4. После слияния мембран образуется
предынтеграционный комплекс и начинается про-
цесс обратной транскрипции вирусной РНК.
Предынтеграционный комплекс транспортиру-
ется в ядро, где провирусная ДНК встраивается в
геном клетки-хозяина. Провирусная ДНК слу-
жит матрицей для синтеза нескольких форм ви-
русных РНК, одни из которых транслируются в
вирусные белки, а другие упаковываются в вирус-
ные частицы. После упаковки полноразмерных
вирусных РНК в капсид от мембраны клетки-хо-
зяина отпочковываются новые вирионы, которые
представляют собой капсиды в оболочке, сфор-
мированной из клеточной мембраны [22, 23].

Понимание механизма действия APOBEC3G
на ВИЧ пришло после обнаружения способности
этого белка полностью ингибировать реплика-
цию ВИЧ, дефектного по белку Vif [24]. Оказа-
лось, что присутствующий в зараженной клетке
APOBEC3G способен упаковываться в новые ви-
русные частицы, связываясь с РНК ВИЧ [25, 26],
либо образуя комплекс с полипротеином Gag [27,
28]. Попадая в новую клетку-мишень в составе
вирусной частицы, APOBEC3G во время обрат-
ной транскрипции модифицирует остатки цито-
зина до урацила в зарождающейся первой цепи
вирусной кДНК [29, 30]. Это приводит к появле-
нию множества мутаций в геноме вируса при син-
тезе второй цепи ДНК, в которой происходят заме-
ны гуанина на аденин (рис. 1) [31, 32], что может
вызывать образование стоп-кодонов или амино-
кислотных замен в белках вируса и делать его не-
жизнеспособным. Необходимо подчеркнуть, что в
присутствии функционального белка Vif противо-
вирусное действие APOBEC3G полностью подав-
ляется.

Вирусный белок Vif защищает вирус от действия
цитозиндезаминаз [33, 34]. Он вызывает убиквити-
нирование и деградацию APOBEC3G [34]. Vif свя-
зывает N-концевой домен APOBEC3G, после чего
вовлекает белковые факторы Сul5, RBX2, EloC,
EloB и CBF-β в формирование убиквитинлигаз-
ного комплекса (рис. 2). Основным компонентом
этого комплекса является белок Cul5, связываю-
щий убиквитинлигазу через белок RBX2 (RING-
box protein 2) [36]. Факторы элонгации EloC, EloB
и транскрипционный фактор CBF-β необходимы
для стабилизации связи между Vif и Cul5 в фор-
мирующемся комплексе [36, 37].

В образовавшемся комплексе убиквитинлига-
за оказывается в непосредственной близости от
APOBEC3G, в результате чего становится воз-
можным множественное убиквитинирование его
С-концевого домена по остаткам лизина. Убикви-
тинированный APOBEC3G подвергается протеа-

Рис. 1. Ингибирование репликации ВИЧ в отсутствие
функционального белка Vif. В зараженных клетках в
отсутствие вирусного фактора Vif белок APOBEC3G
упаковывается в вирион ВИЧ. Гликопротеин gp120
связывается с рецептором CD4 и корецептором
CCR5, что индуцирует слияние клеточной и вирус-
ной мембран. После проникновение вируса в клетку
ревертаза ВИЧ синтезирует вирусную ДНК на матри-
це РНК. В это время APOBEC3G дезаминирует
остатки цитозина в первой цепи ДНК вируса, что в
дальнейшем приводит к множественным заменам гу-
анина на аденин.
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сомной деградации, что приводит к уменьшению
количества этого белка. Снижение концентрации
APOBEC3G в клетке делает неэффективной его
упаковку в вирусные частицы, а, следовательно,
дезаминирование и последующую гипермута-
цию вирусных геномов. Низкая частота мутиро-
вания ВИЧ, вызываемая остаточной активностью
APOBEC3G, приводит к увеличению его генети-
ческого разнообразия, что способствует уходу ви-
руса от адаптивного иммунного ответа [38–41].

Таким образом, наиболее очевидным подхо-
дом к увеличению противовирусной активности
APOBEC3G является ингибирование его связы-
вания с белком Vif. Однако предложены и другие
подходы, которые будут рассмотрены ниже.

ОНКОГЕННЫЙ ПОТЕНЦИАЛ APOBEC3G

Прежде чем переходить к способам увеличе-
ния активности APOBEC3G, стоит несколько
слов сказать о тех последствиях, к которым это
может привести. К сожалению, повышенная ак-
тивность данного белка связана с потенциаль-
ной онкогенной активностью, что показано в
ряде публикаций [42‒48].

Белок APOBEC3G в норме локализован в ци-
топлазме клетки и не может взаимодействовать с
геномной ДНК [49]. Однако Nowarski и соавт. по-
казали [42], что в клетках лимфомы с индуциро-
ванными двухцепочечными разрывами ДНК этот
белок рекрутируется в ядро. Botvinnik и соавт. [43]
установили, что APOBEC3G проникает в ядро и
участвует в репарации ДНК, увеличивая генетиче-
ское разнообразие опухоли и повышая ее устойчи-
вость к химио- и радиотерапии. Схожие результаты
получены и на клетках множественной миеломы
[44]. Ядерная локализация АРОВЕС3G показана
также и в нормальных, не трансформированных
клетках – активированных CD4+ лимфоцитах [50].
Причина изменения внутриклеточной локализа-
ции APOBEC3G в активированных CD4+ лимфо-
цитах ясна не до конца, но, по-видимому, он может
участвовать в поддержании стабильности генома,
защищая от активности ретротранспозонов [51].

Недавно обнаружили, что APOBEC3G может
иметь онкогенную активность, не связанную с
механизмами дезаминирования. Так, например,
Ding и соавт. [45] установили, что частота мета-
стазирования колоректального рака в печень свя-
зана с уровнем экспрессии гена APOBEC3G. По-
казано, что в основе механизма онкогенной

Рис. 2. Образование убиквитинлигазного комплекса и протеасомная деградация APOBEC3G. Вирусный белок Vif свя-
зывает APOBEC3G. Вокруг Vif-APOBEC3G формируется убиквитинлигазный комплекс, включающий факторы Сul5,
RBX2, EloC, EloB, и CBF-β, индуцирующий полиубиквитинирование APOBEC3G и его протеасомную деградацию.

Ub
Ub
Ub

Ub

A3G

Ub

Vif
EloB

EloC E3

RBX2

Cul5

CBF-β

Ub
Ub

Ub
Ub

Ub

Ub
Ub

Ub
A3G

Протеасомная
деградация



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 4  2022

ФАКТОР РЕСТРИКЦИИ ВИЧ APOBEC3G 549

трансформации лежит ингибирующее действие
APOBEC3G на микроРНК-29, которая подавляет
экспрессию гена ММР-2 [45]. Увеличение кон-
центрации APOBEC3G приводит к повышению
экспрессии MMP-2. В то же время, повышенную
секрецию MMP-2 считают плохим прогностиче-
ским признаком при многих видах рака, в том
числе колоректального [46].

Обнаружен и другой механизм онкогенной
трансформации, связанный с APOBEC3G. По-
казано, что APOBEC3G способен связывать
3′-нетранслируемую область мРНК белка KLF4,
тем самым подавляя экспрессию его гена. По-
давление экспрессии KLF4 приводит к повыше-
нию экспрессии генов SP1 и AATF. Они запуска-
ют процесс метаболического переключения клетки
на опухолевый рост посредством ингибирования
экспрессии гена p51 и активации ряда других генов
[47, 48].

Строгой связи между уровнем APOBEC3G и
онкогенной трансформацией клетки пока не об-
наружено, но проблема безопасности использо-
вания APOBEC3G в качестве терапевтического

средства остается крайне актуальной и требует
дальнейшего изучения.

ПОДХОДЫ К УВЕЛИЧЕНИЮ
АНТИ-ВИЧ-АКТИВНОСТИ APOBEC3G
Существующие подходы к увеличению актив-

ности APOBEC3G в основном направлены на бло-
кирование одной из стадий его деградации, иници-
ированной белком Vif: связывания APOBEC3G и
Vif; образования убиквитинлигазного комплекса;
убиквитинирования APOBEC3G; протеасомной
деградации APOBEC3G (см. рис. 3).

Нарушение связывания APOBEC с Vif
В настоящее время предложено несколько под-

ходов к достижению устойчивости APOBEC3G к
действию Vif. Один из них – внесение мутаций в
сайт связывания APOBEC3G и Vif, что может
предотвратить деградацию APOBEC3G и, как
следствие, восстановить защиту от ВИЧ. Однако
детали взаимодействия APOBEC3G и Vif до не-
давнего времени были недостаточно изучены.
Известно лишь, что критически важной областью

Рис. 3. Стадии деградации APOBEC3G под действием Vif и механизмы их блокирования. а ‒ Мутантный APOBEC3G
не связывается с Vif. б – RUNX1 конкурентно блокирует образование убиквитинлигазного комплекса. в ‒ Деубикви-
тинирование A3G под действием USP49. г – Полиубиквитинированный слитый белок APOBEC3G-UBA2 не подвер-
гается деградации в протеасоме.
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APOBEC3G является петля β4-α4, которая вклю-
чает в себя аминокислотные остатки D128–D130.
Недавно удалось точно установить область кон-
такта APOBEC3G и Vif. В своем исследовании
Letko и соавт. [57] показали, что во взаимодей-
ствии участвуют три аминокислотных остатка:
D128, Y125 и D130 белка APOBEC3G. Каждый из
этих остатков потенциально может быть мише-
нью для создания мутантного APOBEC3G, устой-
чивого к Vif.

Экспериментально показано, что замена остатка
аспартата (К) в позиции 128 на лизин (D128K) поз-
воляет предотвратить деградацию APOBEC3G в
присутствии Vif. На базе линий CEM, PM1, C8166,
стабильно экспрессирующих трансген APOBEC3G
D128K, созданы модельные перевиваемые кле-
точные линии. Заражение таких клеточных ли-
ний ВИЧ показало их полную устойчивость к ви-
русу [58–60]. Защита от широкого спектра вари-
антов Vif ВИЧ наблюдалась при введении в
APOBEC3G мутаций Y125R, D130R [57], а также
P129A [61]. Однако из четырех мутаций (Y125R,
D130R, P129A, D128K) наиболее широкую и пол-
ную защиту от ВИЧ обеспечивал только вариант
D128K [57].

Использованию мутантного APOBEC3G (D128K)
в генной терапии препятствует ряд проблем, за-
трудняющих его доставку в клетки-мишени. По-
мимо собственно доставки трансгена в клетки,
необходимо обеспечивать его стабильную и дол-
говременную экспрессию в них. Это необходимое
условие для продолжительного и прогнозируемо-
го сдерживания репликации вируса. На сего-
дняшний день наиболее эффективно доставку
трансгенов в клетки-мишени для их стабильной
экспрессии осуществляют при помощи лентиви-
русных векторов, сконструированных на основе
ВИЧ. Они способны доставлять трансген в CD4+

Т-лимфоциты, обеспечивать его встраивание в ге-
ном, поддерживать постоянную экспрессию и воз-
можность передачи дочерним клеткам в процессе
пролиферации [62]. Но производство лентивирус-
ного вектора, содержащего ген APOBEC3G, за-
трудняется противовирусной активностью бел-
ка APOBEC3G, направленной на этот вектор. В
клетках-продуцентах с векторной ДНК активно
синтезируется белок APOBEC3G, который вклю-
чается в вирусные частицы. При попадании в це-
левые клетки во время обратной транскрипции
белок APOBEC3G вносит мутации в вектор, в
том числе в ген, кодирующий APOBEC3G, что
препятствует интеграции функционального ге-
на [63]. Предложены различные варианты реше-
ния данной проблемы.

Так, Wang и соавт. предложили дополни-
тельно экспрессировать в клетках, продуциру-
ющих вектор, вариант Vif, активный по отно-

шению к APOBEC3G D128K [59]. В таком случае
APOBEC3G D128K будет подвергаться протеа-
сомной деградации и не сможет упаковываться в
векторные частицы.

Вторым подходом, предложенным теми же ав-
торами [59], стало использование индуцируемого
доксициклином промотора для контроля экспрес-
сии APOBEC3G D128K в клетках-продуцентах.

Лентивирусным вектором, полученным при
совместном использовании этих подходов, тран-
сдуцировали первичные CD4+ T-клетки и макро-
фаги человека. Эффективность трансдукции со-
ставила 35 и 40% соответственно. Установлено,
что уровень репликации ВИЧ в этих клетках сни-
жается в 2–3 раза относительно контрольных
клеток, трансдуцированных вектором, несущим
только маркерный ген [59].

Альтернативный подход предложен Delviks-
Frankenberry и соавт. [58]. Суть этого подхода со-
стоит в том, что во время наработки лентивирус-
ного вектора ген APOBEC3G, который упаковы-
вается в частицы, находится в инактивированном
состоянии. Это достигается путем включения в
ген повторяющейся последовательности, которая
нарушает рамку считывания. Однако в ходе обрат-
ной транскрипции в целевых клетках повтор не
включается в образующуюся ДНК, что обусловле-
но особенностью функционирования ревертазы
ретровирусов. В результате ген APOBEC3G, инте-
грированный в геном, не имеет повтора и является
полностью функциональным [64].

Авторами создан основанный на таком под-
ходе лентивирусный вектор, который эффектив-
но ингибировал ВИЧ в экспериментах на пере-
виваемых клеточных линиях. Однако эффектив-
ность трансдукции СD4+ лимфоцитов и CD34+

стволовых клеток составила лишь 15 и 30%, со-
ответственно, поэтому подавления репликации
ВИЧ не выявили [58].

Проблемы доставки APOBEC3G в составе лен-
тивирусного вектора можно решить и с помощью
других приемов. Например, использовать мобиль-
ные генетические элементы [65] или распределить
кодирующую последовательность APOBEC3G на
несколько вирусных векторов с их объединением в
целевых клетках при помощи интеинов [66].

Существуют и другие методы интеграции трансге-
нов, такие как направленная интеграция с помощью
программируемых нуклеаз (Cas9, TALEN и др.). В
этом случае нуклеаза вносит разрыв в целевую об-
ласть хромосомы, в которую затем встраивается до-
норная ДНК, несущая трансген. Для доставки до-
норной ДНК удобно использовать AAV-векторы,
которые эффективно переносят трансген в ядро
клетки, где он встраивается в область разрыва за
счет системы репарации клеточной ДНК. Таким
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образом можно добиться длительной и стабильной
экспрессии трансгенов.

Этот подход можно использовать для встраи-
вания модифицированного гена APOBEC3G в
клетки-мишени ВИЧ, причем доставка гена с по-
мощью AAV является эффективной, так как из-
вестно, что APOBEC3G не влияет на продукцию
AAV и трансдукцию клеток вектором, в отличие
от лентивирусных векторов [67, 68].

Zhujun Ao и соавт. [61] показана принципиаль-
ная возможность использования AAV для достав-
ки APOBEC3G-P129A в мононуклеарные клетки
периферической крови (PBMC) и макрофаги че-
ловека. AAV-вектор, несущий APOBEC3G P129A,
трансдуцировал PBMC и макрофаги человека с
эффективностью 23 и 40% соответственно. В зара-
женных ВИЧ PBMC человека на третий день после
трансдукции AAV наблюдалось 2‒3-кратное сни-
жение накопления вирусного антигена p24 по срав-
нению с нетрансдуцированными клетками.

Блокирование связывания APOBEC3G и Vif
возможно и при помощи альтернативных страте-
гий. Одна из них – использование низкомолеку-
лярных веществ, связывающих Vif и блокирую-
щих его взаимодействие с APOBEC3G. Успехи в
разработке таких молекул (RN-18 и его аналоги),
достигнутые за последние годы, убеждают в эф-
фективности этого подхода [53‒56]. Но исполь-
зование блокаторов связывания APOBEC3G и Vif –
это лишь новое направление в химиотерапии
ВИЧ-инфекции, которое не лишено таких недо-
статков АРТ, как пожизненный прием препара-
тов и их токсичность.

Повышение эффективности упаковки APOBEC3G
в вирусную частицу

Как отмечено выше, упаковка APOBEC3G в
вирусные частицы чрезвычайно важна для дез-
аминирования кДНК и способности подавлять
репликацию ВИЧ. Для повышения эффективно-
сти упаковки предложено использовать пептид
R14-88 ‒ фрагмент вирусного белка VPR, кото-
рый отвечает за упаковку VPR в вирионы. Пептид
R14-88 объединили с APOBEC3G в один слитый
белок R14-88–APOBEC3G, а также создали кле-
точную линию C8166-APOBEC3G со стабильной
экспрессией белка R14-88–APOBEC3G. Уро-
вень репликации ВИЧ на этой клеточной линии
снижается более чем в 10 раз относительно кон-
трольной линии клеток [69]. Кроме того, ВИЧ,
полученный после репликации в клетках C8166-
APOBEC3G, использовали для заражения PBMC
человека. Вирус, полученный из культуры кле-
ток, экспрессирующей R14-88–APOBEC3G, ока-
зался нежизнеспособным.

Добавление фрагмента вирусного белка VPR
теоретически могло повлиять на локализацию
белка APOBEC3G внутри клетки (так как VPR
это ядерный белок) и сделать его небезопасным с
учетом возможного онкогенного потенциала. Од-
нако показано, что внутриклеточная локализация
APOBEC3G, слитого с фрагментом R14-88 этого
белка, не изменяется, он остается в цитоплазме [69].

Слитый белок R14-88–APOBEC3G для дости-
жения наибольшего противовирусного эффекта
целесообразно использовать в комбинации с дру-
гими подходами, например, совместно с внесени-
ем рассмотренных выше мутаций, блокирующих
связывание APOBEC3G с Vif. Совместное приме-
нение двух подходов позволит наиболее полно пре-
одолеть ограничения, накладываемые Vif, и обес-
печить защиту от вируса [63, 69].

Другие подходы, описанные ниже, имеют скорее
теоретическое значение, они освещают механизмы,
вовлеченные в деградацию APOBEC, поскольку их
применение существенно влияет на внутриклеточ-
ную концентрацию белка APOBEC3G, что сопря-
жено с риском онкогенной трансформации.

Блокирование образования убиквитинлигазного 
комплекса с помощью

конкурентного ингибирования

Как показано недавно, деградацию APOBEC3G,
опосредованную белком Vif, можно предотвратить
с помощью одного из клеточных белков ‒ RUNX1
(Runt-related transcription factor 1) [70]. Установ-
лено, что RUNX1 связывается с CBF-β и может
конкурентно блокировать взаимодействие Vif с
CBF-β, критически важное для образования
комплекса Cul5–убиквитинлигаза (рис. 3б) [71].
При отсутствии взаимодействия между Vif и
CBF-β убиквитинирование APOBE3G не про-
исходит [71, 72]. Поэтому увеличение концен-
трации RUNX1 может предотвращать деграда-
цию фактора APOBE3G.

Для проверки этого предположения в клет-
ках HEK293T собирали вирусные частицы, со-
держащие функциональный Vif, в присутствии
APOBEC3G и RUNX1 или только APOBEC3G.
Затем определяли количество белка APOBEC3G
в вируссодержащем супернатанте. За 100% при-
нимали содержание APOBEC3G в вирусных ча-
стицах, дефектных по белку Vif. Относительное
содержание APOBEC3G в вирусных частицах с
функциональным Vif из клеток со сверхэкспресси-
ей RUNX1, составляло около 60% от уровня в
контрольных клетках, в то время как содержа-
ние APOBEC3G в вирусных частицах из клеток
без сверхэкспрессии RUNX1 составляло 20% от
значения в контрольных клетках [71].
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Однако увеличение экспрессии RUNX1 небез-
опасно само по себе [73]. Белок RUNX1 – это тран-
скрипционный фактор, который участвует в про-
цессе дифференцировки гемопоэтических стволо-
вых клеток. Известно, что белок RUNX1 связан с
патогенезом нескольких видов лейкозов, а также
рака молочной железы [74].

Блокирование убиквитинирования APOBEC3G

Как известно, сигналом убиквитинирования
служит остаток лизина в аминокислотной последо-
вательности APOBEC3G [75]. Белок APOBEC3G
включает 20 таких аминокислотных остатков, 13 из
них расположены в N-концевом домене белка и
семь в С-концевом.

Установлено, что замена остатков лизина в С-
концевом домене на остатки аргинина, блокирует
протеасомную деградацию, тогда как модифика-
ция лизинов N-концевого домена к этому не при-
водит. Таким образом, белок с заменами в С-кон-
цевой области оказался более устойчивым к фак-
тору вирулентности Vif. При этом APOBEC3G с
заменами в С-концевом домене сохранял свою
дезаминазную активность в отношении ВИЧ,
упаковывался в вирионы и эффективно подавлял
инфекцию в присутствии Vif, что показано на
клеточной линии TZM-bl [76].

Снизить уровень убиквитинирования и предот-
вратить деградацию APOBEC3G вирусным белком
Vif можно за счет механизма деубиквитинирова-
ния. Команда Pan и соавт. [77] выяснила, что бе-
лок USP49, клеточная деубиквитиназа, способ-
на напрямую связываться с убиквитинирован-
ным APOBEC3G и деубиквитинировать остатки
лизина, предотвращая тем самым деградацию бел-
ка. Установлено, что сверхэкспрессия USP49 дей-
ствительно повышает устойчивость клеток к ВИЧ.

Нарушение протеасомной деградации

Недавно предложили еще один подход, позво-
ляющий избежать деградации APOBEC3G в про-
теасоме. Этот подход основан на стабилизации
APOBEC3G при помощи регуляторных элемен-
тов, расположенных в той же молекуле. В каче-
стве примера такой стабилизации можно приве-
сти слитый белок APOBEC3G–UBA2, в котором
APOBEC3G объединен с белковым доменом
UBA2 (Ubiquitin associated domain 2) [78]. Белки, в
состав которых входит домен UBA2, подвергают-
ся убиквитинированию и взаимодействуют с про-
теасомой, но это не вызывает их деградации [78].
В своем исследовании Li и соавт. [78] сравнили
снижение уровня белков APOBEC3G–UBA2 и
APOBEC3G в клетках в присутствии Vif. Оказа-
лось, что APOBEC3G дикого типа подвергается

полной деградации, в то время как уровень слито-
го белка APOBEC3G–UBA2 снижается на 60% [78].

В целом, необходимо еще раз подчеркнуть, что
действия, направленные на снижение убиквитини-
рования или протеасомой деградации APOBEC3G,
нарушают естественный механизм элиминирова-
ния белка и увеличивают его концентрацию в клет-
ке, что, принимая во внимание мутагенную актив-
ность APOBEC3G, потенциально опасно.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Белки семейства APOBEC рассматриваются в

качестве привлекательных мишеней для генной
терапии ВИЧ-инфекции. На настоящий момент
доказана высокая антиретровирусная активность
APOBEC3G, разработаны несколько принципи-
ально разных подходов к достижению устойчиво-
сти APOBEC3G к деградации вирусным белком
Vif при ВИЧ-инфекции. Наибольший интерес
представляет совместное использование устой-
чивого к вирусному белку Vif мутантного вариан-
та APOBEC3G D128K и пептида R14-88, улучша-
ющего упаковку APOBEC3G D128K в вирусные
частицы. Показано, что и тот, и другой белок не
увеличивают уровень APOBEC3G в клетке [58, 69],
что может указывать на безопасность данного под-
хода, однако это необходимо подтвердить, проведя
дополнительные исследования мутагенной актив-
ности варианта APOBEC3G с мутацией D128K.

Нерешенной остается проблема эффективной
доставки модифицированного гена в клетки-ми-
шени. Однако в настоящее время активно разра-
батываются различные варианты доставки генов
и белков в клетки-мишени как ex vivo, так и in vivo.
Поэтому в ближайшее время можно ожидать по-
явления препаратов против ВИЧ, основанных на
модификации естественных факторов рестрик-
ции, в том числе APOBEC3G.

Написание обзора не потребовало специаль-
ного финансирования.

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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APOBEC3G AS A HIV RESTRICTION FACTOR AND PROSPECTS
OF ITS USE IN GENE THERAPY OF HIV INFECTION

A. S. Tikhonov1, *, R. R. Mintaev1, 2, D. V. Glazkova1, E. V. Bogoslovskaya1, and G. A. Shipulin1
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Moscow, 119833 Russia
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The mechanisms of protection of the human body from viral or bacterial agents are extremely diverse. One of
these mechanisms is provided by the APOBEC3 family of cytidine deaminases – the factors of innate immu-
nity, which protect the body from numerous viral infectious agents. A member of the APOBEC3 protein fam-
ily, the APOBEC3G can provide protection against human immunodeficiency virus type 1 in the absence of
Vif protein. In turn, Vif opposes the action of APOBEC3G, causing its polyubiquitination and proteasome
degradation. This review describes possible ways of increasing the anti-HIV activity of APOBEC3G, provid-
ing resistance to the Vif protein, as well as potential approaches to the use of modified APOBEC3G in gene
therapy of HIV infection.

Key words: APOBEC3G, APOBEC3G-D128K, gene therapy, HIV-1, Vif
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Ранее нами было показано, что белок CG9890 c доменами цинковых пальцев взаимодействует с
ENY2-содержащими комплексами дрозофилы и локализуется преимущественно на промоторах ак-
тивных генов. Белок CG9890 участвует в регуляции экспрессии части генов, на промоторах которых
он находится, причем в число этих генов входят гены экдизонового каскада. В представленной ра-
боте изучена роль белка CG9890 в регуляции экдизонзависимой индуцибельной транскрипции.
Идентифицированы 12 экдизонзависимых генов, на промоторах которых локализован белок
CG9890. Изучена их активация после добавления к клеткам 20-гидроксиэкдизона как в норме, так
и после РНК-интерференции CG9890. Экспрессия экдизонзависимых генов существенно повыша-
ется в ответ на обработку клеток экдизоном, в отличие от контрольных генов. Причем в линии кле-
ток, подвергнутых РНК-интерференции CG9890, транскрипция 8 из 12 генов была значительно вы-
ше, чем в контрольных клетках. Таким образом, белок CG9890 участвует в регуляции транскрипции
экдизонзависимых генов, причем в большинстве случаев выступает в роли репрессора.

Ключевые слова: CG9890, цинковые пальцы, 20-гидроксиэкдизон, активация транскрипции
DOI: 10.31857/S0026898422040085

ВВЕДЕНИЕ

Ранее мы выделили и охарактеризовали белок
ENY2, который оказался компонентом множе-
ства белковых комплексов, вовлеченных в регу-
ляцию транскрипции и репликации. ENY2 вхо-
дит в состав транскрипционных комплексов
SAGA, AMEX, THO и связывает различные эта-
пы экспрессии генов ‒ организацию транскрип-
ционных доменов и модификацию хроматина,
активацию и элонгацию транскрипции, экспорт
мРНК и регуляцию пространственного располо-
жения генов в ядре [1‒6]. Кроме того, ENY2 вхо-
дит также в состав репликационного комплекса
ORC, ответственного за позиционирование точек
начала репликации [7‒10]. Показано, что белок
Su(Hw), содержащий домены цинковых пальцев,
взаимодействует с ENY2-содержащими комплек-
сами дрозофилы и необходим для их привлечения
на сайты связывания Su(Hw), что необходимо для
создания активной структуры хроматина и пози-
ционирования точек начала репликации [1, 2, 5].

В ходе предыдущей работы мы обнаружили
взаимодействие ENY2 с еще одним ранее не оха-
рактеризованным белком – CG9890, который со-
держит домен цинковых пальцев, как и Su(Hw)
[11]. Установлено, что белок CG9890 локализован

в ядре клетки. Биохимическими методами пока-
зано взаимодействие белка CG9890 с комплекса-
ми SAGA, ORC, dSWI/SNF, TFIID и THOC [11].
CG9890 связывается с транскрипционными ком-
плексами, вовлеченными в инициацию и элонга-
цию транскрипции, но не взаимодействует с ком-
плексом AMEX, участвующим в экспорте мРНК из
ядра в цитоплазму, что указывает на работу CG9890
в первых стадиях транскрипционного цикла.

Идентифицированы сайты связывания CG9890
в геноме и показано, что они локализованы пре-
имущественно на промоторах генов. Определена
полногеномная корреляция сайтов связывания
CG9890 и комплексов SAGA, ORC и dSWI/SNF.
Сайты связывания белка CG9890 характеризуют-
ся более низкой плотностью нуклеосом (пред-
ставленностью гистона H3), чем в среднем по ге-
ному и на промоторах, что указывает на активное
состояние этих регуляторных элементов [12]. С
использованием метода ОТ-кПЦР проанализи-
ровано изменение уровня мРНК 21 CG9890-ассо-
циированного гена в клетках после РНК-интер-
ференции CG9890 по сравнению с контрольными
образцами. Обнаружено, что пять из 10 генов, экс-
прессия которых изменилась статистически значи-
мо после РНК-интерференции белка CG9890, это
гены экдизонового каскада [12].
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Учитывая полученные ранее данные, предполо-
жили, что белок CG9890 может участвовать в регу-
ляции не только базальной, но и активируемой
транскрипции экдизонзависимых генов. Для изуче-
ния этого вопроса проведен биоинформатический
анализ и идентифицированы все экдизонзависи-
мые гены, промоторы которых содержат белок
CG9890. Далее проанализировали активацию этих
экдизонзависимых генов после обработки клеток
S2 Шнейдер дрозофилы 20-гидроксиэкдизоном как
в норме, так и после РНК-интерференции CG9890.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культивирование клеток линии S2 Шнейдер.

РНК-интерференция. Индукция экспрессии эк-
дизонзависимых генов. Клетки культивировали

при 25°С в среде Schneider’s insect medium
(“Sigma”, США), содержащей 10% фетальной
сыворотки крупного рогатого скота (“Hy-
Clone”, США). дцРНК синтезировали с исполь-
зованием TranscriptAid T7 High Yield Transcription
Kit (“ThermoScientifiс”, США). Нокдаун белков
проводили с помощью РНК-интерференции со-
гласно протоколу [13]. Для нокдауна белка
CG9890 синтезировали дцРНК длиной 500 п.н.,
соответствующую начальному участку его ко-
дирующей последовательности. В качестве
контроля использовали дцРНК, соответствую-
щую 500-нуклеотидному фрагменту плазмиды
pBluescipt II SK(–) (“Stratagene”, США). дцРНК
синтезировали с использованием следующих
праймеров:

CG9890, CGACTCACTATAGGGAGAACGTAAACAAATGGAGCACG и CGACTCACTATAGG-
GAGAAGGTGCGGTCGGTTAG;

 pBluesciptIISK(–), GAATTAATACGACTCACTATAGGGAGAGTTACATGATCCCCCATG и GAAT-
TAATACGACTCACTATAGGGAGATTTCGCCCCGAAGAACG.

В каждый эксперимент по РНК-интерферен-
ции дцРНК брали из расчета 30 мкг на 1 млн кле-
ток. По прошествии 5 дней инкубации в среде с
дцРНК клетки из каждой чашки рассаживали на
две чашки, на следующие сутки (6-е с начала ин-
кубации) в одной из них индуцировали экдизоно-
вый каскад. Клетки из второй чашки служили от-
рицательным контролем. Все эксперименты по
индукции экспрессии экдизонзависимых генов в
норме и на фоне РНК-интерференции CG9890

проводили в трех повторах. Для активации экди-
зонового каскада в клеточную среду добавляли
20-гидроксиэкдизон (“Sigma”, h5142) до концен-
трации 0.3 мкМ и инкубировали в течение 3 ч.
Уровень экспрессии CG9890, экдизонзависимых
и контрольных генов, использованных в качестве
контроля, измеряли методом обратной тран-
скрипции с последующей ПЦР в реальном време-
ни. Использовали следующие праймеры:

CG9890, GCCGATGTGGAGGATATAGC и GGATGTCACACAGCAGGTAG;
Eip75B-RA, CCTCGTCCATCTCCTCCAG и CACCAGCACCAGCAACAA;
Eip75B-RC, GACGGAGGAGTTGGGAGAA и TACCAGCACAACAGCAAGC;
DHR3, CGGTTGCGATTAACACGGTCC и CTGCAAGGGATTCTTTCGAAGATC;
HR4, GTGCGTCTGCACAATGTTGG и GGAACAGTCCATCAGCTCCTCG;
Eip78C, GCATCTACTACAGCAGCAACA и ATTTGTGGCGTTTGTGGAGTA;
Tret1-1, CATCAACCGCTGAGCAACG и TCCTCTGGCAGAATTGTGTCC;
CR43626, TTCGGTGTGTGGACAGCAAG и GGTTCGATGTCGTACCAACTTCT;
Actin 5C, GGCACCACACCTTCTACAATGAGC, GAGGCGTACAGCGAGAGCACAG;
Tubulin 56D, CGAGAACACGGACGAGACCTACTG и GGAATCGGAGGCAGGTGGTTACG;
ras2, GAGGGATTCCTGCTCGTCTTCG и GTCGCACTTGTTACCCACCATC;
CG5455, TTGGAGGTGGTGGAGAAGAA и CAGCGGTGGTGATTCATCC;
СG8745, TCCAGTGTGCTCGCACGTT и ACATGCACGTAGTCGGGCTT;
CG15279, GGCATAGGATCGAATATAGCCATG и CAGCTCGGCGATTCCCAGTA;
E23, AGCAGCAGCAGCAACAACAG и GCAACTGTTTCCTGTTTAGCTGG;
Fatp3, CAGTGGTGGCTCTCCTGCTC и ATCGTCCATCACGAAGCATGT;
Eip74EF, GTCGGAGGCTACGGATTCAGA и ACCAGGTGCCATAGTTGATACCG.

Идентификация сайтов связывания белка CG9890 в
геноме дрозофилы. Исходные данные с геномного се-

квенатора Illumina HiSeq2000 выравнивали на ге-
ном дрозофилы dmel_r6.40 с помощью програм-
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мы Hisat2 в режиме end-to-end. Программа Hisat2
предназначена для обработки данных РНК-Seq,
но ее также удобно использовать и для данных
ChIP-Seq с ключом no-spliced-alignment. Также
устанавливали ключ -a, который позволяет ис-
кать множественные выравнивания, с целью их
исключения из анализа. В дальнейшую работу
брали только уникально картированные риды,
обрабатывая флаг “NH:i” в результатах вывода
программы Hisat2. Также брали только те риды,
уровень мисматчей в которых был менее 5%, об-
рабатывая флаг “XM:i” в результатах вывода про-
граммы Hisat2. Фильтрацию осуществляли с по-
мощью собственной программы. Сайты связы-
вания белка CG9890 определяли с помощью
программы MACS2 с использованием парамет-
ров по умолчанию (q-value < 0.05).

Анализ сайтов связывания белка CG9890 в про-
моторных областях генов. Промоторные области
определяли из аннотации транскриптов генома
дрозофилы dmel_r6.40. Промоторной областью
считали интервал ±500 п.н. от старта транскрип-
ции. Считали, что сайт связывания находится в
промоторной области гена, если пик сайта связы-
вания попадает в заданный интервал. Анализ
проводили с помощью программы bedtools. Кро-
ме того, сайты связывания белка CG9890 в обла-
сти экдизоновых генов дополнительно контроли-
ровали путем совмещения структуры транскрип-
тов из геномного браузера и профиля ChIP-Seq

(рис. 1). Исследование зависимости транскрип-
ции генов от обогащения белка CG9890 на их
промоторах проводили в программе Microsoft Ex-
cel, включая расчет коэффициента корреляции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Белок CG9890 привлекается

на промоторы экдизонзависимых генов

С целью идентификации сайтов связывания
белка CG9890 на промоторах экдизонзависимых
генов с помощью биоинформатических методов
проанализировали ChIP-Seq-профиль этого бел-
ка [12]. Проанализированы все 17 идентифициро-
ванных нами ранее генов, транскрипция которых
значительно возрастает (в 3 раза и более) после до-
бавления 20-гидроксиэкдизона к клеткам S2 дро-
зофилы [14]. Оказалось, что белок CG9890 присут-
ствует на промоторах 12 из 17 генов, что сильно
превышает случайное совпадение (среднегеном-
ный уровень колокализации белка CG9890 с про-
моторами генов составляет, как мы показываем да-
лее, примерно 15%, поэтому уровень случайного
совпадения соответствует двум‒трем генам из 17).
В качестве примера на рис. 1 представлен профиль
CG9890 в области экдизонзависимого гена Eip75B.

Для большинства экдизонзависимых генов ха-
рактерен альтернативный сплайсинг, причем раз-
ные транскрипты могут как активироваться экди-
зоном, так и нет. Примером такого гена является

Рис. 1. ChIP-Seq-профиль белка CG9890 в области экдизонзависимого гена Eip75B. На верхней панели представлена
структура транскриптов из геномного браузера, на нижней панели – сам ChIP-Seq -профиль.
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Eip75B. На рис. 1 видно, что белок CG9890 присут-
ствует на промоторе экдизонзависимого тран-
скрипта Eip75B-RC, тогда как на промоторе дру-
гого экдизонзависимого транскрипта Eip75B-RA
(рис. 1) данного белка нет. Транскрипт Eip75B-RD
экдизоном не активируется.

CG9890 принимает участие в активации 
экдизонзависимых генов

Далее провели анализ активации выбранных на
предыдущем этапе экдизонзависимых генов в об-
работанных 20-гидроксиэкдизоном клетках ‒ нор-
мальных и после РНК-интерференции CG9890.
Проанализировали два разных экдизонзависимых
транскрипта гена Eip75B ‒ содержащего CG9890

на промоторе и без этого белка. Результаты ана-
лиза представлены на рис. 2.

Экспрессия экдизонзависимых генов суще-
ственно повышается в ответ на обработку клеток
экдизоном в отличие от контрольных генов. Еще
большая степень активации 8 из 12 генов наблю-
дается в клетках после РНК-интерференции бел-
ка CG9890 по сравнению с контрольной линией
клеток (рис. 2а‒в). Транскрипция контрольных
генов при РНК-интерференции CG9890 не изме-
няется (рис. 2д). Интересно, что уровень тран-
скрипта Eip75B-RC, синтезируемого с промото-
ра, с которым связывается CG9890, повышается
при РНК-интерференции CG9890, тогда как уро-
вень транскрипта Eip75B-RA, синтезируемого с
промотора, не занятого белком CG9890, не отли-
чается от уровня в контрольных клетках (рис. 2в).

Рис. 2. Активация транскрипции экдизонзависимых (а‒г) и контрольных генов (д) в ответ на добавление 20-гидрок-
сиэкдизона к S2 клеткам дрозофилы через 3 ч после индукции. Названия генов указаны под диаграммами. На верти-
кальной оси указана степень активации транскрипции. Светлые столбцы соответствуют активации транскрипции в
нормальных клетках, темные столбцы ‒ активации транскрипции при РНК-интерференции гена CG9890. Измерения
проводили в трех повторах. Линии погрешностей соответствуют стандартной ошибке среднего.
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На активацию четырех экдизонзависимых генов
РНК-интерференция CG9890 не влияет (рис. 2г).
На основе полученных данных можно сделать
вывод, что белок CG9890 выступает как репрес-
сор экдизонзависимой активации транскрипции.

Характеристика группы
CG9890-ассоциированных генов

Ранее мы изучали роль CG9890 в регуляции
базальной транскрипции (без активации экдизо-
ном) и обнаружили, что транскрипция части ге-
нов возрастает, а части снижается в результате
РНК-интерференции CG9890. Белок CG9890 вхо-
дит в семейство белков с доменами цинковых паль-
цев, значительная часть которых является фактора-
ми транскрипции [15]. Показана зависимость меж-
ду присутствием многих из белков этого семейства
на промоторах и уровнем экспрессии соответству-
ющих генов [16, 17]. Мы решили проверить суще-
ствование подобной зависимости для белка
CG9890. Мы проанализировали ChIP-Seq-про-
филь белка CG9890 и обнаружили его сайты свя-
зывания на промоторах 3160 индивидуальных
транскриптов ‒ продуктов 2803 генов, что состав-
ляет 15.8% от общего числа аннотированных ге-
нов дрозофилы. Так как ChIP-Seq CG9890 вы-
полнен в клетках линии S2, мы проанализирова-
ли транскрипцию соответствующих генов также в

этой линии и исследовали зависимость тран-
скрипции генов от обогащения белка CG9890 на
их промоторах. Результаты представлены на рис. 3.
Видно отсутствие корреляции между уровнем
представленности белка CG9890 на промоторах
данных генов и уровнем их экспрессии в клетках
S2 (коэффициент корреляции Спирмена 0.03).

Иными словами, белок CG9890 локализован
на промоторах генов как с сильной, так и со сла-
бой экспрессией. Такая локализация на промото-
рах генов с различной экспрессией характерна так-
же для классических репрессорных факторов —
NELF [18, 19] и белков Polycomb-группы [20].
Этот результат позволяет нам предположить, что
белок CG9890 не является классическим тран-
скрипционным фактором-активатором, а функ-
ционирует по сходным с белками-репрессорами
механизмам. Противоположное влияние белка
CG9890 на экспрессию различных генов может
быть опосредовано вторичными эффектами его
нокдауна в клетке. Ранее мы показали, что белок
CG9890 локализуется на промоторах многих ге-
нов регуляторных факторов. Изменение экспрес-
сии этих белков влияет на экспрессию подкон-
трольных им генов. В частности, при РНК-интер-
ференции изучаемого белка на 40% падает
количество мРНК белка Su(z)2 [12], субъединицы
комплекса PRC1, который участвует в репрессии
большого числа генов дрозофилы. Это, в свою

Рис. 3. Обогащение белка CG9890 на промоторах генов и уровень их экспрессии. По горизонтальной оси представле-
ны 2803 гена, отсортированные по убыванию экспрессии слева направо. Сплошной линией показана экспрессия со-
ответствующих генов, точки указывают представленность CG9890 на промоторах этих генов в терминах z-score (стан-
дартные отклонения относительно среднего).
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очередь, может привести к активации каких-то
PRC-зависимых генов и изменению экспрессии
их генов-мишеней.

Ранее мы обнаружили взаимодействие белка
CG9890 с мультифункциональным консерватив-
ным белком ENY2 и с белковыми комплексами
SAGA, ORC, dSWI/SNF, TFIID и THOC [11].
Cайты связывания CG9890 в геноме дрозофилы
локализованы преимущественно на промоторах
генов. Белок CG9890 участвует в регуляции экс-
прессии части генов, на промоторах которых он
находится [12]. Нами изучена роль белка CG9890
в регуляции экдизонзависимой индуцибельной
транскрипции. С этой целью идентифицированы
12 экдизонзависимых генов, на промоторах кото-
рых локализован белок CG9890. Изучена их акти-
вация, вызванная добавлением 20-гидроксиэкди-
зона, как в нормальных клетках, так и после
РНК-интерференции CG9890. Экспрессия экди-
зонзависимых генов существенно повышается в
ответ на обработку клеток экдизоном, в отличие
от контрольных генов. Причем в клетках после
РНК-интерференции CG9890 транскрипция 8 из
12 генов была значительно выше, чем в контроль-
ной линии. Таким образом, белок CG9890 участ-
вует в регуляции транскрипции экдизонзависи-
мых генов, выступая в большинстве случаев, в ро-
ли репрессора.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (грант № 20-14-00269). Работа
выполнена с использованием оборудования ЦКП
ИБГ РАН.
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THE DROSOPHILA CG9890 PROTEIN IS INVOLVED IN THE REGULATION 
OF ECDYSONE-DEPENDENT TRANSCRIPTION

Yu. V. Nikolenko1, N. A. Fursova1, M. Yu. Mazina1, N. E. Vorobyeva1, and A. N. Krasnov1, *
1 Institute of Gene Biology Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia

*e-mail: krasnov@genebiology.ru

Earlier in our works, it was shown that the CG9890 protein, which has zinc finger domains, interacts with
ENY2-containing complexes and is localized mainly on the promoters of active genes. The CG9890 protein
is involved in the regulation of the expression of some of the genes on the promoters of which it is located,
and among these genes there are genes for the ecdysone cascade. In this work, the role of the CG9890 protein
in the regulation of ecdysone-dependent inducible transcription was studied. For this, 12 ecdysone-depen-
dent genes were identified, on the promoters of which the CG9890 protein is localized. Their activation was
studied after the addition of 20-hydroxyecdysone to cells, both in normal conditions and after RNA interfer-
ence of CG9890. The expression of ecdysone-dependent genes is significantly increased in response to the
treatment of cells with ecdysone, in contrast to the control genes. Moreover, in the cell line after RNA inter-
ference CG9890, the transcription of 8 out of 12 genes was significantly higher than in the control line. Thus,
the CG9890 protein is involved in the regulation of transcription of ecdysone-dependent genes, and, in most
cases, acts as a repressor.

Keywords: CG9890, Drosophila, zinc fingers, transcription activation, 20-hydroxyecdysone
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GTPaзы Rab ‒ главные регуляторы мембранного трафика. Профилирование протеома выявило де-
сятки белков Rab, ассоциированных с липидными каплями (LD), но установлены функции лишь
некоторых из них. Белок Cidec, которым обогащены участки контактов LD‒LD, опосредует слия-
ние и рост LD. Нами изучена роль Rab3D в хранении липидов в адипоцитах. Подтверждено, что
уровень транскриптов Rab3D в адипоцитах выше, чем у других членов семейства Rab3; различия
были наиболее выраженными в белой жировой ткани. Более того, нами показано, что Rab3D спо-
собствует дозозависимому росту LD в преадипоцитах 3T3-L1 независимо от опосредованного Cidec
слияния LD. Наконец, подтверждено, что GTP-связанная форма Rab3D способствует росту LD; в
ходе дифференцировки адипоцитов эта форма транслоцируется в LD из других везикул. Напротив,
Rab3D-GDP остается в цитоплазме и не влияет на размеры LD. Получены данные, доказывающие
участие Rab3D в контролируемом образовании крупных LD в адипоцитах. Можно заключить, что
Rab3D ‒ это новый регулятор LD, свойства которого отличаются от свойств идентифицированных
ранее белков Rab18 и Rab8a, ассоциированных с LD.

Ключевые слова: липидные капли, адипоциты, Rab3D
DOI: 10.31857/S0026898422040140

ВВЕДЕНИЕ

Липидные капли (LD) ‒ высокодинамичные
субклеточные органеллы, обнаруженные у раз-
ных организмов ‒ от дрожжей до млекопитаю-
щих [1]. LD состоят из нейтрального липидного
ядра, окруженного монослоем фосфолипидов и
ассоциированных белков [2, 3]. LD претерпевают
динамические изменения, включающие биоге-
нез, слияние/рост и деградацию [4‒6]. Биогенез
LD инициируется de novo в эндоплазматическом
ретикулуме (ER) [7, 8]. Рост индивидуальных LD
достигается несколькими путями. Во-первых, LD
приобретают нейтральные липиды из ER. Во-
вторых, LD могут синтезироваться in situ поверх-
ностными белками LD, такими как DGAT2 [9].
Наконец, рост LD может определяться их слия-
нием, опосредуемым CIDE. Cайты контактов
LD‒LD обогащены индуцируемым клеточной
смертью эффекторным белком, подобным фак-
тору 45 фрагментации ДНК (CIDE), который

участвует в слиянии и росте LD посредством пе-
реноса липидов от мелких LD к более крупным
[10‒12]. Белки CIDE включают Cidea, Cideb и
Cidec [13‒17]: Cidea экспрессируется преимуще-
ственно в бурой жировой ткани (BAT) [18, 19],
Cideb – в печени [20‒22], а Cidec почти исключи-
тельно в белой жировой ткани (WAT) [23‒25]. Ката-
болизм LD включает гидролиз и/или аутофагию.
Гидролиз LD опосредуется клеточными липаза-
ми, которые катализируют расщепление триаци-
лглицерина и его метаболитов. Аутофагия LD это
процесс деградации, в котором LD поглощаются
аутофагосомой, которая затем сливается с лизо-
сомой с образованием аутолизосомы [3, 26, 27].

Малые GTPaзы Rab играют важные роли в
транспорте везикул и динамике мембран [28‒31].
Активность белков Rab регулируется специфич-
ными активирующими GTPазы белками (GAP),
факторами обмена гуаниновых нуклеотидов
(GEF), нижележащими эффекторами. GDP-свя-
занный Rab трансформируется в GTP-форму под
действием мембраноспецифичного GEF, тогда
как GTP-связанная форма Rab превращается в
Rab-GDP под действием GAP [32, 33]. Большин-
ство белков Rab активны в GTP форме и взаимо-

1 Статья представлена авторами на английском языке.
2 Дополнительная информация для этой статьи доступна по

doi 10.31857/S0026898422040140 для авторизованных поль-
зователей.
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действуют с широким кругом эффекторов [34].
Особенности функционирования белков Rab
(циклическое чередование включенных “on” и
выключенных “off” состояний) ведет лишь к вре-
менному взаимодействию с эффекторами, которое
сложно фиксировать.

К настоящему времени идентифицированы
многие ассоциированные с LD Rab GTPaзы
[35‒37]. Однако лишь некоторые из них верифи-
цированы функционально. Среди них наиболее
хорошо охарактеризован ассоциированный с LD
белок Rab18, который способствует росту LD за
счет привязки ER к LD [38‒41]. Rab8a служит ак-
тиватором опосредуемого Cidec слияния LD в
адипоцитах [42]. Мутанты Rab32 с потерей функ-
ции снижают запасы липидов, нарушая аутофа-
гию у Drosophila [43]. Истощение Rab40c умень-
шает размеры LD, тогда как сверхэкспрессия
Rab40c индуцирует кластеризацию LD [44]. Rab7
незаменим для деградации LD в гепатоцитах пу-
тем липофагии [45]. Получены также косвенные
свидетельства того, что Rab1 и 5 взаимодействуют
с LD [46‒48]. Подсемейство Rab3 включает четы-
ре гомологичных белка ‒ Rab3A, Rab3B, Rab3C и
Rab3D [49]. Rab3A, Rab3B и Rab3C экспрессиру-
ются преимущественно в головном мозге и ней-
роэндокринных клетках и локализуются исклю-
чительно в синаптических везикулах [50]. Тем
не менее, Rab3D сначала идентифицировали в
адипоцитах и показали постепенное повыше-
ние его экспрессии по мере дифференцировки
адипоцитов [51, 52]. Белок Rab3D обильно пред-
ставлен в нескольких других не нейронных тканях,
включая поджелудочную и околоушную железу
[52‒56].

В настоящей работе определены уровни экс-
прессии четырех представителей семейства Rab3
в адипозных тканях, проанализировано действие
Rab3D на рост LD. Кроме того, нами проведен
анализ субклеточной локализации Rab3D в пре- и
зрелых адипоцитах 3T3-L1. Полученные нами дан-
ные указывают на важную роль Rab3D в развитии
адипоцитов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Животные, культуры клеток и временная транс-
фекция. Mышей, использованных в работе, со-
держали в контролируемых условиях (температу-
ра 22°C, 12-часовой цикл день/ночь) со свободным
доступом к воде и стандартному сбалансированно-
му корму для грызунов. Опыты проводили в вива-
рии Университета Tsinghua (Пекин, КНР). Про-
ведение опытов одобрено Комитетом по обраще-
нию с животными университета Tsinghua.

Преадипоциты 3T3-L1 (ATCC, Manassas, США)
культивировали в среде Игла, модифицирован-
ной Дульбекко (DMEM), с 10% фетальной сыво-

ротки крупного рогатого скота (FBS) и антибио-
тиками (100 Ед./мл пенициллина и 100 Ед./мл
стрептомицина) при 37°C в камерах с 5% CO2. Ли-
ния клеток Hela со стабильной экспрессией Cidec
получена в подарок от Feng-Jung Chen (Fudan
University, КНР).

Зрелые адипоциты 3T3-L1 получали из пре-
адипоцитов ранних генераций согласно протоко-
лу ATCCl. Через 48 ч после достижения 100%-ной
плотности среду заменяли индукционной средой
(к исходной среде добавляли 1 мкг/мл инсулина,
1 мкМ розиглитазона, 1 мкM дексаметазона и
0.5 мкM метилизобутирилксантина) и инкубиро-
вали в течение 48 ч, а затем заменяли поддержи-
вающей средой (содержащей только 1 мкг/мл ин-
сулина) и продолжали индуцировать в течение
6‒8 дней, с заменой среды каждые 2 дня.

Транзиентную трансфекцию клеток HeLa
плазмидами проводили, используя Lipofectamine
3000 (“Invitrogen”, США) согласно инструкции
производителя. Электропорацию преадипоци-
тов 3T3-L1 и зрелых адипоцитов выполняли, ис-
пользуя систему Amaxa Nucleofector II (“Lonza”,
Швейцария), согласно инструкции производите-
ля. Образование LD в преадипоцитах 3T3-L1 и
клетках Hela индуцировали, добавляя к среде
200 мкM олеиновой кислоты (OA) (в комплексе с
1%-ным бычьим сывороточным альбумином, сво-
бодным от жирных кислот (BSA), в дважды ди-
стиллированной H2O) и выдерживали в течение
18 ч вместе с красителем LD Bodipy-C12.

Экстракция РНК и количественная ПЦР в ре-
альном времени (qRT-PCR). qRT-PCR проводили,
как описано ранее [57]. Сначала из клеток одной
чашки диаметром 6 см с использованием реагента
TRIzol выделяли суммарную РНК (1.0 мл) (“Invi-
trogen”). Затем проводили синтез первой цепи
кДНК с 1 мкг суммарной РНК с использованием
набора Superscript Reversal Kit (“Invitrogen”) по
протоколу производителя. qRT-PCR проводили с
SYBR Green Master Mix (“Applied Biosystems”,
США) на приборе ABI 7500 f luorescent quantitative
PCR. Использовали следующие условия ПЦР:
95°C, 30 с (1 цикл); затем 95°C, 5 с и 60°C, 30 с
(40 циклов), в конце проводили анализ кривой
плавления. В качестве внутреннего контроля
выбраны праймеры на β-актин. Относительный
уровень экспрессии генов рассчитывали мето-
дом 2–ΔΔCT. Нуклеотидные последовательности
праймеров показаны в табл. 1.

Конструирование плазмид. кДНК, кодирую-
щую Rab3D мыши, клонировали в векторе экс-
прессии для клеток млекопитающих pEGFP-C1
(“Clontech”, США). Мутанты Rab3D с блокиро-
ванными сайтами связывания GTP и GDP (Q81L
или N135I) синтезировали путем сайт-направлен-
ного мутагенеза pEGFP-Rab3D, как описано ра-
нее [58]. Полноразмерную кДНК, кодирующую
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перилипин (Plin1), субклонировали в вектор pm-
Cherry-N1 (“Clontech”), как описано ранее [59].
Все полученные конструкции верифицированы с
помощью секвенирования ДНК (см. рис. S1, S2
Приложения, см. Дополнительные материалы на
сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2022/4/
supp_Wang_rus.pdf).

Флуоресцентный имиджинг. Клетки культиви-
ровали на покровных стеклах, промывали 3 раза
PBS, фиксировали 4%-ным параформальдегидом
в течение 20 мин. Проводили еще один раунд из
трех промывок, а затем клетки окрашивали
Bodipy493/503 (разведение 1 : 200) в течение
30 мин и Hoechest 33258 (1 : 10000) в течение
10 мин. Изображения получали на конфокальном
микроскопе сверхвысокого разрешения Nikon A1
при ×100 увеличении с иммерсионным маслом.
Диаметры LD измеряли, используя программу
ImageJ и анализировали с помощью программы
Graphpad Prism 5.0.

Анализ иммуноблотов. Вестерн-блотинг прово-
дили, как описано ранее [57]. Эксперименталь-
ные образцы лизировали в буфере RIPA и денату-
рировали при 95°C в течение 10 мин. Затем образ-
цы белков разделяли с помощью электрофореза в
10%-ном SDS-ПААГ и переносили на PVDF-
мембрану. Мембрану блокировали в свежеприго-
товленном растворе PBST, содержащем 5% обез-
жиренного сухого молока (Yili), в течение 1 ч и
инкубировали с антителом к GFP (1 : 1000) (“San-
ta Cruz Biotechnology”, sc-8334, США) при 4°C.
После этого мембрану отмывали PBST (3 раза по
5 мин) и инкубировали с меченными пероксида-
зой хрена вторичными антителами при комнат-
ной температуре в течение 1 ч. Наконец, после
еще трех отмывок полосы визуализировали с по-
мощью Western Lightning Plus-ECL (“Perkin-
Elmer”, США). В качестве контроля использова-
ли IgG к β-актину мыши (“Sigma-Aldrich”, A5441,
США). Антитела морской свинки к перилипину 1

(20R-pp004) получали от “Fitzgerald Industries”
(США).

Статистика. Результаты по меньшей мере трех
независимых опытов анализировали и представ-
ляли графически с использованием Graphpad
Prism 5.0. Результаты опытов представляли как
среднее значение ± стандартное отклонение. Для
сравнения значимости различий между группами
использовали t-тест, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Rab3D активно экспрессируется в WAT

Для определения паттернов экспрессии четы-
рех членов подсемейства Rab3 в разных жировых
тканях экстрагировали РНК из четырех типов
тканей мыши, а именно из белого жира гонад
(gWAT), подкожного белого жира (sWAT), белого
жира брыжейки (mWAT) и бурого жира (BAT).
Методом qRT-PCR во всех четырех жировых тка-
нях выявлен наиболее высокий уровень экспрес-
сии мРНК Rab3d, затем следует Rab3a, тогда как
транскрипты Rab3b и Rab3c в белом жире слабо
экспрессируются (рис. 1). Кроме того, транскрип-
ты Rad3d экспрессируются на одинаковом уровне
во всех трех типах WAT и немного менее активно в
BAT, но различия были незначимыми (P > 0.05).
Таким образом, представитель подсемейства Rab ‒
Rab3d, в наибольшей степени ассоциирован с
WAT. Поэтому дальнейшая работа была сфокуси-
рована преимущественно на изучении функции
белка Rab3d (рис. 1).

Rab3D способствует росту LD
в преадипоцитах 3T3-L1

Для мониторинга динамики роста LD под дей-
ствием ОА (индуктор накопления LD), преадипо-
циты 3T3-L1 в шестилуночном планшете транзи-
ентно трансфицировали pEGFP-C1-Rab3D или
плазмидой pEGFP-C1 без вставки (1 мкг/лунку).

Tаблица 1. Праймеры для qRT-PCR, использованные в работе

Праймер Нуклеотидная последовательность (5′ → 3′)

β -Actin ACACTGTGCCCATCTACGAG
CAGCACTGTGTTGGCATAGAG

Rab3a CTCCAGCCTTTGTCAGCACCGT
CAACTGACAACTGTGGACGGGAT

Rab3b CCTCCTTCCTTTTCCGCTATG
TCACACGCTTCTCATGGCG

Rab3c CTGTTCCGTTATGCCGACGAT
CCCCTCGATAGTAGGCTGTG

Rab3d ATGGCATCCGCTAGTGAGC
TCGGTAGACCGTCTTGACCTT
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Показано, что белок Rab3D локализован преиму-
щественно вокруг LD (рис. 2a). Кроме того, мы
систематически определяли размеры самых круп-
ных LD в клетках дикого типа или в клетках,
сверхэкспрессирующих Rab3D, после обработ-
ки OA. В контрольных клетках большинство LD
имели диаметр около 1 мкм, тогда как средний
диаметр LD в группе Rab3D был почти в 2 раза
больше, чем в контроле (Р < 0.05) (рис. 2б). С уве-
личением концентрации трансфицируемой ДНК
Rab3d происходит дальнейшее увеличение соот-
ветствующих LD (рис. 2в, г). Это свидетельствует
о дозозависимой стимуляции роста LD в преади-
поцитах 3T3-L1 под действием Rab3D.

LD-стимулирующая активность Rab3D не зависит 
от опосредованного Cidec слияния LD

Поскольку Rab3D более активно экспрессиру-
ется в WAT, чем в BAT, и способен стимулировать
рост LD, мы предположили, что он может участ-
вовать в опосредуемом Cidec слиянии и росте LD.
Чтобы исключить влияние других компонентов,
мы ввели Rab3D в клетки Hela дикого типа или в
стабильные линии клеток, сверхэкспрессирую-
щих Cidec. Для индукции образования LD клетки
Hela каждой группы стимулировали также обра-
боткой OA. В отличие от преадипоцитов 3T3-L1,
в клетках Hela Rab3D локализовался преимуще-
ственно в участках контактов с LD, а добавление
белка Cidec не влияло на его локализацию (рис. 3a,
в). Согласно количественным данным, Rab3D не
регулирует размер LD в клетках Hela дикого типа
(рис. 3б). В клетках Hela со стабильной экспрес-
сией Cidec этот белок стимулировал образование
более крупных LD, средний диаметр которых был
почти в 4 раза больше, чем в клетках дикого типа,

что свидетельствует о функционировании про-
цессов слияния и роста LD в этой стабильной
клеточной линии Hela. Добавление Rab3D, к со-
жалению, не влияет на размер LD (рис. 3г). Кроме
того, опыты по коиммунопреципитации подтвер-
дили, что взаимодействие между Rab3D и Cidec
(данные не приведены). Эти данные свидетель-
ствуют о том, что Rab3D стимулирует образова-
ние крупных LD не с помощью опосредуемого
Cidec слияния LD, а с использованием других не-
известных процессов.

GTP-связанный Rab3D действует как активатор 
роста LD в преадипоцитах 3T3-L1

Исходя из свойств белков Rab (цикличное че-
редование “активного” GTP-связанного и “неак-
тивного” GDP-связанного состояния), мы ис-
пользовали сайт-направленный мутагенез для
Rab3D в GDP- или GTP-связанной форме. Ранее
было показано, что замена глутамина (Q) в поло-
жении 81 на лейцин (L) приводит к конформации
Rab3D-GTP, тогда как замещение аспарагина (N)
в положении 135 изолейцином (I) приводит к ста-
билизации мутанта Rab3D-GDP. Поэтому мы
сконструировали специфические мутанты Rab3D
и экспрессировали их в виде белков, слитых с зе-
леным флуоресцентным белком (EGFP). Показа-
но, что Rab3D-GDP локализован в цитоплазме,
тогда как Rab3D-GTP находится преимущественно
в других везикулах, но не в структурах LD (рис. 4a).
Это подтверждено путем котрансфекции с пери-
липином 1 (plin1) – специфическим маркером
поверхности LD. Rab3D-GTP, коэкспрессируе-
мый с plin1-cherry, не колокализуется с plin1
(рис. 4б). В целом это указывает на различия в
субклеточной локализации разных форм Rab3D;

Рис. 1. Паттерны экспрессии разных генов Rab3 в жировых тканях мыши. qRT-PCR-анализ транскриптов Rab3a–
Rab3d в разных тканях. В качестве референсного образца использовали транскрипт Rab3a из образца gWAT, а уровень
мРНК β-актина в качестве внутреннего контроля. Представлены значения среднего ± стандартное отклонение, вы-
численные из результатов трех независимых экспериментов. ns ‒ статистически незначимо.
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неожиданно оказалось, что в преадипоцитах 3Т3-
L1 активная форма Rab3D-GTP локализуется не в
LD, а в других мембранных структурах. Далее мы
определили размеры LD в преадипоцитах 3T3-L1,
сверхэкспрессирующих специфические мутанты
Rab3D. Как видно из рис. 4в, в клетках с GTP-
связанным мутантом Rab3D LD имеют такой же
диаметр, как в клетках с Rab3D дикого типа (P >
> 0.05), тогда как размеры LD в группе Rab3D-
GDP были значительно меньше, чем в первых
двух группах (P < 0.001). Эти данные показывают,
что именно форма Rab3D-GTP действует как ак-
тиватор роста LD в преадипоцитах 3T3-L1.

В зрелых адипоцитах 3T3-L1 GTP-связанная форма 
Rab3D частично транслоцируется в LD

Поскольку в ходе дифференцировки адипоци-
тов уровень белка Rab3D постепенно повышается,
мы проанализировали субклеточную локализацию
мутантов Rab3D в зрелых адипоцитах 3T3-L1. Ока-
залось, что Rab3D-GDP более равномерно рас-
пределен в цитоплазме, чем в контрольной груп-
пе. Интересно, что Rab3D-GTP сильно концен-

трируется вокруг некоторого числа LD, образуя в
зрелых адипоцитах относительно равномерную
кольцевую структуру. Более того, в зрелых адипо-
цитах 3T3-L1, котрансфицированных Rab3D-
GTP и белком plin1 выявлена определенная сте-
пень колокализации Rab3D-GTP с мембранной си-
стемой LD, в которой локализуется plin1 (рис. 5).
Одним словом, это показывает, что GTP-связан-
ная форма Rab3D частично локализуется в LD,
тогда как Rab3D-GDP остается в цитоплазме зре-
лых адипоцитов 3T3-L1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Мы определяли уровни экспрессии мРНК че-
тырех белков семейства Rab3 в жировых тканях.
Кроме того, с помощью сайт-направленного му-
тагенеза мы сконструировали Rab3D в разных со-
стояниях и проанализировали их субклеточную
локализацию в адипоцитах 3T3-L1 до и после
дифференцировки и изучили их регуляцию при
росте адипоцитов.

Во-первых, мы подтвердили, что из четырех
членов семейства Rab3 самый высокий уровень

Рис. 2. Сверхэкспрессия Rab3D в преадипоцитах 3T3-L1 и субклеточная локализация Rab3D в преадипоцитах 3T3-L1 (a).
Диаметры самых крупных LD в каждой клетке (среднее ± SD; ≥ 80 в каждой группе; ***P < 0.001) (б). Диаметры самых
крупных LD в преадипоцитах 3T3-L1, сверхэкспрессирующих различные концентрации Rab3D (среднее ± SD; n ≥ 100
в каждой группе) (в). Вестерн-блот, показывающий уровни белка. В качестве контроля нагрузки использовали β-ак-
тин (г). NC – контрольные клетки.
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Рис. 3. Сверхэкспрессия Rab3D в клетках Hela и субклеточная локализация Rab3D в клетках Hela дикого типа или в
клетках Hela со стабильной сверхэкспрессией Cidec (a, в). Диаметры наиболее крупных LD в клетках (б, г). Приведено
среднее значение ± стандартное отклонение; n ≥ 60 для каждой группы; ns – незначимое различие. NC – контрольные
клетки.
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Рис. 4. Субклеточная локализация мутантов Rab3D в преадипоцитах 3T3-L1. a, б – Преадипоциты 3T3-L1 трансфици-
рованные различными формами GFP-Rab3D (зеленые сигналы) или котрансфицированые plin1 (красные сигналы).
LD окрашивали BodipyC12 (красный). Все опыты повторяли 3 раза. в – Измерение диаметров самых крупных LD в
клетках (среднее ± SD; n ≥ 50 в каждой группе; P < 0.001***; ns, отсутствие значимых различий). NC – контрольные
клетки.
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экспрессии на уровне мРНК имеет Rab3D. Ранее
в адипоцитах идентифицировали Rab3D, экс-
прессия которого постепенно увеличивалась в хо-
де дифференцировки адипоцитов. Однако функ-
циональные исследования до настоящего времени
не проводили. Более высокий уровень Rab3D в
WAT подразумевает, что эта форма является крити-
чески важным регулятором метаболизма липидов.
WAT сохраняет избыток энергии в форме тригли-
церидов в крупных “однокамерных” LD, тогда как
запасенная в BAT энергия рассеивается в виде теп-
ла; ВАТ обычно содержит “многокамерные” LD и
обогащена митохондриями, кровеносными сосу-
дами и нервами [60]. Более того, подтверждено,
что Rab3D может стимулировать увеличение LD.
И в WAT, и в BAT существуют три пути роста LD,
которые наиболее сильно различаются процесса-
ми слияния LD, опосредуемыми белками CIDE.
Так Cidea, один из трех членов семейства CIDE,
экспрессируется преимущественно в BAT, тогда
как Cidec ‒ почти исключительно в WAT [11, 61].
Поэтому мы предположили, что Rab3D может иг-
рать роль в опосредуемом Cidec слиянии LD. Од-

нако введение Rab3D в клетки Hela, стабильно
экспрессирующие Cidec, не влияло на размеры
LD. Кроме того, не выявлено прямого взаимо-
действия между Rab3D и Cidec. Это показывает,
что другие неизвестные компоненты, специ-
фичные для адипоцитов, но не Cidec, могут
участвовать в этом процессе. Для идентифика-
ции белков-мишеней Rab3D, участвующих в
контроле увеличения размеров LD, необходимы
дальнейшие исследования. Аномальную локали-
зацию Rab3D и утрату его функционирования в
контроле роста LD в клетках Hela дикого типа
можно объяснить отсутствием специфических
эффекторов и вспомогательных молекул, таких
как в клетках 3T3-L1.

Кроме того, мы проверили субклеточную ло-
кализацию Rab3D. Показано, что в преадипоци-
тах 3T3-L1 Rab3D-GTP локализуется на поверх-
ности других везикул, а не LD. В дифференциро-
ванных адипоцитах, однако, GTP-форма частично
находится в LD, формируя равномерную кольце-
вую структуру. Такая локализация, по-видимому,
важна для функционирования Rab3D, так как

Рис. 5. Субклеточная локализация мутантов Rab3D в дифференцированных клетках 3t3-l1. зрелые клетки 3t3-l1 транс-
фицировали только мутантами gfp-rab3d (зеленые сигналы) или котрансфицировали с plin1 (красные сигналы). ld
окрашивали bodipyc12 (красный). все опыты повторяли 3 раза. NC – контрольные клетки.
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GDP-форма Rab3D в ходе дифференцировки оста-
ется в цитоплазме. Одним из объяснений может
быть то, что в этих двух моделях Rab3D-GTP спо-
собен участвовать в разных процессах. Кроме то-
го, GTP-связанная форма Rab3D транслоцирует-
ся в LD из других везикул, и эта ассоциация зави-
сит от других, еще не известных компонентов,
образующихся в ходе дифференцировки адипо-
цитов. Последняя гипотеза более приемлема, по-
скольку Rab3D-GTP может повышать образова-
ние крупных LD в преадипоцитах 3T3-L1. Это со-
гласуется с представлениями о том, что GTP-
связанные Rab активно стимулируют мембран-
ный трафик, тогда как GTPaзы в GDP-связанной
форме редко играют позитивную регуляторную
роль. Изначально идентифицированный в адипо-
цитах белок Rab3D экспрессируется и в других
секреторных гранулах и действует как позитив-
ный модулятор экзоцитоза [53, 56, 62‒64]. Не-
смотря на то, что в протеомных исследованиях
обнаружены десятки белков Rab, ассоциирован-
ных с LD, только несколько из них, как сообща-
лось, активно участвуют в образовании LD,
включая Rab 1, 5, 7, 8a, 18, 32 и 40c. В число этих
белков входит Rab32 ‒ уникальный представи-
тель этого семейства, не локализованный в LD.
Rab32 действует на лизосомы и аутофагосомы,
влияя на аутофагию, а следовательно, и на запа-
сание липидов. Таким образом, для выяснения
того, являются ли везикулы, в которых локализо-
ван Rab3D, лизосомами или какими-то другими
органеллами, и каким образом Rab3D транслоци-
руются из этих везикул в LD, необходимы даль-
нейшие исследования.

Все процедуры, выполненные в данной работе,
соответствуют этическим стандартам институцио-
нального комитета по исследовательской этике и
Хельсинкской декларации 1964 года и ее последу-
ющим изменениям или сопоставимым нормам
этики

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.

T.W. и L.K.L. предложили идею и разработали
схему эксперимента, T.W. и M.J.J. провели экспе-
рименты, T.W. проанализировал и интерпретиро-
вал данные, а также написал статью.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Rosen E.D., Spiegelman B.M. (2014) What we talk
about when we talk about fat. Cell. 156(1‒2), 20‒44.

2. Fujimoto T., Parton R.G. (2011) Not just fat: the struc-
ture and function of the lipid droplet. Cold Spring. Harb.
Perspect. Biol. 3(3). a004838

3. Olzmann J.A., Carvalho P. (2019) Dynamics and func-
tions of lipid droplets. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 20(3),
137‒155.

4. Martin S., Parton R.G. (2006) Lipid droplets: a unified
view of a dynamic organelle. Nat. Rev. Mol. Cell Biol.
7(5), 373‒378.

5. Farese R.V., Jr., Walther T.C. (2009) Lipid droplets fi-
nally get a little R-E-S-P-E-C-T. Cell. 139(5), 855‒860.

6. Thiam A.R., Farese R.V., Jr., Walther T.C. (2013) The
biophysics and cell biology of lipid droplets. Nat. Rev.
Mol. Cell Biol. 14(12), 775‒786.

7. Wilfling F., Haas J.T., Walther T.C., Farese R.V., Jr.
(2014) Lipid droplet biogenesis. Curr. Opin. Cell Biol.
29, 39‒45.

8. Long A.P., Manneschmidt A.K., VerBrugge B.,
Dortch M.R., Minkin S.C., Prater K.E., Biggerstaff J.P.,
Dunlap J.R., Dalhaimer P. (2012) Lipid droplet de no-
vo formation and fission are linked to the cell cycle in
fission yeast. Traffic. 13(5), 705‒714.

9. Krahmer N., Guo Y., Farese R.V., Jr., Walther T.C.
(2009) SnapShot: lipid droplets. Cell. 139(5),
1024‒U1192.

10. Gong J., Sun Z., Wu L., Xu W., Schieber N., Xu D.,
Shui G., Yang H., Parton R.G., Li P. (2011) Fsp27 pro-
motes lipid droplet growth by lipid exchange and trans-
fer at lipid droplet contact sites. J. Cell Biol. 195(6),
953‒963.

11. Wu L.Z., Zhou L.K., Chen C., Gong J.Y., Xu L., Ye J.,
Li D., Li P. (2014) Cidea controls lipid droplet fusion
and lipid storage in brown and white adipose tissue. Sci.
China-Life Sci. 57(1), 107‒116.

12. Murphy S., Martin S., Parton R.G. (2010) Quantitative
analysis of lipid droplet fusion: inefficient steady state
fusion but rapid stimulation by chemical fusogens.
PLoS One. 5(12), e15030.

13. Gong J., Sun Z., Li P. (2009) CIDE proteins and met-
abolic disorders. Curr. Opin. Lipidology. 20(2),
121‒126.

14. Inohara N., Koseki T., Chen S., Wu X.Y., Nunez G.
(1998) CIDE, a novel family of cell death activators
with homology to the 45 kDa subunit of the DNA frag-
mentation factor. EMBO J. 17(9), 2526‒2533.

15. Puri V., Konda S., Ranjit S., Aouadi M., Chawla A.,
Chouinard M., Chakladar A., Czech M.P. (2007) Fat-
specific protein 27, a novel lipid droplet protein that en-
hances triglyceride storage. J. Biol. Chem. 282(47),
34213‒34218.

16. Puri V., Ranjit S., Konda S., Nicoloro S.M.C., Straub-
haar J., Chawla A., Chouinard M., Lin C., Burkart A.,
Corvera S., Perugini R.A., Czech M.P. (2008) Cidea is
associated with lipid droplets and insulin sensitivity in
humans. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 105(22), 7833–
7838.

17. Jambunathan S., Yin J., Khan W., Tamori Y., Puri V.
(2011) FSP27 promotes lipid droplet clustering and
then fusion to regulate triglyceride accumulation. PLoS
One. 6(12), e28614.

18. Lin S.C., Li P. (2004) CIDE-A, a novel link between
brown adipose tissue and obesity. Trends Mol. Med.
10(9), 434‒439.

19. Wu C., Zhang Y., Sun Z., Li P. (2008) Molecular evo-
lution of Cide family proteins: novel domain formation
in early vertebrates and the subsequent divergence.
BMC Evol. Biol. 8, 159.

20. Li J.Z., Lei Y., Wang Y., Zhang Y., Ye J., Xia X., Pan X.,
Li P. (2010) Control of cholesterol biosynthesis, uptake



572

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 4  2022

WANG и др.

and storage in hepatocytes by Cideb. Biochim. Biophys.
Acta-Mol. Cell Biol. Lipids. 1801(5), 577‒586.

21. Li J.Z., Ye J., Xue B., Qi J., Zhang J., Zhou Z., Li Q.,
Wen Z., Li P. (2007) Cideb regulates diet-induced obe-
sity, liver steatosis, and insulin sensitivity by controlling
lipogenesis and fatty acid oxidation. Diabetes. 56(10),
2523‒2532.

22. Singaravelu R., Lyn R.K., Srinivasan P., Delcorde J.,
Steenbergen R.H., Tyrrell D.L., Pezacki J.P. (2013)
Human serum activates CIDEB-mediated lipid droplet
enlargement in hepatoma cells. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 441(2), 447‒452.

23. Danesch U., Hoeck W., Ringold G.M. (1992) Cloning
and transcriptional regulation of a novel adipocyte-spe-
cific gene, Fsp27 ‒ CAAT-enhancer-binding protein
(c/EBP) and c/EBP-like proteins interact with se-
quences required for differentiation-dependent expres-
sion. J. Biol. Chem. 267(10), 7185‒7193.

24. Li D., Zhang Y., Xu L., Zhou L., Wang Y., Xue B.,
Wen Z., Li P., Sang J. (2010). Regulation of gene ex-
pression by FSP27 in white and brown adipose tissue.
BMC Genomics. 11, 446.

25. Nishino N., Tamori Y., Tateya S., Kawaguchi T., Shi-
bakusa T., Mizunoya W., Inoue K., Kitazawa R., Ki-
tazawa S., Matsuki Y., Hiramatsu R., Masubuchi S.,
Omachi A., Kimura K., Saito M., Amo T., Ohta S., Ya-
maguchi T., Osumi T., Cheng J., Fujimoto T., Nakao H.,
Nakao K., Aiba A., Okamura H., Fushiki T., Kasuga M.
(2008) FSP27 contributes to efficient energy storage in
murine white adipocytes by promoting the formation of
unilocular lipid droplets. J. Clin. Invest. 118(8),
2808‒2821.

26. Walther T.C., Farese R.V., Jr. (2012) Lipid droplets and
cellular lipid metabolism. Annu. Rev. Biochem. 81,
687‒714.

27. Ducharme N.A., Bickel P.E. (2008) Lipid droplets in
lipogenesis and lipolysis. Endocrinology. 149(3),
942‒949.

28. Pereira-Leal J.B., Seabra M.C. (2001) Evolution of the
Rab family of small GTP-binding proteins. J. Mol. Biol.
313(4), 889‒901.

29. Seabra M.C., Mules E.H., Hume A.N. (2002) Rab
GTPases, intracellular traffic and disease. Trends Mol.
Med. 8(1), 23‒30.

30. Vonmollard G.F., Stahl B., Li C., Sudhof T.C., Jahn R.
(1994) Rab proteins in regulated exocytosis. Trends
Biochem. Sci. 19(4), 164‒168.

31. Mizuno-Yamasaki E., Rivera-Molina F., Novick P.
(2012) GTPase networks in membrane traffic. Annu.
Rev. Biochem. 81, 637‒659.

32. Pfeffer S., Aivazian D. (2004) Targeting RAB GTPases
to distinct membrane compartments. Nat. Rev. Mol.
Cell Biol. 5(11), 886‒896.

33. Seabra M.C., Wasmeier C. (2004) Controlling the lo-
cation and activation of Rab GTPases. Curr. Opin. Cell
Biol. 16(4), 451‒457.

34. Gillingham A.K., Sinka R., Torres I.L., Lilley K.S.,
Munro S. (2014) Toward a comprehensive map of the
effectors of rab GTPases. Dev. Cell. 31(3), 358‒373.

35. Bersuker K., Peterson C.W.H., To M., Sahl S.J., Savi-
khin V., Grossman E.A., Nomura D.K., Olzmann J.A.
(2018) A proximity labeling strategy provides insights

into the composition and dynamics of lipid droplet pro-
teomes. Dev. Cell. 44(1), 97‒112. e117.

36. Krahmer N., Hilger M., Kory N., Wilfling F., Stoehr G.,
Mann M., Farese R.V., Jr., Walther T.C. (2013) Protein
correlation profiles identify lipid droplet proteins with high
confidence. Mol. Cell Proteomics. 12(5), 1115‒1126.

37. Turro S., Ingelmo-Torres M., Estanyol J.M., Tebar F.,
Fernandez M.A., Albor C.V., Gaus K., Grewal T., En-
rich C., Pol A. (2006) Identification and characteriza-
tion of associated with lipid droplet protein 1: a novel
membrane-associated protein that resides on hepatic
lipid droplets. Traffic. 7(9), 1254‒1269.

38. Xu D., Li Y., Wu L., Li Y., Zhao D., Yu J., Huang T.,
Ferguson C., Parton R.G., Yang H., Li P. (2018) Rab18
promotes lipid droplet (LD) growth by tethering the ER
to LDs through SNARE and NRZ interactions. J. Cell
Biol. 217(3), 975‒995.

39. Martin S., Driessen K., Nixon S.J., Zerial M., Parton R.G.
(2005) Regulated localization of Rab18 to lipid drop-
lets: effects of lipolytic stimulation and inhibition of
lipid droplet catabolism. J. Biol. Chem. 280(51),
42325–42335.

40. Ozeki S., Cheng J., Tauchi-Sato K., Hatano N., Tani-
guchi H., Fujimoto T. (2005) Rab18 localizes to lipid
droplets and induces their close apposition to the endo-
plasmic reticulum-derived membrane. J. Cell Sci.
118(Pt 12), 2601‒2611.

41. Pulido M.R., Diaz-Ruiz A., Jimenez-Gomez Y., Gar-
cia-Navarro S., Gracia-Navarro F., Tinahones F., Lo-
pez-Miranda J., Fruhbeck G., Vazquez-Martinez R.,
Malagon M.M. (2011) Rab18 dynamics in adipocytes in
relation to lipogenesis, lipolysis and obesity. PLoS One.
6(7), e22931.

42. Wu L., Xu D., Zhou L., Xie B., Yu L., Yang H., Huang L.,
Ye J., Deng H., Yuan Y.A., Chen S., Li P. (2014)
Rab8a-AS160-MSS4 regulatory circuit controls lipid
droplet fusion and growth. Dev. Cell. 30(4), 378‒393.

43. Wang C., Liu Z., Huang X. (2012) Rab32 is important
for autophagy and lipid storage in Drosophila. PLoS
One. 7(2), e32086.

44. Tan R., Wang W., Wang S., Wang Z., Sun L., He W.,
Fan R., Zhou Y., Xu X., Hong W., Wang T. (2013)
Small GTPase Rab40c associates with lipid droplets
and modulates the biogenesis of lipid droplets. PLoS
One. 8(4), e63213.

45. Schroeder B., Schulze R.J., Weller S.G., Sletten A.C.,
Casey C.A., McNiven M.A. (2015) The small GTPase
Rab7 as a central regulator of hepatocellular lipophagy.
Hepatology. 61(6), 1896‒1907.

46. Li C., Yu S.S. (2016) Rab proteins as regulators of lipid
droplet formation and lipolysis. Cell Biol. Int. 40(10),
1026‒1032.

47. Liu P., Bartz R., Zehmer J.K., Ying Y.S., Zhu M., Ser-
rero G., Anderson R.G. (2007). Rab-regulated interac-
tion of early endosomes with lipid droplets. Biochim.
Biophys. Acta. 1773(6), 784‒793.

48. Nevo-Yassaf I., Yaffe Y., Asher M., Ravid O., Eizen-
berg S., Henis Y.I., Nahmias Y., Hirschberg K., Sk-
lan E.H. (2012) Role for TBC1D20 and Rab1 in hepa-
titis C virus replication via interaction with lipid drop-
let-bound nonstructural protein 5A. J. Virol. 86(12),
6491‒6502.



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 4  2022

СВЯЗАННАЯ С GTP ФОРМА Rab3D СПОСОБСТВУЕТ РОСТУ 573

49. Yamaguchi K., Tanaka M., Mizoguchi A., Hirata Y.,
Ishizaki H., Kaneko K., Miyoshi J., Takai Y. (2002) A
GDP/GTP exchange protein for the Rab3 small G pro-
tein family up-regulates a postdocking step of synaptic
exocytosis in central synapses. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 99(22), 14536‒14541.

50. Schluter O.M., Schmitz F., Jahn R., Rosenmund C.,
Sudhof T.C. (2004) A complete genetic analysis of neu-
ronal Rab3 function. J. Neurosci. 24(29), 6629‒6637.

51. Schluter O.M., Khvotchev M., Jahn R., Sudhof T.C.
(2002) Localization versus function of Rab3 proteins ‒
Evidence for a common regulatory role in controlling
fusion. J. Biol. Chem. 277(43), 40919‒40929.

52. Valentijn J.A., Sengupta D., Gumkowski F.D., Tang L.H.,
Konieczko E.M., Jamieson J.D. (1996) Rab3D localiz-
es to secretory granules in rat pancreatic acinar cells.
Eur. J. Cell Biol. 70(1), 33‒41.

53. Valentijn J.A., van Weeren L., Ultee A., Koster A.J.
(2007) Novel localization of Rab3D in rat intestinal
goblet cells and Brunner’s gland acinar cells suggests a
role in early Golgi trafficking. Am. J. Physiol. Gastroin-
test. Liver Physiol. 293(1), G165‒177.

54. Chen X., Edwards J.A., Logsdon C.D., Ernst S.A.,
Williams J.A. (2002) Dominant negative Rab3D inhib-
its amylase release from mouse pancreatic acini. J. Biol.
Chem. 277(20), 18002‒18009.

55. Chen X., Ernst S.A., Williams J.A. (2003) Dominant
negative Rab3D mutants reduce GTP-bound endoge-
nous Rab3D in pancreatic acini. J. Biol. Chem. 278(50),
50053‒50060.

56. Riedel D., Antonin W., Fernandez-Chacon R., Alvarez
de Toledo G., Jo T., Geppert M., Valentijn J.A., Valen-
tijn K., Jamieson J.D., Sudhof T.C., Jahn R. (2002)
Rab3D is not required for exocrine exocytosis but for
maintenance of normally sized secretory granules. Mol.
Cell Biol. 22(18), 6487‒6497.

57. Wang T., Meng J., Li L., Zhang G. (2016) Characteri-
zation of CgHIFalpha-like, a novel bHLH-PAS tran-
scription factor family member, and its role under hy-
poxia stress in the pacific oyster Crassostrea gigas. PLoS
One. 11(11), e0166057.

58. Iezzi M., Escher G., Meda P., Charollais A., Baldini G.,
Darchen F., Wollheim C.B., Regazzi R. (1999) Subcel-
lular distribution and function of Rab3A, B, C, and D
isoforms in insulin-secreting cells. Mol. Endocrinol.
13(2), 202‒212.

59. Sun Z., Gong J., Wu H., Xu W., Wu L., Xu D., Gao J.,
Wu J.W., Yang H., Yang M., Li P. (2013) Perilipin1 pro-
motes unilocular lipid droplet formation through the
activation of Fsp27 in adipocytes. Nat. Commun. 4,
1594.

60. Saely C.H., Geiger K., Drexel H. (2012) Brown versus
white adipose tissue: a mini-review. Gerontology. 58(1),
15‒23.

61. Xu X., Park J.-G., So J.-S., Lee A.-H. (2015) Tran-
scriptional activation of Fsp27 by the liver-enriched
transcription factor CREBH promotes lipid droplet
growth and hepatic steatosis. Hepatology (Baltimore,
Md). 61(3), 857‒869.

62. Zhu S., Chim S.M., Cheng T., Ang E., Ng B., Lim B.,
Chen K., Qiu H., Tickner J., Xu H., Pavlos N., Xu J.
(2016) Calmodulin interacts with Rab3D and modu-
lates osteoclastic bone resorption. Sci. Rep. 6, 37963.

63. Pavlos N.J., Xu J., Riedel D., Yeoh J.S., Teitelbaum S.L.,
Papadimitriou J.M., Jahn R., Ross F.P., Zheng M.H.
(2005) Rab3D regulates a novel vesicular trafficking
pathway that is required for osteoclastic bone resorp-
tion. Mol. Cell Biol. 25(12), 5253‒5269.

64. van Weeren L., de Graaff A.M., Jamieson J.D., Baten-
burg J.J., Valentijn J.A. (2004). Rab3D and actin reveal
distinct lamellar body subpopulations in alveolar epi-
thelial type II cells. Am. J. Respir. Cell Mol. Bio. 30(3),
288‒295.

THE GTP-BOUND FORM OF Rab3D PROMOTES LIPID DROPLET
GROWTH IN ADIPOCYTE

T. Wang1, 2, M. J. Jin1, 2, and L. K. Li1, 2, *
1 MOE Key Laboratory of Bioinformatics and Tsinghua-Peking Center for Life Sciences, Beijing, 100084 China
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Rab GTPases are major regulators of membrane trafficking. Proteome profiling reveals dozens of Rab pro-
teins associated with lipid droplets, but few of them have been functionally validated. Cidec protein mediates
LD fusion and growth. It is highly enriched at LD–LD contact sites. Here we investigate the role of Rab3D
in lipid storage in adipocyte. We verified that the adipose levels of Rab3D transcript were higher than that of
other Rab3 family members; the differences were most pronounced in white adipose tissue. Moreover, we
show that Rab3D promotes LD growth in 3T3-L1 preadipocytes in a dose dependent manner, independently
of the process of Cidec-mediated LD fusion. Finally, we confirmed that the GTP-bound form of Rab3D is
its LD promoting form; it translocates from other vesicles to LDs during adipocyte differentiation. By con-
trast, the Rab3D-GDP form is retained in the cytoplasm and had no effect on LD sizes. Presented results pro-
vide evidence for the role of Rab3D in controlling formation of large LDs in adipocytes. We conclude that
Rab3D is a novel LD regulator with characteristics differing from these of previously identified LD associated
Rab proteins, such as Rab18 and Rab8a.

Keywords: lipid droplet, adipocyte, Rab3D
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Колоректальный рак (КРР) представляет собой злокачественное новообразование, характеризую-
щееся плохой общей выживаемостью и высокой частотой рецидивов, в то время как биомаркеры КРР
еще плохо изучены. Нами обнаружено, что лизофосфатидилхолинацилтрансфераза-1 (LPCAT1) высо-
ко экспрессирована при КРР, а сверхэкспрессия LPCAT1 значительно облегчала пролиферацию
клеток КРР, в то время как дефицит LPCAT1 приводил к обратному эффекту. Кроме того, содержа-
щий HECT-домен белок-2 (HECT domain-containing 2 protein; HECTD2) идентифицирован как пост-
трансляционный медиатор LPCAT1, так как при иммунопреципитации анти-LPCAT1-антителами
находился в комплексе с высокоубиквитинированным LPCAT1. Кроме того, повышенная экспрес-
сия LPCAT1 восстанавливала пролиферацию клеток КРР, нарушенную сверхэкспрессией HECTD2.
На основании полученных данных ось HECTD2/LPCAT1 можно считать потенциальным прогно-
стическим биомаркером КРР.

Ключевые слова: колоректальный рак, LPCAT1, HECTD2, убиквитинирование, пролиферация клеток
DOI: 10.31857/S0026898422040073

Колоректальный рак (КРР) ‒ распространен-
ное злокачественное заболевание, которое зани-
мает второе место по смертности от онкологиче-
ских заболеваний во всем мире: в 2020 году от него
скончалось около 935 000 человек [1]. Считается,
что хирургическая резекция, лучевая терапия и хи-
миотерапия могут быть использованы для лечения
КРР, однако прогноз остается неблагоприятным
из-за высокой частоты рецидивов [2]. В связи с
этим необходимо выяснить механизмы, участву-
ющие в прогрессировании КРР, и биомаркеры,
предсказывающие рецидив заболевания.

Лизофосфатидилхолинацилтрансфераза-1
(LPCAT1) относится к важным ферментам, кото-
рые участвуют в процессе метаболизма липидов
[3], обладает ацетилтрансферазной активностью
и находится в аппарате Гольджи, эндоплазмати-
ческом ретикулуме и других органеллах клетки
[4]. На основании накопленных данных по структу-
ре, функциям и механизмам регуляции LPCAT1 до-
казана функциональная роль LPCAT1 в синтезе
альвеолярного сурфактанта [5], дегенерации сет-

чатки [6] и заболеваниях нервной системой [7].
Недавно обнаружено, что уровень LPCAT1 повы-
шен при различных видах злокачественных опу-
холей, таких как рак эндометрия [8], рак проста-
ты [9] и аденокарцинома легких [10]. Кроме того,
F. Mansilla и соавт. [11] пришли к выводу, что
LPCAT1 может способствовать накоплению ме-
таболитов холина, изменяя липидный профиль
КРР. Однако другие механизмы, опосредованные
LPCAT1 при КРР, и функциональная роль LPCAT1
в прогрессировании КРР пока не выяснены.

Убиквитинирование ‒ распространенная пост-
трансляционная модификация [12]. В ходе этого
процесса ряд ферментов, включая активирующие
убиквитин, конъюгирующие убиквитин, лигирую-
щие и деградирующие, выступают в качестве важ-
нейших участников, которые сортируют внутри-
клеточные белки, выбирают и специфически мо-
дифицируют убиквитином белки-мишени [13,
14]. Показано, что убиквитинирование играет ре-
шающую роль в регуляции локализации, метабо-
лизма и деградации белков [15]. Кроме того, дока-
зано, что убиквитинирование участвует в регуля-
ции практически всех видов жизнедеятельности,
таких как клеточный цикл [16], пролиферация
[17], апоптоз и аутофагия [18], дифференциация
[19], метастазирование [20], воспаление и имму-

1 Текст представлен авторами на английском языке.
2 Дополнительная информация для этой статьи доступна по

doi 10.31857/S0026898422040073 для авторизованных поль-
зователей.
Сокращения: КРР ‒ колоректальный рак.

УДК 57.032

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ

EDN: AEVLMU



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 4  2022

HECTD2 CУПРЕССИРУЕТ ПРОЛИФЕРАЦИЮ КЛЕТОК 575

нитет [21]. Функционально значимый, грандиоз-
ный механизм убиквитинирования уже исследо-
ван достаточно детально при различных видах зло-
качественных опухолей, таких как рак молочной
железы [20], немелкоклеточный рак легкого [17] и
внутрипеченочная холангиокарцинома [22]. Кроме
того, E3-убиквитинлигаза, содержащий HECT-до-
мен белок-2 (HECTD2), участвует в прогрессиро-
вании различных заболеваний, таких как бактери-
альное воспаление легких [23], экспериментальное
повреждение легких [24] и рак простаты [25]. Одна-
ко вклад HECTD2-опосредованного убиквитини-
рования в развитие КРР еще предстоит изучить.

Учитывая решающую роль LPCAT1 в росте и
метастазировании злокачественных опухолей, мы
оценили уровни LPCAT1 и исследовали биоло-
гическую функцию этого белка при КРР. Кроме
того, выясняли, может ли HECTD2 опосредо-
вать убиквитинирование LPCAT1. В результате
проведенного исследования выявлено функцио-
нальное влияние оси HECTD2/LPCAT1 на про-
грессирование КРР, что позволяет считать ее по-
тенциальной мишенью для разработки терапевти-
ческой стратегии КРР.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Биоинформационный анализ. Экспрессия

LPCAT1 в тканях КРР и нормальных тканях толстой
кишки была извлечена из базы данных ENCORI [26]
и базы данных Human Protein Atlas [27].

Коллекция тканей и культура клеток. Четыре
фиксированных в формалине и парафинирован-
ных ткани КРР и соответствующие нормальные
ткани были получены из Муниципальной больни-
цы Циндао, Университет Циндао (Qingdao Munici-
pal Hospital, Qingdao University, Китай).

От каждого пациента было получено инфор-
мированное согласие. Экспериментальная стра-
тегия проводилась в соответствии с Хельсинк-
ской декларацией и была одобрена этическим
комитетом Муниципальной больницы Циндао,
Циндаоского университета.

Клеточные линии КРР: LOVO и AGS ‒ были
приобретены в Американской коллекции типо-
вых культур (American Type Culture Collection,
США). Клетки культивировали в среде RPMI
1640, содержащей 10% эмбриональной сыворот-
ки крупного рогатого скота (FBS; “Invitrogen”,
США) в увлажненной атмосфере 5% CO2 при 37°C.

Иммуноблотинг. Суммарный белок выделяли
из клеток или тканей КРР с помощью буфера для
лизиса RIPA, белки разделяли электрофорезом в
SDS-ПААГ и переносили на PVDF-мембрану.
Мембрану блокировали 5%-ным обезжиренным
молоком в течение 1 ч при комнатной темпера-
туре и инкубировали с моноклональными кро-
личьими антителами против LPCAT1 (1/2000;

ab214034, “Abcam”, Великобритания), HECTD2
(1/3000; ab173572, “Abcam”) и GAPDH (1/1000;
ab181602, “Abcam”) в течение ночи при 4°С. По-
сле этого мембраны обрабатывали вторичными
антителами ‒ конъюгированными с пероксида-
зой хрена (HRP) козьими антителами против
кроличьего IgG (1/1000; ab97051, “Abcam”). По-
лосы визуализировали с использованием хеми-
люминесцентного субстрата ‒ ChemistarTM High-
sig ECL Western Blotting Substrate (“Tanon Science
& Technology Co., Ltd.”, Китай).

Трансфекция клеток. Конструкты pcDNA-
LPCAT1 (pLPCAT1), pcDNA-HECTD2
(pHECTD2), sh-LPCAT1-1 и sh-LPCAT1-2 и со-
ответствующие пустые плазмиды и векторы, экс-
прессирующие скремблированную shРНК (NC),
были разработаны компанией “Genechem” (Ки-
тай) (табл. S1 Приложения, см. Дополнительные
материалы на сайте http://www.molecbio.ru/
downloads/2022/4/supp_Ma_rus.pdf). С помощью
реагента для трансфекции Lipofectamine 2000
(11668-019; “Invitrogen”, США) плазмиды и лен-
тивирусы, несущие shРНК, рансфицировали в
клетки КРР в соответствии с инструкциями про-
изводителя.

Количественная ПЦР с обратной транскрипцией
(ОТ-ПЦР). Для выделения суммарной РНК из
клеток или тканей КРР использовали реагент Trizol
(“Absin”, Китай), а для обратной транскрипции и
амплификации кДНК ‒ набор PrimeScript RT Re-
agent Kit (DRR037A; “Takara”, Япония) и SYBR
Master Mix (“Takara”) соответственно. Относитель-
ная экспрессия HECTD2 и LPCAT1 была нормали-
зована на GAPDH и рассчитана методом 2‒ΔΔCt.
Последовательности праймеров представлены в
табл. S2 Приложения.

Анализ образования колоний. Клетки КРР вно-
сили в 6-луночный планшет (2 × 103 клеток/лунка)
на 12 суток. После фиксации с помощью парафор-
мальдегида клетки окрашивали 0.5%-ным раство-
ром кристаллического фиолетового. Клониро-
ванные клетки подсчитывали и визуализирова-
ли под световым микроскопом.

Подсчет клеток. Для подсчета клеток исполь-
зовали набор Cell Counting kit-8 (CCK-8; #C0038,
“Beyotime”, Китай). В лунки 96-луночного план-
шета вносили по 4 × 103 клеток КРР в 100 мкл кле-
точной суспензии и инкубировали с реагентом
CCK-8 (10 мкл/лунка; “Beyotime”) в течение 24,
48, 72 и 96 ч. Через 1 ч инкубации при 37°C изме-
ряли оптическую плотность при 450 нм (OD450) на
микропланшетном ридере.

Окрашивание 5-этинил-2'-дезоксиуридином (EdU).
При оценке жизнеспособности клеток КРР анали-
зировали включение в них EdU, используя EdU
kit (“Roche”, Швейцария) в соответствии с ин-
струкциями производителя. EdU-позитивные
клетки визуализировали с помощью флуорес-
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центного микроскопа Zeiss (“Carl Zeiss”, Герма-
ния) на пяти случайных полях и подсчитывали с
помощью программного обеспечения Image-Pro
Plus 6.0 (“Media Cybernetics”, США).

Анализ коиммунопреципитации (Co-IP). Для
выделения суммарного белка из клеток КРР ис-
пользовали буфер для лизиса Co-IP (”Beyotime”).
Dynabeads Protein G (1004D, “Life Technologies”,
США) инкубировали в течение 2 ч с кроличьими
моноклональными антителами против HA-tag
(#3724; “Cell Signaling Technology”, США) или
поликлональными против DDDK-tag (связывают
Flag) (ab1162; “Abcam”). Затем белковый лизат
инкубировали с комплексом антитело‒магнит-
ные бусины при 4°C в течение ночи. Бусины про-
мывали элюирующим буфером, а иммунопреци-
питат и входящие в него белки анализировали ме-
тодом иммуноблотинга.

Масс-спектрометрия. После процедуры Co-IP
очищенный HECTD2 и его иммунопреципита-
ты анализировали методом жидкостной хрома-
тографии с тандемной масс-спектрометрией
(LC-MS/MS) на системах Expert TM nanoLC
(“Thermo Fisher Scientific”, США) и AB Sciex
TripleTOF® 5600+ (“Sciex”, США) по протоколам
производителей.

Анализ убиквитинирования. Клетки КРР транс-
фицировали плазмидами, несущими гены, кодиру-
ющие HA-HECTD2, Flag-LPCAT1, His-ub (убик-
витин с гистидиновой меткой) или His-ub-K63R
(His-меченый убиквитин с заменой Lys63 на Arg), и
инкубировали с протеасомным ингибитором
MG132 (10 мкМ; “Sigma”, США) в течение 6 ч.
Flag-LPCAT1 осаждали анти-Flag-антителами и
проводили иммуноблотинг, в котором использо-
вали антитела против убиквитина (#3936, “Cell
Signaling Technology”).

Анализ полураспада. Для оценки стабильности
белка LPCAT1 клетки КРР трансфицировали
pHECTD2 и обрабатывали циклогексимидом
(“Sigma”) в концентрации 40 мМ в течение 0, 2, 4
и 6 ч. Белки лизатов, полученных в результате ли-
зиса клеток, разделяли электрофорезом в SDS-
ПААГ и затем анализировали иммуноблотингом.

Статистический анализ. Данные анализирова-
ли с помощью программы GraphPad Prism 5.01 и
представляли как среднее ± стандартное откло-
нение (SD). Для анализа различий между двумя
или несколькими группами использовали t-тест
Стьюдента и дисперсионный анализ (ANOVA).
Различия считали значимыми при p-value < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Экспрессия LPCAT1 активируется

при колоректальном раке
Уровни белка LPCAT1 оценили в тканях КРР и

соответствующих нормальных тканях и обнару-

жили, что LPCAT1 высоко экспрессирован в опу-
холевых тканях КРР (рис. 1а). Для проверки этого
результата мы проанализировали базы данных
ENCORI (http://www.sysu.edu.cn/) и выявили го-
раздо более высокие уровни мРНК LPCAT1 в
опухолевых тканях по сравнению с нормальными
тканями в образцах КРР, представленными в базе
The Cancer Genome Atlas (TCGA; https://www.can-
cer.gov/about-nci/organization/ccg/research/struc-
tural-genomics/tcga) (рис. 1б). В совокупности эти
данные свидетельствуют о высокой экспрессии
LPCAT1 при КРР.

При повышенной экспрессии LPCAT1 ускоряется 
пролиферация клеток колоректального рака

Для изучения функциональной роли LPCAT1
при КРР мы создали клетки AGS и LOVO, сверх-
экспрессирующие LPCAT1, и исследовали эф-
фективность трансфекции (рис. 2a и 2б). По ре-
зультатам анализов колониеобразования (рис. 2в)
и CCK-8 (рис. 2г) при сверхэкспрессии LPCAT1
повышается скорость пролиферации клеток КРР,

Рис. 1. Повышенная экспрессия LPCAT1 при КРР.
а ‒ Экспрессия LPCAT1 в клинических образцах опу-
холевых тканей КРР и соответствующих нормальных
тканей, полученных от 4 пациентов (образцы 1‒4). Им-
муноблотинг проведен с антителами против LPCAT1.
б ‒ Результаты анализа базы данных ENCORI по экс-
прессии LPCAT1 при КРР. FC ‒ кратность измене-
ния; p ‒ логарифмический ранговый критерий.
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а также значительно увеличивается число клеток,
инкорпорировавших EdU (рис. 2д). В целом, по-
лученные данные подтвердили канцерогенную
роль LPCAT1 при КРР.

При дефиците LPCAT1 скорость пролиферации 
клеток колоректального рака снижена

Учитывая, что повышенный уровень LPCAT1
способствовал пролиферации клеток КРР, мы про-
верили биологический эффект истощения LPCAT1
на эти клетки. Для функциональных эксперимен-
тов LPCAT1-истощенные клетки КРР получили с
использованием коротких интерферирующих РНК
(siРНК), нацеленных на мРНК LPCAT1 (рис. 3a и
3б). По результатам колониеобразования (рис. 3в)
и CCK-8 (рис. 3г) истощение по LPCAT1 приво-
дило к снижению скорости пролиферации клеток
КРР. Кроме того, EdU-анализ показал, что при
дефиците LPCAT1 явно снижалось содержание
EdU-позитивных клеток (рис. 3д). Таким обра-
зом, на основании полученных результатов мож-
но говорить о том, что дефицит LPCAT1 индуци-
рует замедление пролиферации клеток КРР.

HECTD2 убиквитинирует LPCAT1
в клетках колоректального рака

После сверхэкспрессии Flag-HECTD2 в клет-
ках LOVO, последующей иммунопреципитации
анти-Flag-антителами проведен масс-спектро-
метрический анализ осажденных белков. Вместе
с белком HECTD2 соосаждался белок LPCAT1, из
чего можно строить гипотезу о их взамодей-
ствии (рис. 4а). Кроме того, уровень HECTD2 в
тканях КРР был ниже, чем в нормальных тка-
нях (рис. 4б и 4в).

С целью исследовать взаимодействие между
HECTD2 и LPCAT1 мы проведен анализ Co-IP и
обнаружили, что HECTD2 c Flag-тегом интен-
сивно соосаждается с LPCAT1 в клетках КРР
(рис. 4г). Кроме того, по данным анализа убикви-
тинирования сверхэкспрессия HECTD2 повыша-
ет уровень убиквитинирования LPCAT1 (рис. 4д).
Для проверки этих результатов оценили период по-
лужизни белка LPCAT1 и обнаружили, что он со-
кращается при сверхэкспрессия HECTD2, то есть
HECTD2 снижает стабильность белка LPCAT1
(рис. 4е). В результате проведенного исследова-
ния показано, что HECTD2 функционирует как
E3-убиквитинлигаза, “руководящая” убиквитини-
рованием и деградацией белка LPCAT1 при КРР.

HECTD2 супрессирует пролиферацию клеток 
колоректального рака

через убиквитинирование LPCAT1
С целью определить, действует ли HECTD2

как канцерогенный драйвер прогрессирования

КРР LPCAT1-зависимым образом, плазмиды со
сверхэкспрессией HECTD2 и LPCAT1 совместно
трансфицировали в клетки КРР (рис. 5a). Обна-
ружено, что сверхэкспрессия HECTD2 приводила
к значительному снижению пролиферативной ак-
тивности клеток КРР, которая восстанавливалась
при сверхэкспрессии LPCAT1 (рис. 5б и 5в). Кроме
того, сверхэкспрессия LPCAT1 играла критиче-
скую роль в восстановлении числа EdU-позитив-
ных клеток, потеря которых была вызвана сверх-
экспрессией HECTD2 (рис. 5г). В совокупности
эти результаты показали, что HECTD2 подавляет
прогрессирование КРР посредством убиквити-
нирования LPCAT1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Нами показано, что LPCAT1 действует как

канцерогенный фактор при КРР, в то время как
HECTD2 идентифицирован как белок, способ-
ствующий убиквитинированию и деградации белка
LPCAT1. Таким образом, определена функцио-
нальная роль оси HECTD2/LPCAT1 в прогрес-
сировании КРР.

Ранее сообщалось об онкогенной роли LPCAT1
при различных видах злокачественных образова-
ний, таких как рак желудка [28], плоскоклеточ-
ный рак полости рта [29] и рак предстательной
железы [30]. В частности, F. Liu и др. [31] проде-
монстрировали, что LPCAT1 необходим для про-
лиферации клеток при многих онкологических
заболеваниях, а повышенная экспрессия LPCAT1
тесно связана с плохим прогнозом. P. Lebok и др.
[32] выявили, что сверхэкспрессия LPCAT1 спо-
собствовует росту опухоли при раке молочной
железы и ассоциируется с плохим прогнозом.
Кроме того, Y. Du и соавт. [33] пришли к выводу,
что позитивная регуляция LPCAT1 индуцирует
пролиферацию и инвазию клеток при светлокле-
точной почечно-клеточной карциноме. Соответ-
ственно нами показано, что экспрессия LPCAT1
повышена в тканях КРР. Трансфекция клеток
КРР плазмидами, обеспечивающими сверхэкс-
прессию LPCAT1 или подавляющими ее под дей-
ствием siРНК к LPCAT1, приводила соответственно
к ускоренной пролиферации клеток или наоборот
ее замедлению при истощении по LPCAT1.

Уже показано, что убиквитинирование играет
важную роль в регуляцию прогрессии злокаче-
ственных новообразований, в том числе при КРР.
Так, J. Hu и соавт. [34] сообщали, что TRIM39
стимулирует активность Rab7 через супрессию
его убиквитинирования, тем самым сдерживая
аутофагический поток и метастазирование опу-
холи при КРР, а B. Li и др. [35] показали, что
USP10 повышает уровень деубиквитинирования
NLRP7, способствуя росту опухоли и коррелиру-
емой злокачественной опухолью поляризации
макрофагов при КРР. В проведенном нами ис-
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Рис. 2. Повышенный уровень LPCAT1 способствует пролиферации клеток КРР. Клетки КРР трансфицировали плаз-
мидами, содержащими ген LPCAT1, и анализировали эффективность экспрессии целевого гена методом иммунобло-
тинга (а) и количественной ОТ-ПЦР (б). Для оценки скорости пролиферации клеток КРР использовали тесты коло-
ниеобразования (в), CCK-8 (г) и EdU (д). Все эксперименты выполнены в трех повторах, данные представлены как
среднее ± SD. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 и ****p < 0.0001.
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следовании HECTD2 интенсивно соосаждался с
LPCAT1 в экспериментах по коиммунопреципи-
тации и идентифицирован как возможный парт-

нер LPCAT1 на основании данных масс-спектро-
метрии. Более того, сверхэкспрессия HECTD2
приводила к повышению уровня убиквитиниро-
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Рис. 3. При дефиците LPCAT1 замедляется пролиферация клеток КРР. Клетки КРР трансдуцировали лентивирусами,
несущими shРНК к гену LPCAT1 (sh-LPCAT1) или скремблированную shРНК (NC). Экспрессию LPCAT1 оценивали
методом иммуноблотинга (a) и количественной ОТ-ПЦР (б). Скорость пролиферации клеток КРР оценивали метода-
ми колониеобразования (в), CCK-8 (г) и EdU (д). Все эксперименты выполнены в трех повторах, данные представле-
ны как среднее ± SD. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 и ****p < 0.0001.
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Рис. 4. В клетках КРР HECTD2 убиквитинирует LPCAT1. Для идентификации белков, взаимодействующих с LPCAT1, ис-
пользована масс-спектрометрия (а). Уровень экспрессии HECTD2 в тканях КРР (Т) и нормальных тканях (N) оценивали ме-
тодом количественной ОТ-ПЦР (б) и иммуноблотинга (в). Взаимодействие между HECTD2 и LPCAT1 оценивали с исполь-
зованием Co-IP и убиквитинирования. В клетках LOVO сверхэкспрессировали Flag-LPCAT1 или HA-HECTD2, и белок Flag-
LPCAT1 осаждали анти-Flag-антителами (IP:Flag), после чего проводили иммуноблотинг (IB) с анти-Flag- и анти-HA-анти-
телами (г). Анализ на убиквитинирование проводили в клетках LOVO, трансфицированных His-ub или His-ub-K63R (д). Уро-
вень белка LPCAT1 исследовали через 0, 2, 4 и 6 ч после обработки клеток циклогексимидом (CHX) (е). Все эксперименты
проведены в трех повторах, данные представлены как среднее значение ± SD. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 и ****p < 0.0001.
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Рис. 5. HECTD2 супрессирует пролиферацию клеток КРР через убиквитинирование LPCAT1. Клетки КРР котранс-
фицировали плазмидами, экспрессирующими HECTD2 (pHECTD2) и LPCAT1 (pLPCAT1), и оценивали эффектив-
ность трансфекции методом иммуноблотинга (а). Пролиферацию клеток КРР оценивали методами колониеобразова-
ния (б), CCK-8 (в) и включения EdU (г). Все эксперименты проведены в трех повторах, данные представлены как сред-
нее ± SD. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 и ****p < 0.0001. NC ‒ отрицательный контроль.
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вания белка LPCAT1 и индуцировала его деграда-
цию. Ранее в моделях пневмонии показано, что
HECTD2 усиливает воспаление через убиквити-
нирование белка PIAS1 и его деградацию [24].
Однако нами выявлено, что сверхэкспрессия
HECTD2 подавляла пролиферацию клеток КРР,
которая восстанавливалась при повышении уровня
LPCAT1. В некоторых исследованиях сообщалось о
повышенной экспрессии 19S-регулятора при КРР
[36, 37]. Этот регулятор распознает убиквитиниро-
ванные белки и направляет их в протеасомы для
деградации. Интересно, что, несмотря на повы-
шенное количество 19S-регулятора, экспрессия
HECTD2 при КРР снижена, что позволяет опухо-
ли поддерживать уровень LPCAT1.

Таким образом, на основании полученных ре-
зультатов можно сделать вывод, что LPCAT1, по-
видимому, способствует прогрессированию КРР,
а HECTD2 ‒ убиквитинированию и деградации
белка LPCAT1, тем самым ограничивая пролифе-
рацию клеток КРР. Таким образом, ось HECTD2/
LPCAT1 можно рассматривать в качестве потен-
циального прогностического биомаркера при ко-
лоректальном раке.

Это исследование не получило какого-либо спе-
циального гранта от финансирующих агентств в
государственном, коммерческом или некоммерче-
ском секторах.

Все эксперименты проведены в соответствии с
Хельсинкской декларацией и были одобрены Ко-
митетом по этике Муниципальной больницы Цин-
дао Университета Циндао (Qingdao Municipal Hos-
pital, Qingdao University, Китай).

Все испытуемые согласились участвовать в дан-
ном исследовании и подписали полную форму ин-
формированного согласия.
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зультаты. Рукопись подготовлена Lei Ma и отре-
дактирована Zhi Xu. Все авторы одобрили окон-
чательный вариант рукописи.
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HECTD2 REPRESSES CELL PROLIFERATION IN COLORECTAL CANCER 
THROUGH DRIVING UBIQUITINATION AND DEGRADATION OF LPCAT1

L. Ma1, D. H. Li1, and Z. Xu1, *
1 Department of General Surgery, Qingdao Municipal Hospital, Qingdao University, Qingdao, 266000 China

*e-mail: xuzhixuzhi1981@163.com

Colorectal cancer (CRC) is a malignancy featured by a poor overall survival and a high recurrence rate,
whereas the biomarkers for CRC remain to be investigated. Herein, it was found that lysophosphatidylcholine
acyltransferase 1 (LPCAT1) was highly expressed in CRC, and LPCAT1 overexpression significantly promot-
ed CRC cell proliferation, while it was reversed by LPCAT1 depletion. In addition, HECT domain-contain-
ing 2 (HECTD2) protein was determined as a post-translational mediator of LPCAT1 because HECTD2 co-
immunoprecipitated with high ubiquitinated LPCAT1. Furthermore, upregulated LPCAT1 rescued the im-
pairment of CRC cell proliferation caused by HECTD2 overexpression. In conclusion, our findings support-
ed HECTD2/LPCAT1 axis as a potential prognostic biomarker in CRC.

Keywords: colorectal cancer, HECTD2, LPCAT1, ubiquitination, cell proliferation
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ALDH4A1, член суперсемейства альдегиддегидрогеназ, является ключевым ферментом в митохон-
дриальном пути метаболизма пролина. Недавние исследования показали, что мутации в aldh4a1
приводят к снижению фертильности и преждевременному репродуктивному старению самцов не-
матод. Однако влияние ALDH4A1 на фертильность самцов мышей не изучалось. В настоящем ис-
следовании использовали технологию CRISPR-Cas9 для создания мышиной модели с нокаутом Al-
dh4a1, чтобы впервые изучить влияние этого гена на фертильность самцов мышей. Показано, что по
сравнению с самцами дикого типа самцы Aldh4a1–/– были фертильны, имели нормальный сперма-
тогенез, но дефект созревания сперматозоидов в эпидидимисе выражался в нарушении подвижно-
сти, морфологии и увеличении спонтанной реакции акросомы. Кроме того, с использованием
трансмиссионной электронной микроскопии в митохондриях сперматозоидов обнаружены вакуо-
ли, а также выявлены вакуоли и трещины в шейке сперматозоидов у мутантных мышей. Получен-
ные результаты показывают, что ALDH4A1 играет жизненно важную роль в структуре жгутика
сперматозоида и процессе созревания сперматозоидов у мышей.

Ключевые слова: ALDH4A1, созревание сперматозоидов, CRISPR-Cas9, митохондрии, мышиная
модель
DOI: 10.31857/S0026898422040152

ВВЕДЕНИЕ
Мужское бесплодие является одной из основ-

ных проблем здравоохранения во всем мире. По
данным Всемирной организации здравоохране-
ния, 9% пар в мире сталкиваются с проблемами
фертильности, и на долю мужского бесплодия
приходится 50% случаев из общего числа [1]. Здо-
ровье сперматозоидов имеет ключевое значение
для мужской фертильности. Тератозооспермия,
астеноспермия и олигоспермия вызывают муж-
ское бесплодие [2]. Количество спермы у бес-

плодных мужчин значительно снижено [3], а ка-
чество неуклонно снижается с каждым годом
[4]. Недавние исследования показали, что мута-
ция и инактивация альдегиддегидрогеназы 4A1
(ALDH4A1), фермента, катализирующего второй
этап катаболизма пролина [5], ухудшает качество
спермы и приводит к преждевременному репро-
дуктивному старению [6].

Гены суперсемейства альдегиддегидрогеназ
играют важную роль в катаболизме эндогенных и
экзогенных альдегидов [7]. Представитель семей-
ства ALDH4A1 локализуется в митохондриях [8] и
важен в митохондриальном метаболизме пролина
для преобразования 1-пирролин-5-карбоксилата
(P5C) в глутаминовую кислоту [5]. Потеря актив-
ности фермента вследствие мутаций Aldh4a1 при-
водит к возникновению гиперлипидемии [9]. Более
того, уровень флавинадениндинуклеотида (FAD)

1 Текст представлен авторами на английском языке.
2 Эти авторы внесли равный вклад.

Список сокращений: ALDH4A1 – альдегиддегидрогеназа 4A1;
P5C ‒ 1-пирролин-5-карбоксилат; АФК – активные фор-
мы кислорода; РК – ретиноевая кислота; FAD ‒ флавина-
дениндинуклеотид; gRNA – (guide RNA) – направляющая
РНК системы CRISPR/Cas9; WT (wild type) ‒ дикий тип;
H&E – окраска гематоксилином и эозином.

УДК 577.2
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снижается, что приводит к изменению функцио-
нирования митохондрий [10]. Центральный ак-
сон сперматозоидов окружен девятью внешними
плотными волокнами и образует спиральную ми-
тохондриальную оболочку шейки и хвоста [11].
Активность митохондрий и цитоплазматический
гликолиз обеспечивают движение сперматозои-
дов [12]. Изменения в ультраструктуре, активно-
сти или функции митохондрий могут негативно
влиять на нормальное функционирование спер-
матозоидов и вызывать их дисфункцию [13].

Сперматогенез – это сложный процесс, проис-
ходящий в семенниках [14]. Образование зрелых
сперматозоидов требует пролиферации и диффе-
ренцировки сперматогоний, мейоза для образова-
ния сперматозоидов и созревания круглых сперма-
тозоидов [15]. После сперматогенеза сперматозои-
ды продолжают созревать в эпидидимисе [16, 17],
который делится на три части: придаточный эпи-
дидимис, каудальный эпидидимис и тело эпиди-
димиса [18–20], в которых специфичные ионы и
белки изменяют созревание сперматозоидов и спо-
собствуют их подвижности [21]. Для изучения вли-
яния ALDH4A1 на мужскую репродукцию были
созданы нокаутные мыши с использованием тех-
нологии CRISPR-Cas9 [22]. Показано, что нокаут
гена Aldh4a1 не влияет на сперматогенез в семенни-
ках, но нарушает созревание сперматозоидов в
хвостовом эпидидимисе, приводит к их аномаль-
ной морфологии, снижению подвижности спер-
матозоидов и преждевременной акросомальной
реакции. Кроме того, у самцов Aldh4a1–/– в мито-
хондриях сперматозоидов обнаруживали вакуо-
ли, а в шейке сперматозоидов наблюдали трещи-
ны и вакуоли. Полученные результаты указывают
на важную роль ALDH4A1 в функционировании
сперматозоидов у мышей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение мышей с нокаутом Aldh4a1. Техно-

логию CRISPR/Cas9 использовали для нокаута
гена Aldh4a1 у мышей C57BL/6. Целевые после-
довательности направляющих РНК (gRNA) бы-
ли следующими: gRNA1 – GTTCGGGCTGG-
GTGATCTGAGGG, gRNA2 – CCCGAGAGAG-
CGCACCATTTTGG. мРНК hCas9 и gRNA получали
путем транскрипции in vitro. Суперовулирован-
ных самок дикого типа (WT) C57BL/6 спаривали
с самцами C57BL/6 для получения зигот для
введения мРНК Cas9 и gRNA. Геномную ДНК
выделяли из хвостов новорожденных мышат. По-
лимеразную цепную реакцию (ПЦР) проводили с
использованием прямого праймера ALDH4A1
5'-CCTTCTCGTGGAAAGGAGAAAC-3' и двух
обратных праймеров 5'-CTGTGTTATCAACAT-
TCACTTCCACT-3' и 5'-GACAATGACTAGCT-
CAAGGCTGAA-3' для того, чтобы амплифициро-

вать фрагменты геномной ДНК, окружающие целе-
вые сайты gRNA. Полученные ПЦР-фрагменты
секвенировали для выявления мутаций. При
скрещивании мутантов F0 сначала гибридизова-
ли с мышами WT на том же фоне C57BL/6, и от-
бирали гетерозиготных мутантов F1. Затем гете-
розиготные F1 скрещивались для получения го-
мозиготных мутантов F2.

Анализ уровней экспрессии мРНК. РНК из тка-
ней мышей WT выделяли с помощью реагента
TRIzol (“Invitrogen”, США). кДНК синтезирова-
ли с помощью обратной транскриптазы Primescript
(“Takara”, Япония), затем проводили полиме-
разную цепную реакцию в реальном времени с
использованием флуоресцентного красителя
SYBR Green (“TakaRa”, Япония). Использовали
следующие праймеры: Aldh4a1 прямой, 5'-TC-
TACTGGGTCTGTGGTGGTGG-3', Aldh4a1 об-
ратный, 5'-GGGGTGATGTCCAGCGTAAG-3'. В
качестве референсного гена использовали Gapdh.
Все образцы анализировали в трех повторах, и от-
носительные уровни мРНК в каждой ткани были
рассчитаны методом –2∆∆t.

Гистологический анализ. Семенники мышей
WT и Aldh4a1–/– и их придатки фиксировали рас-
твором Буэна в течение 12 ч при комнатной тем-
пературе, затем обезвоживали в градиенте этано-
ла и помещали в парафин. Полученную ткань
разрезали на срезы толщиной 4 мкм. После депа-
рафинизации и регидратации срезы тканей окра-
шивали гематоксилином и эозином (H&E) в со-
ответствии со стандартными процедурами.

Анализ морфологии сперматозоидов. У мышей
дикого типа и Aldh4a1–/– двусторонние половые
железы вырезали из хвоста придатка семенника и
помещали в PBS при 37°C на 15 минут. Затем 10 мкл
надосадочной жидкости наносили на предметное
стекло и получали мазки методом “тяни‒тол-
кай”. Предметные стекла высушивали на воздухе
в течение ночи, фиксировали в 95% этаноле в те-
чение 30 мин при комнатной температуре и окра-
шивали стандартным методом H&E.

Активация акросомальной реакции. Среду TYH
(Aibei Biotechnology Co., Ltd, Nanjing, China),
предварительно выдержанную в течение ночи в
инкубаторе при 37°C и 5% CO2, использовали при
индукции акросомальной реакции сперматозои-
дов. Двусторонний каудальный эпидидимис мы-
шей WT и Aldh4a1–/– измельчали в предваритель-
но выдержанной среде и держали в инкубаторе
при 37°C и 5% CO2 в течение 15 мин, чтобы вы-
звать акросомальную реакцию сперматозоидов.
После мазка спермы акросомы окрашивали аг-
глютинином Arachis hypogaea (арахис) (PNA, “Sig-
ma”, L7381), а ядра окрашивали DAPI. Окрашива-
ние акросом наблюдали в конфокальный лазерный
сканирующий микроскоп LSM900 (ZEISS, Oberko-
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chen, Германия). У каждой мыши подсчитывали
не менее 200 сперматозоидов. Рассчитывали зна-
чение AR как соотношение PNA-отрицатель-
ных /API-положительных сперматозоидов.

Анализ подвижности сперматозоидов. Двусто-
ронний хвост придатка семенника взрослых мы-
шей помещали в PBS, затем его надламывали и
инкубировали при 37°C в течение 15 мин, чтобы
сперматозоиды вышли естественным путем. После
этого 10 мкл надосадочной жидкости капали на
стеклянную пластину для количественного анали-
за сперматозоидов. 200 сперматозоидов анализиро-
вали с помощью системы компьютерного анализа
спермы (CASA) (Tsinghua Tongfang, Пекин, Китай)
для получения кинетических параметров спермато-
зоидов.

Трансмиссионная электронная микроскопия
(ТЭМ). Сперматозоиды из хвоста придатка
яичка фиксировали в глутаральдегиде и осмие-
вой кислоте. После добавления 10% желатина
сперматозоиды обезвоживали сахарозой и затем
замораживали в жидком азоте. Готовили заморо-
женные срезы толщиной 50 нм с помощью крио-
ультрамикротома (EM FC7; Leica, Wetzlar, Герма-
ния) и просматривали с помощью трансмиссион-
ной электронной микроскопии.

Иммуногистохимический анализ. Парафиниро-
ванные срезы обезжиривали, регидратировали,
блокировали 3% H2O2 в течение 10 мин и прогре-
вали в растворе для демаскировки (10 мМ цитрата
натрия). Затем срезы инкубировали с кроличьи-
ми моноклональными антителами против SOX9
(1 : 100, “ABclonal”, Китай) при 4°C в течение но-
чи. Иммуногистохимическое окрашивание пара-
финовых срезов проводили с помощью иммуноги-
стохимического набора (Beijing Zhongshan Golden
Bridge, Пекин, Китай).

Иммунофлуоресцентный анализ. После обез-
жиривания и регидратации парафинированные
срезы помещали в цитрат натрия для демаскиров-
ки антигена и пермеабилизировали 0.5% Трито-
ном Х-100 в течение 10 мин. После блокирования
5% козьей сывороткой при 37°C в течение 30 мин,
срезы инкубировали с первичными антителами
(γH2aX, “Abcam”, ab26350, Кембридж, Велико-
британия) при 4°C в течение ночи и вторичными
антителами при 37°C в течение часа. После окра-
шивания DAPI срезы просматривали на LSM900
(ZEISS, Oberkochen, Германия).

Вестерн-блотинг. Общий белок, выделенный
из семенников и придатка, смешивали с 5-крат-
ным буфером для образцов и помещали в кипя-
щую воду на 5 мин. Белки разделяли с помощью
гель-электрофореза SDS-PAGE и переносили на
PVDF мембрану. После блокирования 5%-ным
обезжиренным молоком мембрану инкубировали
с первичными антителами, разведенными 5%

БСА при 4°C в течение ночи (GAPDH, 1 : 20000;
ALDH4A1, 1 : 1000, Novus, Littleton, Colorado,
USA). Затем вторичные антитела разводили 5%-
ным обезжиренным молоком и инкубировали с
мембраной при комнатной температуре в течение
1 ч. Количественный анализ полос проводили с
помощью программы Image J.

Статистический анализ. Все данные представ-
лены как среднее ± стандартное отклонение
(SD). Для сравнения двух групп данных исполь-
зовали t-тест Стьюдента, и p < 0.05 указывало на
статистически значимую разницу.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение Aldh4a1–/– мышей с помощью
CRISPR-Cas9

Экспрессию Aldh4a1 в тканях самцов мышей
анализировали методом RT-qPCR. Обнаружено,
что Aldh4a1 экспрессируется в репродуктивной
системе самцов мышей, причем его экспрессия в
придатках выше, чем в семенниках и в хвосте
придатка (рис. 1a). Для изучения влияния Aldh4a1
на репродуктивную систему самцов мышей с по-
мощью технологии CRISPR-Cas9 получили нока-
ут гена. Aldh4a1 содержит 15 экзонов, и экзоны со
2 по 14 были удалены двумя sgRNA (рис. 1б). Се-
квенирование ДНК подтвердило делецию 13143
п.н. в последовательности гена Aldh4a1 (рис. 1б),
генотип определяли с помощью ПЦР-анализа
(рис. 1в). Вестерн-блот показал также отсутствие
белка ALDH4A1 у нокаутных мышей Aldh4a1–/–

(рис. 1г). Полученные результаты показывают,
что получены мыши с нокаутом Aldh4a1.

Нормальное развитие и фертильность самцов 
мышей Aldh4a1–/–

Влияние ALDH4A1 на фертильность самцов
изучали, наблюдая развитие репродуктивной си-
стемы у самцов мышей Aldh4a1–/–. По сравнению с
самцами мышей WT, морфология и масса тела сам-
цов Aldh4a1–/– значимо не отличались (рис. 2а‒в).
Гистологический анализ показал, что по сравне-
нию с самцами мышей WT у двух-четырехмесяч-
ных самцов Aldh4a1–/– наблюдали нормальную
морфологию семенников и придатков, но у 6-ме-
сячных особей Aldh4a1–/– в большинстве семенных
канальцев присутствовали сфероиды (рис. 2д). Для
проверки фертильности взрослых самцов WT и
Aldh4a1–/– спаривали со взрослыми самками мы-
шей WT при соотношении самцов и самок 1 : 2 со-
ответственно. В ходе последующих трех месяцев
наблюдений обнаружили, что количество потом-
ков, произведенных с участием самцов Aldh4a1–/–,
было таким же, как у самцов WT (рис. 2г), что сви-
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детельствует о том, что делеция Aldh4a1 не влияет
на репродуктивную способность самцов мышей.

Нарушение качества спермы
у самцов мышей Aldh4a1–/–

Далее мы проверили качество спермы самцов
Aldh4a1–/–. Для анализа морфологии и подвижно-
сти сперматозоидов они были извлечены из хво-
ста придатка семенника. Результаты указывают
на то, что уровень деформации сперматозоидов в
хвосте придатка семенника у самцов Aldh4a1–/–

значительно выше, чем у самцов WT. Проявления
деформации в основном выражались в аномалии
развития головки, шейки и хвоста сперматозои-
дов, наиболее часто наблюдали изогнутую шейку

(рис. 3а, б). Кроме того, определяли подвижность
сперматозоидов, в измерениях использовали не
менее 200 образцов от каждой мыши. В результате
показано, что по сравнению со сперматозоидами
самцов мышей WT, жизнеспособность и подвиж-
ность сперматозоидов у Aldh4a1–/– резко сниже-
ны, в то время как количество иммобилизован-
ных сперматозоидов значимо увеличено (рис. 3в).
После этого оценили акросомальные реакции у
самцов Aldh4a1–/–. Акросомальная реакция ини-
циируется после соединения сперматозоида и яй-
цеклетки. Если спонтанная акросомальная реакция
происходит до того, как сперматозоид соединится с
блестящей оболочкой яйцеклетки, сперматозоид
потеряет способность к оплодотворению. Капаци-
тацию сперматозоидов моделировали в среде TYH

Рис. 1. CRISPR-Cas9-опосредованное получение мышей Aldh4a1–/–. а – Анализ экспрессии ALDH4A1 в тканях мы-
ши, включая сердце, печень, селезенку, легкие, почки, желудок, отростки придатков семенников, семенники, хвосты
придатков семенников и мозг, с помощью RT-qPCR. б – Схема нокаута Aldh4a1 с использованием системы CRISPR-
Cas9. Между мишенями sgRNA1 и sgRNA2 был удален участок длиной 13143 п.н., делеция между мишенями иденти-
фицирована с помощью ПЦР с прямым (F) и обратными (R1, R2) праймерами. в – Различные фрагменты ДНК при
анализе продуктов ПЦР у мышей WT и Aldh4a1–/–. г – Подтверждение отсутствия экспрессии белка ALDH4A1 у мы-
шей Aldh4a1–/– с помощью анализа вестерн-блотинга.
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для последующих измерений частоты спонтан-
ной акросомальной реакции. Показано, что неза-
висимо от капацитации спонтанная акросомальная
реакция сперматозоидов самцов Aldh4a1–/– значи-
мо увеличена по сравнению со сперматозоидами
самцов WT (рис. 3г, д). Полученные результаты
говорят о том, что качество спермы у самцов мы-
шей Aldh4a1–/– ухудшено.

Аномальная структура жгутиков сперматозоидов 
у самцов мышей Aldh4a1–/–

В связи с увеличенным количеством повре-
жденных сперматозоидов, первым делом, исследо-
вали, является ли нормальным сперматогенез у
самцов мышей Aldh4a1–/–. Поскольку клетки Сер-

толи выстилают семенные канальца и выполняют
множество функций в сперматогенезе, провели
иммуногистохимический анализ этих клеток. Со-
гласно полученным результатам, по сравнению с
самцами WT, у самцов Aldh4a1–/– не выявлено
значимых различий в морфологии и количестве
клеток Сертоли (рис. 4а, в). Мейоз является важ-
ным процессом в сперматогенезе, и наличие экс-
прессии γH2aX служит одним из отличительных
событий мейоза. Существует два различных типа
детекции γH2aX: в одном случае наблюдается яр-
кое окрашивание ядра, а в другом ‒ агглютина-
ция γH2aX. Первый тип появляется в начале
сперматогенеза, а второй ‒ перед спермиацией.
Анализ двух типов окрашивания γH2aX не вы-
явил их количественных различий у самцов WT и

Рис. 2. Нормальная фертильность и состояние репродуктивной системы у самцов мышей Aldh4a1–/–. а, б – Размеры
самцов и размеры семенников и придатков мышей WT и Aldh4a1–/–. в – Отношение массы семенников, придатков и се-
менных пузырьков к массе тела у самцов мышей Aldh4a1–/– и WT (N = 7). г – Тест на фертильность самцов Aldh4a1–/– и
WT (N = 5). д – Парафиновые срезы семенников, придаточного эпидидимиса и каудального эпидидимиса 2-6-месяч-
ных самцов мышей WT и Aldh4a1–/–, окрашенные H&E. Аномальные сфероиды в семенниках 6-месячных самцов Al-
dh4a1-/- показаны стрелкой. Масштабная линейка = 100 мкм.
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Aldh4a1–/– (рис. 4б, г). Таким образом, у самцов
Aldh4a1–/– обнаружен нормальный сперматоген-
ный эпителий и нормальный сперматогенез.

ALDH4A1 локализуется в матриксе митохон-
дрий и играет важную роль в их функционирова-
нии. Проанализировали субклеточную структуру
сперматозоидов в хвосте придатка семенника с
помощью ТЭМ. По сравнению со сперматозои-
дами самцов WT, структура акросомы сперма-
тозоидов у самцов Aldh4a1–/– была нормальной
(рис. 4д), но в шейке сперматозоидов самцов
Aldh4a1–/– обнаружили трещины и вакуоли
(рис. 4д). Вакуоли присутствовали также во мно-
гих митохондриях самцов Aldh4a1–/– (рис. 4д).
Кроме того, в жгутиках сперматозоидов самцов
Aldh4a1–/– наблюдали нормальное расположение
аксонемы “9 + 2” (рис. 4д).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Зрелые и здоровые сперматозоиды – основа

мужской фертильности. Снижение подвижности,

дегенерация и гибель сперматозоидов могут стать
причиной мужского бесплодия [23, 24]. Мутация
alh-6 гомолога Aldh4a1 у Caenorhabditis elegans мо-
жет изменять содержание FAD и нарушать гомео-
стаз митохондрий, что приводит к дисфункции
сперматозоидов у самцов нематод и ухудшению
репродуктивной способности [6, 10]. Поэтому в
представленном исследовании нами впервые ис-
пользована CRISPR-Cas9 для создания мышиной
модели с нокаутом гена Aldh4a1, чтобы изучить
влияние ALDH4A1 на мужскую фертильность,
сперматогенез и созревание сперматозоидов мле-
копитающих.

Нокаут Aldh4a1 влияет
на созревание сперматозоидов

В нашем исследовании установлено, что сам-
цы мышей Aldh4a1–/– имели нормальную фер-
тильность и сперматогенез, но, по сравнению с
самцами мышей WT, созревание сперматозоидов
было нарушено, что проявлялось в увеличении

Рис. 3. Анализ качества спермы у самцов Aldh4a1–/–. а – Окрашивание H&E сперматозоидов в хвосте придатка семенника
самцов WT и Aldh4a1–/–, аномальная морфология сперматозоидов указана стрелкой. Масштабная линейка = 50 мкм. б –
Соотношение деформированных сперматозоидов в хвосте придатка семенника самцов мышей WT и Aldh4a1–/– (N = 6).
в – CASA-анализ сперматозоидов в хвосте придатка семенника самцов WT и Aldh4a1–/– (N = 6). PR ‒ прогрессивная по-
движность; NP ‒ непрогрессивная подвижность; IM ‒ иммобилизованные сперматозоиды. г – Окрашивание PNA для де-
текции спонтанной акросомальной реакции. Сперматозоиды без акросомальной реакции оставались интактными (поло-
жительное окрашивание PNA, с зеленой флуоресценцией головки, показано красной стрелкой), а сперматозоиды с акро-
сомальной реакцией показали дефект акросомы (отрицательное окрашивание PNA, без зеленой флуоресценции на
головке, показано белой стрелкой). Масштабная линейка = 50 мкм. д – Частота спонтанных акросомальных реакций акти-
вированных и неактивных сперматозоидов в каудальном эпидидимисе у самцов мышей WT и Aldh4a1–/– (N = 3).
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числа дефектов их развития, снижении подвиж-
ности сперматозоидов и увеличении спонтанных
акросомальных реакций. Семейство альдегидде-
гидрогеназ (ALDH) катализирует превращение
ретинола, спиртовой формы витамина А, в рети-
ноевую кислоту (РК), которая имеет решающее
значение для сперматогенеза, и ингибирование
экспрессии ALDH приводит к дерегуляции спер-
матогенеза [25]. ALDH1 ‒ член семейства альде-
гиддегидрогеназ, который высоко экспрессиру-
ется в клетках Сертоли семенников и опосредует
образование РК, которая участвует в синтезе те-
стостерона и способствует сперматогенезу [26].

Аномальный сперматогенез не наблюдали у сам-
цов мышей Aldh4a1–/–, что указывает на то, что
ALDH4A1 не играет важную роль в сперматоге-
незе. Сфероиды, обнаруженные в семенных ка-
нальцах семенников 6-месячных самцов мышей
Aldh4a1–/–, могут быть вызваны аномальным ме-
таболизмом остаточных телец в сперматогенных
канальцах стареющих мышей [27, 28]. Окрашива-
ние H&E среза придатка яичка у самцов мышей
Aldh4a1–/– показало, что морфология эпителия
придатка семенника была нормальной, что ука-
зывает на возможные изменения гомеостаза [29],

Рис. 4. У самцов Aldh4a1–/– наблюдается нормальный сперматогенез. а – Иммуногистохимия SOX9 парафиновых сре-
зов семенников самцов WT и Aldh4a1–/–. Масштабная линейка = 100 мкм. б – Иммунофлуоресценция парафиновых
срезов семенников самцов WT и Aldh4a1–/–, окрашивание γH2aX в сперматогенных канальцах разделено на яркое и
агрегационное. Масштабная линейка = 50 мкм. в – Количество клеток Сертоли у самцов Aldh4a1–/– и WT. В каждом
случае подсчитывали двадцать сперматогенных канальцев одинакового размера с одинаковым сперматогенным эпи-
телиальным циклом (N = 3). г – Количество сперматогониев у самцов Aldh4a1–/– и WT, определенное с использова-
нием двух типов окрашивания γH2aX. В каждом случае подсчитывали двадцать сперматогенных канальцев одинако-
вого размера и одинакового сперматогенного эпителиального цикла (N = 3). д – Ультраструктура сперматозоидов у
самцов WT и Aldh4a1–/–, определенная с помощью ТЭМ. В шейке наблюдали трещины и вакуоли, как показано стрел-
кой. Морфология акросомы, структура “9 + 2” хвоста и митохондриальная оболочка были нормальными. Масштабная
линейка = 1 нм. ODF ‒ наружное плотное волокно; OD ‒ периферические дублеты микротрубочек; CP ‒ централь-
ные микротрубочки.
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что, в свою очередь, влияет на функции сперма-
тозоидов. Таким образом, нокаут Aldh4a1 приво-
дит к изменениям в устойчивом состоянии эпи-
дидимиса, что влияет на созревание сперматозо-
идов.

Дерегуляция митохондриального гомеостаза 
приводит к нарушению функции сперматозоидов

Aldh4a1 находится в митохондриях, и его мута-
ции могут вызывать гиперпротеинемию II типа
[8]. Нокаут Aldh4a1 приводит к нарушению вто-
рого этапа катаболизма пролина, а именно пре-
вращения P5C в глутаминовую кислоту, что приво-
дит к накоплению P5C, снижению уровня FAD, на-
рушению гомеостаза АФК и преждевременной
репродуктивной недееспособности у самцов [6].
Исследования показали, что экспрессия ALDH4A1
в семенниках самцов и ооцитах самок мышей с
возрастом снижается, что предполагает, что
ALDH4A1 может быть связан с репродуктив-
ным старением. Значимо увеличенное количе-
ство изгибов шейки сперматозоидов у самцов
мышей Aldh4a1–/– обусловлено преждевременным
репродуктивным старением. Нарушения в суб-
микроскопической структуре митохондриальной
оболочки указывают на то, что нокаут Aldh4a1 мо-
жет повлиять на митохондриальный гомеостаз,
приводящий к окислительному стрессу. Неболь-
шое количество АФК играет положительную роль в
капацитации сперматозоидов, акросомальной ре-
акции и т.д. Однако высокий уровень окислитель-
ного стресса может вызывать перекисное окисле-
ние липидов сперматозоидов и повреждение ДНК,
и даже окисление белков и инактивацию фермен-
тов в сперматозоидах, что приводит к бесплодию
[30‒32]. Поэтому механизм влияния ALDH4A1 на
мужское репродуктивное старение будет направ-
лением наших будущих исследований.

Работа выполнена при финансовой поддержке
National Key Research and Developmental Program of
China (Grants 2018YFC1003602, 2018YFC1003601).
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DELETION OF Aldh4a1 LEADS TO IMPAIRED SPERM
MATURATION IN MICE
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ALDH4A1, a member of the aldehyde dehydrogenase superfamily, is a key enzyme in the mitochondrial pro-
line metabolism pathway. Recent studies have shown that mutations in aldh4a1 lead to reduced fertility and
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reproductive premature aging of male nematodes. However, the effect of ALDH4A1 on fertility of male mice
has not been studied. In this study, we used CRISPR-Cas9 technology to construct a knockout mouse model
of Aldh4a1 for the first time to explore the effect of this gene on the reproduction of male mice. The results
showed that compared with WT male mice, Aldh4a1–/– male mice were fertile, had normal spermatogenesis
but defect in sperm maturation in the epididymis documented by impaired motility, increased morphological
abnormalities and increased spontaneous acrosome reaction. In addition, transmission electron microscopy
showed vacuoles in the sperm mitochondria, and fracture in the neck of sperms and vacuoles in these mice.
These results revealed that ALDH4A1 plays a vital role in the structure of sperm flagellum and the process of
sperm maturation in mice.

Keywords: ALDH4A1, sperm maturation, CRISPR-Cas9, mitochondria, mouse model
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CНИЖЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ ТКАНЕСПЕЦИФИЧНОЙ ИЗОФОРМЫ
OCT-1L ОКАЗЫВАЕТ ПРОТИВООПУХОЛЕВЫЙ ЭФФЕКТ
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Повышенный уровень фактора транскрипции Oct-1 считается одним из ключевых маркеров небла-
гоприятного течения канцерогенеза. Кроме убиквитарной изоформы Oct-1А, представленной во
всех клетках организма, существует и тканеспецифическая изоформа Oct-1L, которая экспрессиру-
ется в гемопоэтических клетках. Oct-1L не только повышает устойчивость клеток к разным видам
стресса, но и регулирует экспрессию генов, отвечающих за дифференцировку гемопоэтических кле-
ток и клеток иммунной системы. Уровень экспрессии тканеспецифической изоформы Oct-1L зна-
чительно увеличен в лимфобластных В-клеточных линиях Namalwa и Raji и в Т-клеточной лимфо-
бластной линии Jurkat по сравнению с нормальными B- и Т-клетками. Вероятно, аберрантная
сверхэкспрессия Oct-1L приводит не только к повышению стрессоустойчивости клеток, но и к дез-
организации путей их развития, способствуя злокачественной трансформации. В этой работе нами
показано, что направленное подавление экспрессии тканеспецифичной изоформы Oct-1L снижает
скорость деления клеток Namalwa, вызывает значительное увеличение их гибели в условиях гипо-
ксии, а также повышает чувствительность к химиотерапевтическим препаратам – доцетакселу и
доксорубицину. Полученные результаты свидетельствуют о перспективности таргетной терапии,
направленной на подавление отдельных изоформ Oct-1, уровень экспрессии которых повышен в
опухолевой клетке, а не всех изоформ одновременно, что даст возможность избежать травмирую-
щего эффекта полного нокдауна Oct-1. Избирательное подавление изоформ Oct-1 считается пер-
спективной стратегией в терапии опухолей лимфоидного ряда и, по-видимому, может способство-
вать облегчению течения болезни и повышению выживаемости пациентов.

Ключевые слова: фактор транскрипции POU2F1(Oct-1), альтернативные промоторы, тканеспеци-
фические изоформы, канцерогенез, лимфобласты
DOI: 10.31857/S0026898422040097

ВВЕДЕНИЕ

Фактор транскрипции Oct-1, содержащий вы-
сококонсервативный ДНК-связывающий домен
(POU-домен), – один из главных регуляторов
дифференцировки иммунных клеток [1, 2]. Оct-1
модулирует экспрессию специфических генов
В-клеток, а также выживаемость и пролиферацию
клеток иммунной системы [3, 4]. При онкотранс-
формации клеток концентрация Oct-1, необходи-
мая для поддержания клеточного гомеостаза, может
возрастать в 10 раз и более, так как этот белок спо-
собствует устойчивости к генотоксическому и окис-
лительному стрессу и гликолитическому метаболиз-
му, обеспечивая выживаемость раковых клеток при
большой стрессовой нагрузке, которая развивается
при онкотрансформации [5, 6]. Эти же функции
Oct-1 выполняет в нормальных клетках [5].

Oct-1 охарактеризован достаточно давно, одна-
ко интерес к нему в настоящее время существенно
возрос, поскольку обнаружили тесную корреля-
цию между злокачественностью опухоли, ее устой-
чивостью к терапии и высоким уровнем экс-
прессии Oct-1 в опухолевых клетках. Такая кор-
реляция установлена при раке желудка [7–9],
предстательной железы [10], раке шейки матки
[11] и колоректальном раке [12]. Сверхэкспрес-
сия Oct-1 коррелирует с агрессивностью многих
типов опухолей [13–15].

Помимо убиквитарной изоформы Oct-1А, пред-
ставленной во всех клетках на протяжении всей
жизни организма, существуют тканеспецифиче-
ские изоформы, экспрессирующиеся в ограни-
ченных популяциях клеток в определенный период
времени. Все эти изоформы образуют семейство
факторов Oct-1 (у человека обнаружены 7 RefSeq и
14 дополнительных мРНК Oct-1 (GeneBank)) [3, 4,
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16–18]. В клетке могут экспрессироваться одно-
временно несколько изоформ Oct-1, и эту сово-
купность изоформ мы определяем как “тоталь-
ный Oct-1”. Несколько альтернативных изоформ
Oct-1 найдены у мыши [1, 19, 20]. Ген POU2F1 че-
ловека и мыши содержит альтернативные промо-
торы U и L [16, 20–24]. Считываемые с них тран-
скрипты имеют разные первые экзоны и кодиру-
ют разные изоформы: Oct-1A считывается с
промотора U, а Oct-1L – с промотора L. Как вид-
но из рис. 1а, эти белки различаются своими
N-концевыми последовательностями, что харак-
терно для изоформ, которые различаются ткане-
вой специфичностью экспрессии и регулируемы-
ми генами-мишеням [25]. Oct-1L экспрессиру-
ется в клетках крови и в мозге. B наибольшем
количестве эта изоформа представлена в В-клет-

ках [3, 16, 20]. Минорная тканеспецифическая
изоформа Oct-1R специфична только для В-кле-
ток [3]. Паттерны экспрессии различных изо-
форм Oct-1 изменяются во время дифференци-
ровки гемопоэтических клеток-предшественни-
ков (CD34+, CD19+, CD14+ и CD3+) [3, 18]. Так
Oct-1L экспрессируется на высоком уровне в
CD34+. Уровень экспрессии резко падает во вре-
мя дифференцировки Т-клеток, а при дифферен-
цировке В-клеток он почти не изменяется.

Помимо повышения устойчивости к разным
видам стресса, тканеспецифические изоформы
Oct-1 регулируют гены, отвечающие за диффе-
ренцировку и фенотипы стволовых гемопоэти-
ческих клеток и клеток иммунной системы [3, 4].
Таким образом, увеличение концентрации тка-
неспецифических изоформ в онкотрансформи-

Рис. 1. Подавление экспрессии мРНК POU2F1(Oct-1) и его изоформ Oct-1A и Oct-1L в стабильно трансдуцированных
клетках лимфомы Беркитта Namalwa под действием shРНК. а – Схема строения гена POU2F1 и двух основных его изо-
форм, транскрибирующихся с убиквитарного промотора U и тканеспецифичного промотора L. б – Вестерн-блот-ги-
бридизация с антителами к тотальному Oct-1 и его изоформам Oct-1A и Oct-1L. Здесь и далее: клеточные линии
Namalwa “control” – клетки, трансдуцированные контрольной лентивирусной конструкцией, не имеющей значимой
гомологии с геномом человека; Namalwa “anti-POU2F1” – клетки, трансдуцированные лентивирусной конструкцией,
синтезирующей shРНК к тотальному Oct-1; Namalwa “anti-A” – клетки, трансдуцированные лентивирусной кон-
струкцией, синтезирующей shРНК к изоформе Oct-1A; Namalwa “anti-L” – клетки, трансдуцированные лентивирус-
ной конструкцией, синтезирующей shРНК к изоформе Oct-1L. Контроль нанесения образцов – гибридизация с ан-
тителами к ламину В. На дорожки нанесено по 10 мкг клеточного экстракта.
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рованных клетках приводит не только к повы-
шению стрессоустойчивости, но и к дезоргани-
зации путей их развития. Проонкогенные
функции Oct-1 описаны при лимфоме Ходжки-
на, лимфоме тимуса, остром миелоидном лейкозе
[26, 27]. Сверхэкспрессия Oct-1 часто наблюдается
при диффузной В-крупноклеточной лимфоме и счи-
тается независимым прогностическим фактором не-
благоприятного исхода при этом заболевании [28].

Существование альтернативных промоторов в
гене POU2F1, кодирующем белок Oct-1, указывает
на возможность воздействия не на экспрессию то-
тального Oct-1, а на экспрессию тех его изоформ,
уровень которых возрастает в опухолевых клетках.

Мы провели серию экспериментов по направ-
ленному ингибированию экспрессии как отдельных
изоформ Oct-1, так и тотального Oct-1 с использова-
нием малых интерферирующих РНК, специфичных
как к отдельным изоформам, так и ко всем изофор-
мам соответственно. Затем мы проанализировали
эффект подавления как отдельных изоформ, так и
тотального Oct-1 на пролиферацию и стрессоустой-
чивость клеток В-лимфобластной линии клеток
Namalwa, полученной из лимфомы Беркитта. Пока-
зано, что нокдаун белка Oct-1 или отдельных его изо-
форм снижает скорость деления В-лимфобластных
клеток, вызывает увеличение их гибели в условиях
гипоксии, а также повышает чувствительность к хи-
миотерапевтическим препаратам. Избирательное
подавление экспрессии тканеспецифичной изофор-
мы Oct-1L играет ведущую роль в снижении скоро-
сти деления клеток и повышения их гибели в услови-
ях гипоксии. Полученные результаты свидетельству-
ют о возможности таргетной терапии, направленной
на подавление отдельных изоформ Oct-1 в опухоле-
вых клетках, что позволит снизить травмирующий
эффект полного нокдауна Oct-1 или избежать его.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Клеточные линии. В работе использовали ли-

нию клеток аденокарциномы молочной железы
человека MDA MB-231. Клетки культивировали в
полной среде ДМЕМ (“GIBCO”, “Thermo Fisher
Scietific”, США), содержащей 10% эмбриональной
сыворотки крупного рогатого скота (FBS; “Hy-
Clone”, США), 100 ед./мл пенициллина, 100 мкг/мл
стрептомицина.

Нокдаун гена POU2F1. Для нокдауна гена
POU2F1 использовали технологию РНК-интер-
ференции. На основе лентивирусного вектора
pGPV.ma4 созданы конструкции для синтеза ко-
ротких РНК со шпилечной структурой (shРНК):
scrambled (контрольная) и anti-POU2F1 (shРНК
для нокдауна мРНК всех изоформ Oct-1), anti-A
(shРНК для нокдауна мРНК изоформы Oct-1А,
“Евроген”, Россия), которыми трансфицировали
клетки HEK-293 и получали соответствующие лен-
тивирусные стоки. Клетки Namalwa (106 клеток)

трансдуцировали полученными лентивирусными
частицами. После селекции с использованием пуро-
мицина, получили четыре линии клеток Namalwa со
стабильным нокдауном тотального Oct-1, Oct-1А,
Oct-1L и контрольную линию клеток Namalwa.

shРНК к мРНК Oct-1 (анти-POU2F1):
5'-GATCCGCCAAGACCTTCAAACAAATTCAA-

GAGATTTGTTTGAAGGTCTTGGCT-TTTTTG-3'.
shРНК к мРНК Oct-1А (anti-А): 5'-GATCCACG-

GAGGAGCAGCGAGTCATTCAAGAGATGACTC-
GCTGCTCCTCCGTTTTTTTG-3'.

shРНК к мРНК Oct-1L (anti-L): 5'-GATCCGTG-
CAGTGACTATGTTCTAGTTCAAGAGACTAGAA-
CATAGTCACTGCATTTTTTG-3'.

shРНК control – нуклеотидная последователь-
ность, не имеющая гомологии с РНК человека, ис-
пользована в качестве отрицательного контроля:

5'-GATCCGCAAAAATTCTCCGAACGTGTT-
CAAGAGACACGTTCGGAGAATTTTTGT-
TTTTTG-3'.

Уровень экспрессии Oct-1 измеряли с использо-
ванием количественной ПЦР и иммуноблотинга.

Выделение РНК и RT-qPCR. РНК выделяли из
клеточных линий с использованием Trizol. Уров-
ни мРНК измеряли с помощью обратной тран-
скрипции и ПЦР реальном времени (RT-PCR) и
нормировали по мРНК, кодирующей глюкуро-
нидазу B (GUS). Обратную транскрипцию вы-
полняли с использованием 2 мкг суммарной РНК
и набора Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit
для RT-qPCR (“Thermo Scientific”) в соответ-
ствии с рекомендациями производителя. кДНК
синтезировали с использованием смешанных
олиго(dT)18 и случайных гексамерных прайме-
ров. Использовали следующие праймеры:
Oct-1A-F: 5'-TATTCAAAATGGCGGACGGA-3';
Oct-1A-R: 5'-GTTTCTGACGGATTGTTCATTC-3';
GUS-F: 5'- CGTGGTTGGAGAGCTCATTTGGA-3'
и GUS-R: 5'-ATTCCCCAGCACTCTCGTCGGT-3'.
RT-PCR выполняли в термоциклере LightCycler96
(“Roche”, США). Стандартная реакционная смесь
(25 мкл) содержала соответствующие пары прайме-
ров, кДНК, эквивалентную 50 нг cуммарной РНК,
и мастер-смесь qPCRmix-HS SYBR (“Eвроген”).
ПЦР в реальном времени проводили в следую-
щих условиях: 55°C в течение 2 мин, 95°C в тече-
ние 5 мин, затем 40 циклов: 95°C, 10 с и 59°C, 30 с
(температура получения сигнала). В каждом слу-
чае измерения проводили как минимум в трех по-
вторностях и рассчитывали средние значения.
Данные обрабатывали с помощью программного
обеспечения LightCycler96 Instrument. Данные RT-
PCR обрабатывали путем расчета ∆Ct.

Вестерн-блотинг. Клеточные экстракты (10 мкг
белка), смешанные с буфером Laemmli, содержа-
щим дитиотреитол, инкубировали при 40°C в те-
чение 10 мин, затем наносили на 8%-ный денату-
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рирующий полиакриламидный гель и переносили
на нитроцеллюлозную мембрану (“GE Healthcare”,
США) в растворе 25 мМ Tрис, 192 мМ глицина и
20% этанола с последующим блокированием мем-
браны 5%-ным обезжиренным молоком в PBS в те-
чение 1 ч при комнатной температуре. Антитела
против Oct-1, его изоформ Oct-1A и Oct-1L, лами-
на B использовали для иммуноокрашивания мем-
бран. Ламин B использовали в качестве контроля
нанесения. Мембраны инкубировали с первичны-
ми антителами в PBS с добавлением 0.1% Tween-20
(PBS-T) в 5%-ном обезжиренном молоке в PBS-T
при 4°C в течение ночи, а затем промывали 3 раза
в течение 20 мин PBS-T и инкубировали в течение
1 ч при комнатной температуре с антителами, конъ-
югированными с пероксидазой хрена (HRP). После
четырех дополнительных стадий промывки PBS-T
сигнал детектировали в соответствии со стан-
дартным протоколом с использованием реагента
ECL (“GE Helthcare”, США). Использовали по-
ликлональные антитела кролика к изоформам
Oct-1A и Oct-1L, полученные ранее в нашей ла-
боратории [4], поликлональные антитела кроли-
ка к Oct-1 (“Abcam”, Ab66132, Великобритания),
моноклональные антитела мыши к ламину B1
(sc-377000; “SantaCruse”), вторые антимыши-
ные антитела козы, конъюгированные с HRP
(“Jackson ImmunoResearch”, США, 115-035-174)
и вторые антикроличьи антитела козы, конъюги-
рованные с HRP (“Jackson ImmunoResearch”, 111-
035-144).

Результаты вестерн-блотинга визуализирова-
ли, сигнал количественно оценивали с использо-
ванием системы визуализации ChemiDoc MP
(“Bio-Rad”, США) с помощью программного
обеспечения Bio-Rad Image Lab. Все измерения
проводили не менее, чем в трех повторностях и
рассчитывали средние значения.

Клеточный стресс. Гипоксия. Для изучения роли
нокдауна Oct-1 в клеточном ответе на гипоксию
или обработку химиотерапевтическими препарата-
ми клетки Namalwa культивировали в 96-луночных
планшетах (30000 клеток в лунке, пять повторно-
стей) в полной среде ДMEM. Устойчивость к гипо-
ксии определяли, используя культивирование кле-
ток при 37°С и 0.5% O2 (гипоксия) в течение 24 ч.
Жизнеспособность клеток определяли с помощью
CytoTox-Glo Cytotoxicity Assay (“Promega”, США).
Рассчитывали содержание (%) мертвых клеток от-
носительно общего числа клеток и средние значе-
ния. Устойчивость к химиотерапевтическим пре-
паратам определяли, используя обработку доцетак-
селом (500 нг/мл), доксорубицином (500 нг/мл),
туникамицином (2 мкг/мл) в течение 48 ч. Содер-
жание (%) живых клеток определяли с помощью
набора CellTiter 96(R) AQueous One Solution Assay
(“Promega”) относительно контрольных необра-
ботанных клеток, которые культивировали в тех

же условиях, но без добавления химиотерапевти-
ческих препаратов.

Статистика. Сравнение экспериментальных
групп проводили с использованием t-критерия
Стьюдента. Все данные представлены в виде
среднего значения ± стандартное отклонение
(SD), рассчитанных на основании не менее трех
независимых экспериментов. Различия счита-
ли статистически значимыми при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Получены линии опухолевых клеток с пониженным 

уровнем экспрессии Oct-1 и его изоформ: 
убиквитарной Oct-1A и тканеспецифичной Oct-1L

Нами созданы конструкции shРНК для нок-
дауна отдельных изоформ, а также мРНК Oct-1.
На основе лентивирусного вектора pGPV.ma4 по-
лучены четыре конструкции для синтеза shРНК.
Конструкция (scram) – контрольная; конструк-
ция (anti-POU) – shРНК для нокдауна мРНК всех
изоформ Oct-1; конструкция (anti-A) – shРНК
для нокдауна мРНК изоформы Oct-1A; конструк-
ция (anti-L) – shРНК для нокдауна изоформы
Oct-1L. Получены соответствующие лентивирус-
ные стоки и проведена трансдукция клеток линий
Namalwa. С помощью пуромицина проведена се-
лекция, получены линии клеток со стабильным
нокдауном тотального Oct-1 и его отдельных изо-
форм.

С помощью количественной ПЦР и Вестерн-
блот-гибридизации показано специфическое для
каждой конструкции подавление мРНК Oct-1
(тотального Oct-1, изоформы Oct-1A и Oct-1L).

Как видно из представленных результатов
(рис. 1б), конструкции, трансдуцированные в клет-
ки линии Namalwa, эффективно подавляют экс-
прессию как тотального белка Oct-1 (примерно в
6 раз), так и изоформ Oct-1A (в 9 раз) и Oct-1L (в
8 раз), при этом shРНК anti-Oct-1A избирательно
и специфично подавляет экспрессию Oct-1A, то-
гда как shРНК anti-Oct-1L избирательно и специ-
фично подавляет экспрессию Oct-1L. Поскольку
в клетках Namalwa изоформа Oct-1L является ос-
новной, то при ее нокдауне количество тотально-
го Oct-1 снижается в несколько раз сильнее, чем
при нокдауне Oct-1A.

В последующих экспериментах мы оценивали
влияние понижения уровня тотального Oct-1 и
его изоформ Oct-1A и Oct-1L на пролиферацию
клеток Namalwa, их устойчивость к гипоксии и
химиотерапевтическим препаратам.

Нокдаун изоформы Oct-1L снижает скорость 
деления опухолевых клеток

Изменения скорости деления опухолевых кле-
ток при нокдауне тотального белка Oct-1 и его
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изоформ Oct-1A и Oct-1L оценивали на линиях
клеток Namalwa “anti-POU2F1”, Namalwa “anti-A”,
Namalwa “anti-L” и Namalwa “control”. Нами по-
казано, что подавление экспрессии Oct-1 в клет-
ках Namalwa приводит к статистически значимому
снижению скорости их деления. Максимальный
эффект наблюдается при подавлении Oct-1 или
изоформы Oct-1L, тогда как нокдаун Oct-1A почти
не влияет на скорость деления клеток (рис. 2).

Понижение экспрессии изоформ Oct-1 вызывает 
увеличение гибели клеток в условиях гипоксии

Опухолевые клетки адаптируются к гипоксии
и приобретают более агрессивные терапевтиче-
ски устойчивые фенотипы. После получения кле-
точных линий Namalwa с пониженной экспрес-
сией тотального белка Oct-1 либо его изоформ
Oct-1A или Oct-1L оценивали влияние подавле-
ния экспрессии Oct-1 на устойчивость раковых
клеток к гипоксии. Клетки инкубировали в усло-
виях “жесткой” гипоксии (0.5% О2) в течение 24 ч,
после чего определяли количество (%) погибших
клеток методом CytoTox-GloAssay (“Promega”). Во
всех полученных нами линиях с нокдауном Oct-1 в
условиях гипоксии наблюдалось увеличение числа
погибших клеток по сравнению с контрольной
линией (рис. 3).

Результаты эксперимента показали, что пони-
жение экспрессии Oct-1 в клетках лимфомы Бер-
китта приводит к значительному снижению устой-
чивости клеток к гипоксии. Особенно существенно
гибели клеток способствовало подавление экспрес-
сии изоформы Oct-1L.

Нокдаун изоформ Oct-1 увеличивает 
чувствительность опухолевых клеток
к химиотерапевтическим препаратам

На следующем этапе мы провели in vitro aнализ
устойчивости опухолевых клеток В-клеточной лим-
фомы Namalwa к химиотерапевтическим препара-
там при избирательном подавлении экспрессии то-
тального белка Oct-1 и его изоформ Oct-1A и Oct-1L.

Наши результаты показывают, что в клеточной
линии лимфомы Беркитта Namalwa понижение

Рис. 3. Нокдаун как тотального Oct-1, так и его изоформ Oct-1A или Oct-1L понижает выживаемость клеток лимфомы
Беркитта Namalwa при гипоксии. Гистограмма доли погибших клеток в условиях гипоксии (0.5% О2 в течение 24 ч).
Клеточные линии: Namalwa. Описание клеточных линий см. на рис. 1. Количество мертвых клеток определяли с по-
мощью CytoTox-Glo Cytotoxicity Assay (“Promega”). На графиках представлено среднее значение ± SD, вычисленное
по пяти независимым экспериментам. С помощью t-тестов определяли существование значимых различий между
средними значениями для контрольных клеток и клеток с нокдауном (**P < 0.01).
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Рис. 2. Влияние подавления экспрессии Oct-1 и его
отдельных изоформ на скорость деления клеток лим-
фомы Беркитта Namalwa. Клетки культивировали в
полной среде ДМЕМ в 24-луночных планшетах в пя-
ти повторах для каждой временной точки и каждой
линии. Описание клеточных линий как на рис. 1.
Каждый день забирали все клетки из лунки и подсчи-
тывали их число. На графиках представлено среднее
значение ± SD, вычисленное по пяти независимым
экспериментальным точкам.
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экспрессии Oct-1 или его отдельных изоформ при-
водит к усилению химиотерапевтического действия
лекарственных веществ и цитотоксических препа-
ратов (доцетаксел, доксорубицин, туникамицин).
Эти вещества воздействуют на разные системы
клетки, механизмы их действия принципиально
различаются, однако понижение уровня Oct-1 при-
водит к снижению защиты клеток Namalwa от по-
вреждающего действия всех трех веществ (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Повышение уровня фактора транскрипции

Oct-1 в различных злокачественных новообра-
зованиях сделало этот фактор одним из ключе-
вых маркеров неблагоприятного течения опухо-
левого процесса. Однако несмотря на то, что
этот белок можно рассматривать как потенци-
альную лекарственную мишень, ни одно лекар-
ство, нацеленное на POU2F1(Oct-1), еще не раз-
работано, что обусловлено чрезвычайной струк-
турной и функциональной гибкостью Oct-1 и
существованием альтернативных промоторов в
его гене [4, 29]. Кроме того, Oct-1 – убиквитар-
ный белок, который экспрессируется во всех клет-
ках организма и необходим для нормальной жиз-
недеятельности клеток. Полное подавление этого
фактора может привести к нежелательным послед-
ствиям для организма. На модельной системе
острого миелобластного лейкоза у мышей с одно-
временным нокаутом POU2F1(Oct-1) показано, что
потеря одного аллеля POU2F1(Oct-1), т.е. уменьше-
ние в 2 раза количества белка Oct-1 в клетке, значи-
тельно задерживает развитие лейкоза, а делеция

обоих аллелей гена Oct-1 полностью защищает мы-
шей от лейкоза, но приводит к недостаточности
костного мозга и гибели животных [25].

В этой работе нами разработана модельная си-
стема избирательного подавления отдельных изо-
форм Oct-1. Оценено влияние подавления отдель-
ных изоформ Oct-1 на снижение злокачественного
фенотипа В-клеточной лимфобластомы линии
Namalwa. Показано, что понижение уровня лимфо-
цитспецифической изоформы Oct-1L при сохране-
нии неизменного уровня экспрессии Oct-1A может
быть значимым для снижения агрессивности этих
опухолевых клеток: мы наблюдали снижение ско-
рости деления, значительный рост гибели клеток в
условиях гипоксии, а также повышение их чувстви-
тельности к химиотерапевтическим препаратам.

Использование каждой из трех конструкций
для нокдауна приводит к трем разным вариантам
изменения соотношения изоформ Oct-1 в клет-
ках Namalwa. Из результатов экспериментов мы
видим, что во всех трех случаях наблюдается об-
щая тенденция изменений клеточной пролифе-
рации, ответа на гипоксию и ответа на химиоте-
рапевтические препараты. Однако соотношение
изоформ Oct-1 специфически влияет на каждый
из трех процессов (пролиферацию, ответ на гипо-
ксию, ответ на химические вещества).

Ранее мы показали, что регуляторное взаимо-
действие между изоформами Oct-1 способствует
нормальному гемопоэзу, а дисбаланс изоформ кор-
релирует с злокачественной трансформацией
В-клеток [3]. Так, например, при дифференциров-
ке гемопоэтических клеток значительно изменя-

Рис. 4. Влияние подавления экспрессии Oct-1 и его отдельных изоформ на чувствительность клеток лимфомы Беркитта
Namalwa к химиотерапевтическим препаратам. Клетки культивировали в полной среде ДМЕМ с указанными веществами
в течение 48 ч. Количество (%) живых клеток подсчитывали с помощью набора CellTiter 96(R) AQueous One Solution Assay
(“Promega”) относительно контрольных необработанных клеток, которые культивировали в тех же условиях, но без добав-
ления токсических веществ. Dox – Доксорубицин, Doc – доцеткасел, Tunic – туникамицин. На графиках представлено
среднее значение ± SD, вычисленное для пяти независимых точек. Статистическую значимость различий между средними
значениями для контрольных и обработанных клеток (*P <0.05 и **P < 0.01) оценивали с помощью t-тестов.
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ются уровни экспрессии отдельных изоформ, тогда
как изменение количества тотального Oct-1 выра-
жено не столь существенно [3]. Это связано с тем,
что изменение состава и относительных соотно-
шений изоформ Oct-1 приводит к изменению
паттернов экспрессии генов-мишеней, регулиру-
емых Oct-1 [3, 4], и способствует регуляции диф-
ференцировки и клеточного ответа на стресс. Та-
ким образом, в ответе клетки на внешние воздей-
ствия важную роль играет не только общее
количество Oct-1, но и количественное соотно-
шение изоформ Oct-1. Этот вывод подтверждает-
ся результатами нашей работы.

Oct-1 имеет важное значение для регуляции
ранних стадий дифференцировки B-клеток и
T-клеток [3, 4, 30–32]. Ранее мы показали, что
сверхэкспрессия тканеспецифических изоформ
Oct-1 в клетках Namalwa приводит к репрессии
многих генов, участвующих в дифференцировке
В- и Т-лимфоцитов, а также клеток моноцитар-
ного ряда [12, 13]. Тканеспецифические изофор-
мы Oct-1 регулируют гены, направляющие диффе-
ренцировку клеток-предшественников по пути
B-клеток, но они же предотвращают терминаль-
ную дифференцировку В-клеток [3, 4, 30]. Напри-
мер, они подавляют транскрипцию гена рецептора
B-клеточного антигена (BCR), активность которо-
го важна для нормальной дифференцировки
B-клеток. Они также репрессируют гены, участ-
вующие в путях передачи сигнала, и отвечают за
ответ клетки на хемокин-опосредованный сиг-
нальный путь и рецепторные сигналы цитокин-
цитокин, участвуют в репрессии сигнальных пу-
тей IFN (тип I) и IFNγ (тип II), которые важны
для диффренцировки клеток иммунной системы
[3, 4]. Уровень экспрессии тканеспецифической
изоформы Oct-1L, но не других изоформ Oct-1,
значительно повышен в В-клеточных лимфобла-
стомах Namalwa и Raji и в Т-клеточной лимфоб-
ластоме Jurkat по сравнению с нормальными B- и
Т-клетками. Вероятно, аберрантная экспрессия
тканеспецифических изоформ Oct-1 играет важную
роль в остановке дифференцировки В- и Т-клеток
на ранних стадиях, способствуя их злокаче-
ственной трансформации. Можно предполо-
жить, что, хотя Oct-1L необходим для поддержания
пула В-клеток на определенном этапе дифференци-
ровки в нормальных условиях, чрезмерное повыше-
ние уровня Oct-1L приводит к снижению чувстви-
тельности дифференцирующихся лимфоцитов к ре-
гуляторным сигналам, которые должны подавлять
пролиферацию и индуцировать дифференцировку.

Наши результаты показывают, что при исполь-
зовании Oct-1 в качестве терапевтической мишени
следует иметь в виду, что Oct-1 присутствует в клет-
ках человека не в виде отдельного белка, но как це-
лое семейство функционально различных изоформ
[3, 4], и для снижения злокачественного потенциа-
ла опухолевых В-лимфобластных клеток можно

использовать подавление экспрессии тканеспеци-
фической изоформы Oct-1L, но не других изоформ
Oct-1. О важности поставленной задачи свидетель-
ствует сверхэкспрессия и проонкогенные свойства
Oct-1 при лимфоме Ходжкина, диффузной В-
крупноклеточной лимфоме, лимфоме Беркитта,
лимфоме тимуса, остром миелоидном лейкозе. В
частности, Oct-1 – это один из основных факто-
ров транскрипции в патогенезе и прогнозе диф-
фузной В-крупноклеточной лимфомы. Диффуз-
ная В-крупноклеточная лимфома является основ-
ным подтипом неходжкинской лимфомы [26], она
составляет почти 50% всех неходжкинских лим-
фом. Меньше половины всех взрослых пациентов с
неходжкинскими лимфомами излечиваются, а вы-
сокий уровень экспрессии Oct-1 коррелирует с не-
благоприятным прогнозом и низкой выживаемо-
стью пациентов [26].

Разработка способов избирательного подавле-
ния изоформ Oct-1 рассматривается как пер-
спективная стратегия терапии опухолей лимфо-
идного ряда, применение которой, по-видимо-
му, будет способствовать облегчению течения
болезни и повышению выживаемости пациентов.

Работа выполнена при поддержке гранта Рос-
сийского научного фонда (№ 19-14-00365).
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REDUCED EXPRESSION OF TISSUE-SPECIFIC ISOFORM OCT-1L 
PROVIDES ANTITUMOR EFFECT IN NAMALWA 

BURKITT’S LYMPHOMA CELLS
T. N. Portseva1, A. P. Kotnova1, E. V. Bulavkina1, A. A. Makarova1, S. G. Georgieva1,

A. G. Stepchenko1, and E. V. Pankratova1, *
1 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: pank@eimb.ru

An increased level of expression of the transcription factor Oct-1 is one of the key markers of an unfavorable
course of carcinogenesis. In addition to the ubiquitous isoform Oct-1A, which is expressed in all cells of the
body, there is a tissue-specific isoform Oct-1L, which is expressed in hematopoietic cells. In addition to in-
creasing resistance to various types of stress, Oct-1L regulates genes responsible for the differentiation of he-
matopoietic cells and cells of the immune system. The expression level of the tissue-specific isoform Oct-1L
is significantly increased in B-cell lymphoblastomas Namalwa and Raji and in T-cell lymphoblastoma Jurkat com-
pared to normal B and T cells. Probably, aberrant overexpression of Oct-1L leads not only to an increase in stress
resistance of cells, but also to disorganization of their developmental pathways, contributing to their malignant trans-
formation. In this work, we showed that targeted suppression of the expression of tissue-specific isoform Oct-1L re-
duces the proliferation of B-lymphoblastic Burkitt’s lymphoma cells Namalwa, causes a significant increase in
their death under hypoxic conditions, and also increases their sensitivity to chemotherapeutic drugs – docetaxel
and doxorubicin. The results obtained indicate the promise of targeted therapy aimed at suppressing individual iso-
forms, the level of expression of which is increased in the tumor cell, rather than suppressing total Oct-1, which will
make it possible to avoid the traumatic effect of complete knockdown of Oct-1. The development of methods for
the selective suppression of Oct-1 isoforms is a promising strategy in the treatment of lymphoid tumors and, ap-
parently, will facilitate the course of the disease and patient survival.

Keywords: transcription factor POU2F1(Oct-1), alternative promoters, tissue-specific isoforms, carcinogen-
esis, lymphoblasts
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GNAO1-энцефалопатия – орфанное генетическое заболевание, которое характеризуется ранней
младенческой эпилепсией, нарушением контроля над движениями и серьезной задержкой разви-
тия. Заболевание вызывается мутациями в гене GNAO1, приводящими к нарушению функций кодиру-
емого этим геном белка Gαo1. Методы лечения GNAO1-энцефалопатии отсутствуют, а симптоматиче-
ская терапия неэффективна. Фенотипическая гетерогенность заболевания указывает на необходи-
мость персонализированного подхода к разработке терапии пациентов с конкретным патогенным
вариантом GNAO1, что требует изучения механизма заболевания на животных и клеточных моделях. В
настоящей работе разработан подход к созданию клеточных моделей GNAO1-энцефалопатии на пер-
вичной культуре нейронов здоровой мыши, а также к тестированию препаратов генной терапии in vitro.
С этой целью нами оптимизирована доставка трансгенов в Gαo1-экспрессирующие клетки с помощью
аденоассоциированных вирусов (ААВ). Оценен тропизм пяти нейротропных серотипов ААВ (1, 2, 6, 9,
DJ) к Gαo1-позитивным нейронам в культуре из цельного мозга мыши. Самый высокий потенциал в
качестве средства доставки репортера показал серотип DJ, который заражал до 66% таргетных ней-
ронов без выраженной цитотоксичности. AAВ-DJ также обеспечивал эффективную доставку и экс-
прессию генетических конструкций, кодирующих нормальную и мутантную форму Gαo1, а также
коротких шпилечных РНК (shРНК) для супрессии эндогенного Gnao1 в нейронах мыши. Получен-
ные нами результаты позволят продвинуться в изучении механизма патогенеза клинических вари-
антов GNAO1-энцефалопатии, а также тестировать конструкции для генной терапии данного забо-
левания в клеточных моделях.

Ключевые слова: аденоассоциированные вирусы, орфанные заболевания, GNAO1-энцефалопатия,
Gαo1, вирусная доставка, in vitro моделирование заболеваний человека, генная терапия, персонали-
зированная медицина, первичная нейрональная культура, короткие шпилечные РНК
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ВВЕДЕНИЕ
Использование технологий высокопроизводи-

тельного секвенирования позволило обнаружить
связь между мутациями в гене GNAO1 и орфан-
ным неврологическим расстройством ‒ GNAO1-
энцефалопатией [1, 2]. Это генетическое заболе-
вание проявляется в младенчестве и характеризу-
ется эпилептической энцефалопатией (OMIM
615473) и/или нарушением развития мозга с не-
произвольными движениями (OMIM 617493). Ген

GNAO1 экспрессируется преимущественно в го-
ловном мозге и кодирует белок Gαo1 [3, 4]. Функ-
ция белка Gαo1 слабо изучена, однако известно,
что Gαo1 относится к семейству ингибиторных
G-белков (Gi/o) и участвует в модуляции сигна-
линга в нейронах [5]. Описано 25 клинически
значимых мутаций гена GNAO1 [5], все они про-
являются в гетерозиготном состоянии и возника-
ют de novo.

Сокращения: ААВ ‒ аденоассоциированные вирусы; ITR ‒ Inverted terminal repeats (концевые инвертированные повторы);
LOF ‒ Loss-of-function (потеря функции); GOF ‒ Gain-of-function (усиление функции); ГК ‒ геномные копии.

УДК 577.21

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ
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Способов лечения GNAO1-энцефалопатии не
существует. Симптоматическая терапия включа-
ет антиконвульсанты и препараты для снятия ги-
перкинеза, однако они проявляют высокую эф-
фективность не у всех пациентов [6, 7]. Ситуация
осложняется фенотипической гетерогенностью
заболевания, вызванной разным влиянием кон-
кретных мутаций на функцию Gαo1 и опосредо-
ванную им нейрональную передачу. Так, описана
группа мутаций GNAO1 (D174G, I279N, G40R),
которые проявляются преимущественно младен-
ческой эпилепсией; другая группа мутаций
(E246K, R209H, R209C, R209G) приводит к нару-
шению двигательной активности [8–11]. Вероят-
но, эпилепсия развивается в результате мутаций,
приводящих дефициту белка Gαo1 (так называе-
мые LOF-мутации, oт англ. loss-of-function), а дви-
гательные нарушения, напротив, ассоциированы с
мутациями, усиливающими функцию Gαo1 (GOF-
мутации, oт англ. gain-of-function) [12]. Примеча-
тельно, что наиболее часто встречающийся вариант
GNAO1 c.607 G>A (p.G203R) приводит к развитию
двойного фенотипа, т.е. у пациентов развиваются
как эпилепсия, так и двигательные нарушения [13].
Фенотипическую гетерогенность необходимо при-
нимать во внимание при подборе схемы терапии и
применять персонализированный подход с учетом
конкретного патогенного варианта GNAO1 и мо-
лекулярного механизма заболевания.

Патогенез GNAO1-энцефалопатии и ее от-
дельных вариантов необходимо детально изу-
чать на животных и клеточных моделях. Однако
создание персонализированных животных мо-
делей в случае таких ультраредких заболеваний,
как GNAO1-энцефалопатия (около 200 случаев в
мире по данным https://gnao1.org/), является тру-
дозатратным, а материал для получения пациент-
специфических нейронов не всегда доступен.
Альтернативой клеточной модели GNAO1-энце-
фалопатии могут служить нейроны здоровых мы-
шей с доставкой в них трансгенов с помощью ре-
комбинантных аденоассоциированных вирусов

(ААВ) (рис. 1). ААВ представляют собой эффек-
тивный инструмент для доставки генов в нейро-
нальные клетки [14, 15]. Разнообразие доступных
природных, рекомбинантных и синтетических се-
ротипов позволяет трансдуцировать разные субпо-
пуляции нейронов [15–17]. Для создания модели
GNAO1-энцефалопатии с LOF-мутациями можно
доставлять в нейроны мыши короткие шпилеч-
ные РНК (shРНК). Специфичные shРНК будут
подавлять экспрессию эндогенного Gnao1 по меха-
низму РНК-интерференции, воспроизводя дефи-
цит нормального белка Gαo1. Патологию GNAO1-
энцефалопатии с GOF- или доминантно-нега-
тивными мутациями (нарушающими функцию
нормального белка) можно смоделировать, до-
ставляя с помощью нейротропных ААВ белокко-
дирующую последовательность мутантного гена.

Рекомбинантные ААВ часто используются в ка-
честве векторов при разработке генотерапевтиче-
ских препаратов [18]. Высокая способность к тран-
сдукции нейронов, низкая токсичность и иммуно-
генность позволяют использовать рекомбинантные
ААВ в генной терапии заболеваний центральной
нервной системы [19]. Генная терапия потенциаль-
но применима для коррекции GNAO1-энцефало-
патии. Так, пациентам с LOF-мутациями подхо-
дит заместительная генная терапия с ААВ-опо-
средованной доставкой функциональной копии
гена GNAO1 для восполнения дефицита белка
Gαo1. В случае доминантно-негативных и GOF-
мутаций можно применить аллель-селективное
подавление экспрессии мутантного аллеля или
подавление обоих аллелей в комбинации с до-
ставкой нормального гена [20]. Кроме того, ААВ
могут обеспечить доставку современных инстру-
ментов для редактирования нуклеиновых кислот
независимо от типа мутации [21]. Первичное те-
стирование ААВ-векторов можно проводить на
первичной культуре нейронов мыши (рис. 1).

В настоящей работе мы оптимизировали ААВ-
опосредованную доставку трансгенов в нейроны
мыши in vitro для моделирования GNAO1-энце-

Рис. 1. Общая схема применения ААВ-опосредованной доставки трансгенов в первичную культуру нейронов мыши
для моделирования и тестирования препаратов генной терапии для GNAO1-энцефалопатии.

Новорожденная
мышь

Мозг

Gαo1-позитивные нейроны в
первичной нейрональной культуре

AAV-инфицированный
нейрон

Моделирование
GNAO1-энцефалопатии в
тестирование препаратов

генной терапии in vitro

Оптимизация условий доставки
трансгенов с помощью

аденоассоциированных вирусов
AAB1, AAB2, AAB6,
AAB9, AAB-DJ
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фалопатии и скрининга препаратов для генной
терапии. На первом этапе мы получили из мозга
мышей первичную культуру Gαo1-экспрессиру-
ющих нейронов. Далее охарактеризовали ААВ
пяти нейротропных серотипов (1, 2, 6, 9, DJ) с ре-
портерным геном и показали, что ААВ-DJ обла-
дает наибольшим тропизмом к Gαo1-положи-
тельным нейронам при отсутствии выраженной
цитотоксичности. Кроме того, нами показано,
что ААВ-DJ обеспечивает эффективную доставку
трансгенного GNAO1 дикого типа и с мутацией
G203R, а также shРНК для супрессии эндогенно-
го Gnao1 в нейрональной культуре мыши.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Животные. Мыши линии CD-1 получены из раз-
ведения питомника “Столбовая”, Филиала Науч-
ного центра биомедицинских технологий ФМБА.
Экспериментальные протоколы одобрены этиче-
ской комиссией Института биологии гена РАН.

Пациенты. От родителей пациента с вариантом
GNAO1 c.607 G> A получено письменное инфор-
мированное согласие на проведение биопсии и
участие в научных исследованиях.

Клонирование плазмидных конструкций. pAAV-
GNAO1-wt-myc и pAAV-GNAO1-G203R-f lag.
Биоптат кожи пациента с GNAO1-энцефалопати-
ей, вызванной гетерозиготным вариантом GNAO1
c.607 G>A, предоставлен НИКИ педиатрии
им. Ю.Е. Вельтищева. Фибробласты кожи пациента
использовали для амплификации белоккодирующей
последовательности гена GNAO1 (CCDS10756.1) ди-
кого типа и с мутацией c.607 G>A (G203R). Ам-
пликоны (1065 п.н.) получали в ПЦР с парой
праймеров (5'-ATGGGATGTACTCTGAGCGCA-
3' и 5'-TCAGTACAAGCCGCAGCCC-3') и клони-
ровали в коммерческий вектор pEGFP-C1
(“Clontech”, США) вместо EGFP безлигазным
методом. Для этого вектор линеаризовали в
ПЦР с праймерами 5'-GGCTGCGGCTTG-
TACTGATCCGGACTCAGATCTCGAGCTCAA-3'
и 5'-GCGCTCAGAGTACATCCCATGGTGGC-
GACCGGTAGCG-3', сборку проводили на осно-
ве перекрывания концевых последовательностей
ампликонов с использованием Т4 ДНК-полимера-
зы (“SibEnzyme”, Россия, E339). Полученные плаз-
миды обозначены pGNAO1 и pGNAO1-G203R.

На следующем этапе CDS GNAO1 и GNAO1-
G203R встроили в вектор pAAV-eGFP вместо
eGFP с добавлением на C-конец эпитопов myc
и f lag соответственно (pAAV-GNAO1-wt-myc и
pAAV-GNAO1-G203R-flag). С этой целью GNAO1-
wt-myc синтезировали на матрице pGNAO1 c
использованием пары праймеров GNAO1_F (5'-
GAAGTCACCATGGGATGTACTCTGAGCGCA-
GAGGAG-3') и Myc_R (5'-GATCCTCTTCT-
GAGATGAGTTTTTGTTCGTACAAGCCGCAG-

CCCCGGA-3'), вектор pAAV-eGFP готовили
для вставки путем амплификации с праймерами
GNAO1_R (5'-GTACATCCCATGGTGACTTCTTT-
TTTGCTTTAGCAGGCTCTTTC-3') и Myc_F (5'-
AAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGTAATA-
ATAACCGGGCAGGCCATGTCT-3'). Вставки
GNAO1-G203R-f lag синтезировали на матри-
це pGNAO1-G203R c праймерами GNAO1_F и
Flag_R (5'-CTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTC-
GTACAAGCCGCAGCCCCGGA-3'), вектор гото-
вили с праймерами GNAO1_R и Flag_F (5'-
CAAAGACGATGACGACAAGTAATAATAACCG-
GGCAGGCCATGTCT-3'). Сборку проводили
методом безлигазного клонирования, как описа-
но выше.

Конструкции с shРНК. shРНК для подавления
эндогенного транскрипта Gnao1 (NM_010308.3)
подобраны с помощью интернет-портала Genetic
Perturbation Platform (https://portals.broadinsti-
tute.org/gpp/public/seq/search). Из 13 предсказан-
ных shРНК выбрали три перспективные c высоким
рейтингом (intrinsic score) для таргетных последова-
тельностей: TRCN0000036487 (5'-CGCTCACCCAA-
CAAAGAAATA-3'), TRCN0000097757 (5'-CGCT-
CACCCAACAAAGAAATT-3'); TRCN0000097756
(5'-CGAATAATATCCAGGTGGTAT-3'), далее
shGnao1/1, shGnao1/2 и shGnao1/3 соответственно.
Плазмида pLKO.1-shGnao1/1 приобретена в со-
ставе набора TRC Lentiviral Human Gnao1 shRNA
(“Dharmacon”, США, RHS4533-EG2775).
shGnao1/2, shGnao1/3, а также shEGFP (таргет-
ная последовательность 5'-TACAACAGCCACAAC-
GTCTAT-3') были клонированы в вектор pLKO.1
(Addgene plasmid #10878) [22], любезно предо-
ставленный David Root, по протоколу сайта
Addgene [23] c изменениями. Вставки клонирова-
ли с использованием пары одноцепочечных оли-
гонуклеотидов (“Евроген”, Россия) c таргетными
последовательностями. Пару олигонуклеотидов
отжигали в буфере NEBuffer 2 (B7002S) для полу-
чения дуплекса с липкими концами для AgeI и
EcoRI и фосфорилировали Т4-полинуклеотидки-
назой (“Sibenzyme”). Вектор линеаризовали и од-
новременно дефосфорилировали, обрабатывая ре-
стриктазами EcoRI и AgeI (“SibEnzyme”) и щелоч-
ной фосфатазой FastAP (“ThermoFisher,” CША) в
буфере SE Orange (“SibEnzyme”) в течение 2 ч при
37°C, затем выделяли из 0.6%-ного агарозного геля.
Лигирование проводили с помощью T4-ДНК-ли-
газы (“ThermoFisher Scientific”). Все полученные
конструкции имели одинаковый дизайн shРНК
(стебель 21 п.н. и шестинуклеотидная петля с сай-
том рестрикции XhoI) и отличались только тар-
гетными последовательностями. Контрольный
вектор pLKO.1-shSCR c нетаргетирующей shРНК
любезно предоставлен David Sabatini (Addgene
plasmid, #1864).

После функциональной проверки экспресси-
онные кассеты из pLKO.1-shGnao1/1 и pLKO.1-
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shSCR, содержащие U6-промотор, shРНК и тер-
минатор, клонировали в вектор pAAV-eGFP
между 5'-ITR и CMV-промотором. Для этого
экспрессионную кассету и вектор pAAV-eGFP
амплифицировали с помощью пар праймеров
(соответственно 5'-GGAGTTCCGGAACGTCT-
GCCCCCTTCACCGAGG-3', 5'-CGTTGGCTGC-
GAGTGATGACGAGCCATTTGTCTCGAGGTC-
GAGAATTCAAAA-3' и 5'-CACTCGCAGCCAAC-
GACGCGGGCAGAGTTCCGCGTTACATAACTT
ACGGT-3', 5'-CAGACGTTCCGGAACTCCATA-
TATGGGCTATGAACTAATG-3'). Клонирование
проводили с использованием набора NEBuilder
HiFi DNA Assembly (“NEB”, США, E5520S). Полу-
ченные векторы названы pAAV-shGnao1/1-eGFP и
pAAV-shSCR-eGFP.

pMusGNAO1. Плазмиду с кодирующей обла-
стью Gnao1 мыши (CCDS22532.1) создавали по
такой же технологии, как и pGNAO1. CDS Gnao1
амплифицировали из образцов мозга мыши с
праймерами 5'-CGCTACCGGTCGCCACCATG-
GGATGTACGCTGAGCGC- 3�  и 5'-TCAGT-
TATCTAGATCCGGTGGATTCAGTACAAGCCG-
CAGCCC-3', вектор готовили с помощью прайме-
ров 5'-ATCCACCGGATCTAGATAACTGATCATA-
ATCA-3' и 5'-GGTGGCGACCGGTAGCG-3'.

Нуклеотидную последовательность векторов
подтверждали секвенированием по Сэнгеру.

Проверка плазмидных конструкций в HEK293T.
Сверхэкспрессию трансгенов и скрининг shРНК
для подавления Gnao1 проводили в культуре кле-
ток HEK293T (ATCC) путем трансфекции плаз-
мид. Клетки культивировали в среде DMEM
(“Gibco”, 11995) с добавлением 10% эмбриональ-
ной сыворотки крупного скота (“BioSera”, Фран-
ция, FB-1001/500) и пенициллина-стрептомици-
на (“ПанЭко”, Россия, А063). В день трансфек-
ции клетки снимали с подложки 0.05%-ным
раствором трипсина, осаждали, ресуспендирова-
ли в среде DMEM и рассевали в 24-луночный
планшет в количестве 350000 клеток на лунку.
Плазмидную ДНК (250 нг), содержащую 2.5 нг
pAAV-GNAO1 или смесь плазмид (2.5 нг pMus-
Gnao1, 2.5 нг pEGFP-C1, 100 нг pLKO.1-shРНК),
добавляли к раствору линейного полиэтиленими-
на (ЛПЭИ) (“Polysciences”, США, 23966-1) в сре-
де DMEM в массовом соотношении 1 : 4 (ДНК :
: ЛПЭИ). Трансфекционную смесь инкубирова-
ли в течение 20 мин и добавляли к клеткам. Через
72 ч после трансфекции клетки собирали и мето-
дом вестерн-блотинга определяли в них содержа-
ние белка Gαo1.

Наработка и очистка вирусов. Рекомбинантные
ААВ получали с помощью системы AAV Helper-
Free System (“Agilent”, США) в прикрепленной
культуре HEK293T (ATCC) по ранее описанному
протоколу [24]. Вирусы разных серотипов нара-
батывали с использованием плазмидных кон-

струкций, кодирующих белки Rep и Cap, – pAAV-
RC1 (“Cell Biolabs”, США), pAAV-RC2 (“Agi-
lent”), pAAV-RC6 (“Cell Biolabs”), pAAV-RC9
(“Penn Vector Core”) и pAAV-DJ (“Cell Biolabs”).
В качестве векторной плазмиды использовали
pAAV-eGFP, а также pAAV-GNAO1-wt-myc, pAAV-
GNAO1-G203R-f lag, pAAV-shSCR-eGFP или
pAAV-shGnao1/1-eGFP. Вирусные частицы ААВ
очищали с помощью универсального для всех се-
ротипов метода, основанного на центрифугиро-
вании в градиенте плотности йодиксанола [24, 25].
Методом количественной ПЦР контролировали
титр вирусных частиц на стадиях продукции,
очистки и конечного концентрированного препа-
рата [24]. Отсутствие белковых примесей под-
тверждали окрашиванием Кумасси в полиакри-
ламидном геле согласно стандартному протоколу
(Coomassie Brilliant blue, G250, “Helicon”, Россия).

Первичная нейрональная культура. Первичную
нейрональную культуру получали из цельного го-
ловного мозга новорожденных мышей линии
CD-1 согласно протоколу [26] с модификация-
ми. Извлеченный головной мозг промывали в
охлажденной среде DMEM (“Gibco”), содержа-
щей 15 мM HEPES, и измельчали скальпелем до
однородной массы. Измельченную ткань обрабаты-
вали 0.25% раствором трипсин-EDTA (“ПанЭко”) с
добавлением 10 нг/мкл ДНКазы I (“PanReac Ap-
plichem”, Испания) при 37oC в течение 20 мин. За-
тем добавляли ингибитор трипсина (“ПанЭко”,
П071) и центрифугировали суспензию при 1000 g
в течение 7 мин. Супернатант удаляли и ресус-
пендировали ткань в 10 мл HEPES-DMEM с по-
следующим центрифугированием и удалением су-
пернатанта. Промывку повторяли 2 раза, после че-
го клетки пропускали через клеточное сито с
диаметром пор 70 мкм. Затем клетки центрифуги-
ровали при 1000 g в течение 5 мин и заменяли рас-
твор на полную среду Neurobasal-A (“Gibco”),
содержащую добавку B-27 (“Gibco”) и 2 мM
аланил-глутамин (“ПанЭко”). Для проведения
вестерн-блотинга клетки высевали в 12-луноч-
ные планшеты, для анализа цитотоксичности – в
96-луночные. Для анализа методом иммунофлуо-
ресценции клетки высевали в 6-луночные культу-
ральные планшеты на покровные стекла размером
24 × 24 мм (Menzel coverslips). Поверхность план-
шетов и стекол предварительно покрывали поли-
D-лизином (“Sigma-Aldrich”, США). Клетки вы-
севали при расчетной плотности ~100000 кле-
ток/см2 и инкубировали при 37oC в атмосфере 5%
СО2. Изображения клеток получали на инвер-
тированном микроскопе с фазовым контрастом
Nikon Ti-E.

Вирусная трансдукция. Первичную нейрональ-
ную культуру заражали ААВ на 7-й день культи-
вирования. К нейронам в полной нейробазаль-
ной среде добавляли очищенный препарат вируса
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из расчета 1 × 105 геномных копий (ГК) на клетку.
После заражения клетки инкубировали в течение
еще 7 дней до анализа образцов.

Цитотоксичность. Выживаемость клеток после
трансдукции препаратами ААВ оценивали с ис-
пользованием реагента PrestoBlue™ Cell Viability
Reagent (“Invitrogen”, США, A13261). В качестве
контроля использовали незараженные клетки.
Анализ проводили в 96-луночном культуральном
планшете согласно инструкции производителя.
После добавления реагента клетки инкубировали
при 37oC в течение 1.5 ч. Определяли поглощение
при длине волны 570 нм на планшетном ридере
Clariostar Plus (“BMG Labtech”, Германия). Полу-
ченные значения нормировали по поглощению
при 600 нм. Данные обрабатывали с использова-
нием программного обеспечении MARS (“BMG
Labtech”).

Вестерн-блотинг. Белковый экстракт клеток
HEK293T готовили в буфере RLB (“Promega”,
США, E397A) согласно инструкциям производи-
теля. Первичные нейроны мыши лизировали в
охлажденном буфере (50 мМ Трис-HCl pH 7.4,
150 мМ NaCl, 5 мМ EDТА, 5 мМ EGТА, 1% Три-
тона Х-100, 0.1% натрия дезоксихолата и 0.1% до-
децилсульфата натрия) [27] и осветляли центри-
фугированием при 17000 g в течение 5 мин при
4°С. Концентрацию белка в образцах измеряли с
помощью реагента Quick Start Bradford 1× Dye
Reagent (“Bio-Rad”, США, 5000205) на планшет-
ном ридере Clariostar Plus (“BMG Labtech”). Бел-
ковый экстракт (5–10 мкг) в буфере Лэммли под-
вергали электрофорезу в денатурирующих усло-
виях в 12%-ном полиакриламидном геле. Белки
переносили на нитроцеллюлозную мембрану, ис-
пользуя набор Trans-Blot Turbo RTA Transfer kit
(“Bio-Rad”, 170-4270), на приборе Transfer-blot
Turbo (“Bio-Rad”). Качество нанесения и эффек-
тивность переноса белков оценивали, окрашивая
мембрану Ponceau S. Мембрану инкубировали с
антителами кролика к Gαo1 мыши и человека
(“Invitrogen”, PA5-30044; 1 : 5000), GFP (“Sigma”,
США, G1544-100UG; 1 : 4500), βIII-тубулину
(“Аbcam”, Великобритания, ab18207; 1 : 1000), ан-
тителами мыши к myc-эпитопу (“ThermoFisher
Scientific”, MA1-980; 1 : 2000), GAPDH (G8795,
“Sigma-Aldrich”; 1 : 20000) или антителами козы к
flag-эпитопу (“Abcam”, ab1257; 1 : 5000). Затем мем-
брану инкубировали с вторичными антителами, ме-
ченными пероксидазой хрена, против иммуногло-
булинов кролика (“Bio-Rad”, Cat# 170-6515, 1 :
: 3000), мыши (“Bio-Rad”, Cat# 170-6516; 1 : 3000)
или козы (“Invitrogen”, #81-1620; 1 : 3000). Сигнал
детектировали с помощью набора Clarity Western
ECL substrate (“BioRad”, #170-5060) на приборе
iBright 1500 (“ThermoFisher”). Анализ изображе-
ний проводили в программе Fiji [28].

Количественная ПЦР. Суммарную РНК выде-
ляли из инфицированных нейронов с помощью
набора ReliaPrep™ RNA Cell Miniprep System
(“Promega”). Концентрацию РНК измеряли на
спектрофотометре NanoDrop™ 8000 и обрабаты-
вали ДНКазой I (“NEB”, M0303). Реакцию обрат-
ной транскрипции проводили с помощью набора
MMLV RT kit (SK021, “Евроген”) c использовани-
ем смеси cлучайного (“Eвроген”, SB002) и оли-
го(dT)15 (“Eвроген”, SB001) праймеров в концен-
трации 1 мкM каждый. Полученную кДНК разво-
дили в 5 раз в воде без нуклеаз (“Евроген”,
PB007). Экспериментальный образец (5 мкл) до-
бавляли к 20 мкл ПЦР мастер-микса (“Синтол”,
Россия, M-428), содержащего специфические
(400 нM) праймеры и зонды (200 нM), 2% DMSO
и дополнительно 3 мM MgCl2. Gnao1 мыши детекти-
ровали с использованием праймеров 5'-TACTACCT-
GGACAGCCTGGA-3', 5'-GGATCCACTTCTTGC-
GTTCA-3' и зонда 5'-ROX-CGTCGGGGGCCAGC-
BHQ2-3'. Gаpdh детектировали с использованием
праймеров 5'-GGAGAAACCTGCCAAGTATGA-
3', 5'-TCCTCAGTGTAGCCCAAGA-3' и зонда 5'-
VIC-TCAAGAAGGTGGTGAAGCAGGCAT-
BHQ1-3'. ПЦР в реальном времени проводили на
приборе CFX96 Real-Time PCR Detection System
(“Bio-Rad Laboratories”). Амплификацию прово-
дили по следующей программе: денатурация при
94°С, 3 мин; далее 40 циклов – 94°С, 15 с и 60°С,
40 с; считывание флуоресцентного сигнала про-
водили в каналах VIC и ROX. Количество копий
транскриптов Gnao1 определяли по стандартной
кривой ДНК-стандарта (плазмида pMusGnao1 с
известной концентрацией) и нормировали по уров-
ню Gapdh.

Иммунофлуоресценция. Клетки фиксировали
на покровных стеклах в течение 30 мин при ком-
натной температуре в 4%-ном параформальдеги-
де (“Panreac AppliChem”, 141451.1211) с 2% сахаро-
зы D(+) (“Panreac AppliChem”, 57-50-1) в фос-
фатно-солевом буфере (“ПанЭко”, В-60201) с
последующей пермеабилизацией в 0.2%-ном
Тритон X-100 (“Amresco”, США, Am-O694-1.0) в
течение 10 мин при комнатной температуре. Для
блокирования неспецифического связывания ан-
тител клетки инкубировали в течение 1 ч при ком-
натной температуре в фосфатно-солевом буфере с
3% БСА (“ПанЭко”, РМ-Т1725.50) и 0.2% Три-
тон X-100.

Первичную культуру нейронов окрашивали
поликлональными антителами кролика к βIII-ту-
булину (“Аbcam” ab18207 1 : 300), GFAP (“Abcam”
ab7260; 1 : 300) или Gαo1 (“Invitrogen”, PA5-30044; 1 :
: 300). В качестве вторичных антител использова-
ли антитела козы против иммуноглобулинов кро-
лика, меченные красителем Alexa Fluor 633 (“Invi-
trogen”, A 21072; 1 : 1000). Ядра клеток окрашива-
ли красителем Hoechst 33342 (“ThermoFisher
Scientific”, H3570, 1 : 1000). Стекла с окрашенны-
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ми клетками покрывали средой для заключения
(ProLong™ Glass Antifade Mountant, “ThermoFish-
er Scientific”, P3698). Изображения получали на
инвертированном микроскопе Leica DMI6000 од-
новременно по двум каналам (Alexa 405, Alexa 633).

Тропизм ААВ анализировали с использовани-
ем поликлональных антител кролика к Gαo1
(“Invitrogen”, PA5-30044; 1 : 300) и антител козы
против иммуноглобулинов кролика, меченных
красителем Alexa Fluor 633 (“Invitrogen”, A 21072;
1 : 1000). Ядра клеток контрастировали красите-
лем Hoechst 33342 (“Thermofisher Scientific”,
H3570, 1 : 1000). Стекла помещали на предметные
стекла в среду для заключения. Изображения по-
лучали на микроскопе THUNDER Imaging Sys-
tems (“Leica”) одновременно по трем каналам
(Alexa 405, Alexa 488, Alexa 633). Для каждого об-
разца отснято по 144 поля зрения.

Анализ колокализации. Для оценки тропизма
ААВ разных серотипов определяли колокализа-
цию трансгенного GFP с эндогенным Gαo1 мы-
ши (mGαo1). Полученные изображения анализи-
ровали с помощью программного обеспечения
CellProfiler 4.2.1 [29]. Для каждого изображения в
трех каналах выполнена коррекция освещенно-
сти “CorrectIllumination” и удаление шума путем
наложения фильтра Гаусса “GaussianFilter”. На
первом этапе идентифицировали объекты в каж-
дом из каналов. Синий канал – окраска ядер, зе-
леный канал – флуоресценция GFP, красный ка-
нал – окраска специфичными антителами к
Gαo1. Путем сравнения слоев в синем и красном
каналах определяли Gαo1-позитивные клетки. В
дальнейшем определяли позитивные клетки по
двум каналам, сравнивая слои с Gαo1- и GFP-по-
зитивными клетками. Процент колокализации
оценивали как отношение клеток, позитивных по
двум каналам, к общему количеству Gαo1-пози-
тивных клеток. Проанализировано не менее 1800
Gαo1-позитивных клеток каждого образца.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Gαo1-богатая нейрональная культура

На первом этапе исследований перед нами
стояла задача получения первичной нейрональ-
ной культуры мыши, богатой Gαo1-позитивны-
ми клетками. Согласно опубликованным данным,
ген Gnao1 экспрессируется во всех отделах голов-
ного мозга грызунов, в том числе в коре больших
полушарий, мозжечке, базальных ганглиях, обо-
нятельной луковице [3, 30–32]. Для получения
всего многообразия нейрональных клеток, в ко-
торых осуществляется Gαo1-опосредованная пе-
редача сигнала, мы выделяли нейроны из цельно-
го мозга новорожденных мышей, адаптировав ра-
нее описанный протокол [26]. Качество нейронов
оценивали через 7 дней после выделения в куль-

туру по морфологии клеток в фазовом контрасте
(рис. 2а), а также методом вестерн-блотинга (рис. 2б)
и иммунофлуоресценции (рис. 2в–д). Окрашива-
ние антителами к маркеру βIII-тубулину показа-
ло, что культура состоит преимущественно из
нейронов (рис. 2б, в), а антитела к маркеру GFAP
(глиальный кислый фибриллярный белок) вы-
явили лишь незначительное присутствие астро-
цитов (рис. 2г). В полученной первичной нейро-
нальной культуре нами обнаружен существенный
синтез белка Gαo1 мыши (mGαo1), который де-
тектировали с помощью специфичных антител
методами вестерн-блотинга и иммунофлуоресцен-
ции (рис. 2б, д). Таким образом, выделение нейро-
нов из цельного мозга новорожденных мышей поз-
волило получить культуру нейронов, богатую
Gαo1-позитивными клетками. Эту культуру ис-
пользовали в дальнейших экспериментах для ви-
русной доставки.

Тропизм серотипов ААВ
к Gαo1-позитивным клеткам in vitro

На следующем этапе мы подобрали условия
эффективной доставки трансгенов в Gαo1-пози-
тивные нейроны мыши in vitro. С этой целью ис-
пользовали контрольный вирусный вектор с ре-
портерным геном eGFP под конститутивным
CMV-промотором (рис. 3a). Для упаковки векто-
ра pAAV-eGFP использовали капсиды серотипов
1, 2, 6, 9 и DJ, охарактеризованных ранее как ней-
ротропные в исследованиях in vitro и in vivo [15,
16]. Эффективность продукции вирусных частиц
в клетках, а также потери в процессе очистки,
контролировали методом кПЦР (рис. 3б). Сред-
няя продукция вирусных частиц разных сероти-
пов в неочищенном клеточном лизате различалась
до 8 раз и составила 3.8 × 1010 (ААВ1), 1.8 × 1010

(ААВ2), 3.7 × 1010 (ААВ6), 1.6 × 1011 (ААВ9) и 1.1 × 1011

(ААВ-DJ) геномных копий (ГК) на см2 площади
культуральной поверхности. Наиболее высокой
была эффективность продукции серотипов ААВ9
и DJ, а самой низкой – серотипа 2, что согласует-
ся с опубликованными данными [33]. Средний вы-
ход вирусных частиц разных серотипов после всех
стадий очистки варьировал в диапазоне 15–27%.
Наибольшая эффективность очистки наблюда-
лась для серотипов 6 и 9 (27 и 22% соответствен-
но, табл. 1). Наибольшими были потери вирусно-
го материала (до 85%) при очистке ААВ1 и ААВ2.
Все препараты ААВ концентрировали до титра
~2 × 1013 ГК/мл.

Первичную культуру нейронов мыши заража-
ли вирусными частицами ААВ-eGFP серотипов
1, 2, 6, 9 и DJ при множественности инфекции
105 ГК на клетку. Общую эффективность зараже-
ния первичной нейрональной культуры разными
серотипами ААВ оценивали по уровню экспрессии
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трансгена eGFP методом вестерн-блотинга (рис. 3в,
г). Установлено, что относительный уровень экс-
прессии GFP через 7 дней после трансдукции был
выше в культурах, трансдуцированных серотипа-

ми 6 и DJ. Наименьшим уровень экспрессии
трансгена был в культуре, трансдуцированной
ААВ9. Анализ выживаемости первичных нейро-
нов не выявил значительных различий между

Рис. 2. Оценка качества клеток и экспрессии Gαo1 в первичной нейрональной культуре, полученной из цельного моз-
га мышей. а – Фазовый контраст; б – анализ экспрессии mGαo1 и маркера нейронов βIII-тубулина методом вестерн-
блотинга; контроль нагрузки – GAPDH. Иммунофлуоресцентное окрашивание культуры нейронов мыши антитела-
ми к нейрональному маркеру βIII-тубулину (в), глиальному маркеру GFAP (г) и mGαo1 (д). Окраска специфичными
антителами показана красным, ядра контрастированы Hoechst 33342 (синий). На в и д показаны репрезентативные по-
ля, на г показано поле с максимальным количеством GFAP-положительных клеток. Длина масштабного отрезка 100 мкм.

а

б

в

г

д

mG�o1

�III-тубулин

GAPDH

Таблица 1. Эффективность очистки вирусных частиц разных серотипов, кодирующих репортерный белок eGFP

* Выход вирусных частиц рассчитан как отношение общего количества ГК в очищенном препарате к общему количеству ГК
в исходном клеточном лизате в каждом независимом эксперименте (n).

Серотип ААВ Число независимых 
экспериментов, n Средний выход*, % Стандартное отклонение, %

ААВ1 3 15 4
ААВ2 4 15 8
ААВ6 4 27 16
ААВ9 6 22 2
ААВ-DJ 4 19 15
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культурами, трансдуцированными серотипами
ААВ 1, 2, 9, DJ, и нетрансдуцированными клетка-
ми (рис. 3д). Однако обнаружено, что вирусные
частицы с капсидом серотипа 6 проявляли суще-
ственную цитотоксичность в отношении первич-
ной нейрональной культуры.

Чтобы выявить серотип ААВ с наибольшим тро-
пизмом к субпопуляции Gαo1-позитивных нейро-
нов, мы изучили колокализацию экспрессии GFP
и mGαo1 (рис. 4). С этой целью определили про-
цент Gαo1-позитивных клеток, зараженных ААВ-
eGFP (рис. 4а). Все протестированные серотипы
ААВ трансдуцировали Gαo1-позитивные клетки,
однако с разной эффективностью. Наибольшим
тропизмом к Gαo1-позитивным клеткам облада-
ли серотипы ААВ6 и ААВ-DJ: 59 и 66% колокали-
зации соответственно. Серотипы ААВ1, ААВ2 и
ААВ9 имели более низкий тропизм ‒ колокали-
зация с таргетными клетками составила только
19, 25 и 8% соответственно. Пример колокализа-
ции серотипа ААВ-DJ представлен на рис. 4б.

Таким образом, по результатам скрининга пяти
нейротропных серотипов ААВ оптимальным для
заражения mGαo1-позитивных нейронов мыши
in vitro оказался ААВ-DJ. Серотип DJ при множе-
ственности 105 ГК на клетку обеспечивал эффек-
тивную доставку репортерного трансгена в целевые
клетки и обладал низкой цитотоксичностью. Этот
серотип использовали в дальнейшем для тестирова-
ния потенциальных генотерапевтических подходов
и моделирования GNAO1-энцефалопатии.

Экспрессия Gαo1 человека
и супрессия эндогенного Gαo1

На заключительном этапе мы проверили эф-
фективность доставки с помощью ААВ-DJ генети-
ческих конструкций разных конфигураций, кото-
рые потенциально могут быть применены в генной
терапии и моделировании GNAO1-энцефалопатии
в нейронах мыши in vitro. Разработаны две группы
экспрессионных ААВ-векторов (рис. 5а, б).

Рис. 3. Получение и тестирование препаратов вируса различных серотипов, кодирующих белок-репортер. a ‒ Схема
контрольного вирусного вектора, кодирующего репортерный белок eGFP. б ‒ Количество вирусных частиц разных
серотипов в клеточном лизате и после стадий очистки методом кПЦР. Данные представлены в виде числа геномных
копий (ГК)/см2 культуральной поверхности. n – Количество независимых экспериментов. в ‒ Вестерн-блотинг с ли-
затами первичной нейрональной культуры, трансдуцированной разными серотипами ААВ при множественности за-
ражения 105 ГК/клетку. Показан уровень экспрессии eGFP через 7 дней после трансдукции. г ‒ Количественный об-
счет результатов вестерн-блотинга. Показан относительный уровень экспрессии GFP в нейронах, трансдуцирован-
ных разными серотипами ААВ. Уровень экспрессии GFP нормирован по уровню экспрессии βIII-тубулина. д ‒
Анализ цитотоксичности разных серотипов в первичной нейрональной культуре мыши. Показан уровень жизнеспо-
собности трансдуцированных клеток в процентах от нетрансдуцированной культуры.
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Первая группа ААВ-векторов несет в качестве
трансгена кодирующие белок последовательно-
сти GNAO1. Вектор pAAV-GNAO1-wt-myc экс-
прессирует Gαo1 человека (hGαo1) дикого типа
с myc-эпитопом (рис. 5а). Эту конструкцию
можно использовать для тестирования замести-
тельной генной терапии, применимой к пациентам
с LOF-мутациями в гене GNAO1 [12]. С помощью
вектора pAAV-GNAO1-G203R-flag можно достав-
лять мутантную форму трансгенного белка
hGαo1-G203R для выяснения механизма патоге-
неза наиболее часто встречающегося варианта.
Экспрессию обеих форм hGαo1 (нормальной и
мутантной) ААВ-векторами подтвердили в кон-
тексте плазмидной трансфекции в HEK293T с по-
мощью антител, специфичных к myc- и f lag-эпи-
топам соответственно (рис. 5в).

Вторая группа ААВ-векторов кодирует shРНК
(рис. 5б). Специфичные к Gnao1 shРНК подавля-
ют экспрессию эндогенного mGαo1 на посттран-
скрипционном уровне посредством РНК-интер-
ференции [20]. Эти векторы можно использовать
для моделирования GNAO1-энцефалопатии, вы-
званной LOF-мутациями, которые приводят к де-
фициту белка. Кроме того, векторы с shРНК, спе-
цифичные к GNAO1 человека, можно использовать
в генотерапевтических подходах, основанных на

супрессии генов и эффективных при GOF-мутаци-
ях и мутациях с доминантно-негативным проявле-
нием.

Чтобы подобрать shРНК для эффективного
подавления mGαo1, мы протестировали три плаз-
мидные конструкции с таргетирующими последо-
вательностями к Gnao1 (shGnao1/1, shGnao1/2,
shGnao1/3) в HEK293T cо сверхэкспрессией
Gαo1 мыши (рис. 5г). В качестве негативных кон-
тролей использовали shРНК с нетаргетирующей
последовательностью шпильки (shSCR) и последо-
вательностью для подавления GFP (shGFP). Кон-
струкции shGnao1/1 и shGnao1/2 эффективно по-
давляли продукцию mGαo1. Последовательность
shGnao1/1 отобрали для создания ААВ-вектора
(pAAV-shGnao1/1-eGFP), учитывая способность
подавлять Gαo1 как мыши, так и человека.

C помощью описанных экспрессионных век-
торов, несущих трансгенный GNAO1 или shРНК
(рис. 5а, б), мы получили очищенные препараты
ААВ в капсиде DJ. Продукцию и эффективность
очистки вирусных частиц оценивали, как в случае
вирусов с GFP-репортером. Продукция всех ви-
русов серотипа DJ в лизате клеток HEK293T была
сходной: 8.0 × 1010 (GNAO1-wt-myc), 9.6 × 1010

(GNAO1-G203R-Flag), 7.3 × 1010 (shSCR) и 1.0 × 1011

(shGnao1/1) ГК/см2 культуральной поверхности

Рис. 4. Анализ тропизма рекомбинантных аденоассоциированных вирусов разных серотипов на первичной нейро-
нальной культуре. а ‒ Оценка количества трансдуцированных mGαo1-позитивных нейронов мыши. Процент коло-
кализации (черный сегмент) оценивали как отношение mGαo1-позитивных клеток, экспрессирующих eGFP, к обще-
му количеству mGαo1-позитивных клеток. Количество незараженных mGαo1-позитивных нейронов показано се-
рым. В скобках указано количество клеток, участвующих в подсчете. б ‒ Пример колокализации сигнала от клеток,
трансдуцированных ААВ-DJ, экспрессирующих GFP (зеленый), с сигналом от mGαo1-позитивных клеток, окрашен-
ных специфичными антителами (красный). Ядра контрастированы Hoechst 33342 (cиний).
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(рис. 6а). Выход указанных вирусных препаратов
после очистки составил 17, 14, 20 и 12% соответ-
ственно. Вирусные препараты сконцентрировали
до 2‒3 × 1013 ГК/мл, отсутствие белковых приме-
сей проверяли, анализируя вирусные частицы в
полиакриламидном геле с окрашиванием Кумас-
си (рис. 6б).

Вирусные препараты добавляли к mGαo1-бо-
гатой первичной культуре нейронов из цельного
мозга мышей при множественности инфекции
105 ГК на клетку. Через 7 дней после инфекции
анализировали уровень экспрессии трансгенного
hGαo1 человека и эндогенного mGαo1 мыши.
Как показано на рис. 6в, ААВ-DJ обеспечивает
хорошо детектируемый уровень экспрессии
трансгенов GNAO1-wt-myc и GNAO1-G203R-flag
в нейронах на уровне белка. Используя ААВ-DJ
для доставки shРНК, нам удалось добиться сни-
жения экспрессии эндогенного Gnao1 в первич-
ной нейрональной культуре на 85% на уровне
РНК и вдвое на уровне белка mGαo1 (рис. 6г, д
соответственно).

Таким образом, нами показано, что серотип
ААВ-DJ подходит для эффективной доставки в
первичные нейроны мыши трансгенов, обеспечи-
вающих сверхэкспрессию Gαo1 человека, и shРНК

для подавления эндогенного Gnao1. Подобные
условия доставки могут быть использованы как
для моделирования GNAO1-энцефалопатии, так
и для тестирования подходов генной терапии в
нейронах мыши in vitro.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Вирусная доставка генетических конструкций
в клетки-мишени широко применяется в фунда-
ментальных исследованиях [34], а также при разра-
ботке генотерапевтических препаратов [35]. Попу-
лярным вирусным вектором для доставки трансге-
нов в центральную нервную систему являются
рекомбинантные ААВ [18].

В настоящей работе мы оптимизировали ААВ-
опосредованную доставку трансгенов в нейро-
нальной культуре, полученной из цельного мозга
мышей, с целью проведения исследований по
GNAO1-энцефалопатии (рис. 1). Нами провере-
ны пять нейротропных серотипов (1, 2, 6, 9 и DJ)
при множественности инфекции 105 вирусных ге-
номов на клетку. ААВ6 и ААВ-DJ обеспечили са-
мый высокий уровень экспрессии доставленного
GFP-репортера (рис. 3в, г), а также самый высо-
кий тропизм к Gαo1-позитивным нейронам (59 и

Рис. 5. Скрининг плазмидных конструкций для сверхэкспрессии трансгенного hGαo1 или подавления mGαo1 мыши.
а ‒ Схема вирусных векторов, кодирующих нормальную или мутантную форму белка hGαo1, меченного myc- или
flag-эпитопом соответственно. б ‒ Схема вирусного вектора, кодирующего shРНК и GFP в качестве репортерного ге-
на. в ‒ Результат вестерн-блотинга, показывающий экспрессию нормальной или мутантной формы hGαo1 в культуре
HEK293T, трансфицированной разработанными ААВ-векторами. г ‒ Результат скрининга shРНК (shGnao1/1, shGnao1/2,
shGnao1/3), таргетирующих транскрипт гена Gnao1. Конструкции pLKO.1-shРНК транзиентно экспрессировали в
культуре клеток HEK293T совместно с плазмидой pGnao1, кодирующей mGαo1 мыши. Подавление анализировали
методом вестерн-блотинга с антителами, специфичными к Gαo1, GFP. Контроль нанесения – GAPDH.
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66% соответственно) (рис. 4). Установлено, что
серотип ААВ6, в отличие от ААВ-DJ, проявляет
существенную цитотоксичность в первичной
нейрональной культуре мыши (рис. 3д).

Ранее были опубликованы результаты иссле-
дования, в котором сравнивали цитотоксичность
и тропизм серотипов ААВ1, 2, 5, 6, 7, 8, 9 в первич-
ной кортикальной культуре крысы [36]. С помо-
щью иммунофлуоресцентного анализа показано,
что серотипы ААВ2 и ААВ9 обеспечивают мини-
мальную экспрессию GFP в трансдуцированной
культуре, в то время как в клетках, трансдуциро-
ванных серотипами ААВ1 и ААВ6, наблюдается
самая высокая интенсивность сигнала GFP. Эти
данные согласуются с нашими результатами, по-
лученными методом вестерн-блотинга (рис. 3г).

Сообщается также о цитотоксичности ААВ6, хотя
и менее выраженной, чем в наших экспериментах
(рис. 3д). Мы предполагаем, что это связано с
большей гетерогенностью нейрональной культу-
ры, полученной из цельного мозга, чем корти-
кальной культуры. Royo и соавт. [37] также отмети-
ли повышенную токсичность ААВ6 в гиппокам-
пальной культуре крысы в сравнении с серотипами
1, 2, 5, 7, 8 и 9. Изучив роль аминокислотной после-
довательности капсида ААВ6, установили, что
внесение замены K531E в участок капсида, критич-
ный для связывания гепарина, приводит к умень-
шению цитотоксичности без снижения эффектив-
ности трансдукции нейронов [37]. Серотип ААВ-DJ
обладает генно-инженерным капсидом, получен-
ным сочетанием восьми природных серотипов [38].

Рис. 6. Получение и тестирование вирусных препаратов для сверхэкспрессии трансгенного hGαo1 или подавления эн-
догенного Gnao1 в первичной культуре нейронов из мозга мышей. а ‒ Оценка количества целевых ААВ в клеточном
лизате и после стадий очистки методом кПЦР. б ‒ Анализ чистоты вирусных препаратов в полиакриламидном геле в
денатурирующих условиях. Окрашивание Кумасси: отмечены три белка вирусного капсида (VP1, VP2, VP3). в ‒ Ве-
стерн-блот-анализ экспрессии нормальной или мутантной формы hGαo1 в первичных нейронах, трансдуцированных
вирусами ААВ-DJ-GNAO1-wt-myc и ААВ-DJ-GNAO1-G203R-flag. г ‒ Анализ подавления экспрессии эндогенного
Gnao1 на уровне транскрипта методом кПЦР после заражения ААВ-DJ-shРНК первичной нейрональной культуры.
Показан уровень экспрессии (%) от уровня в культуре, трансдуцированной нетаргетирующей контрольной шпилькой
(shSCR). д ‒ Вестерн-блот-анализ подавления экспрессии mGαo1 в трансдуцированной первичной нейрональной
культуре мыши.
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В разных работах показана повышенная cпособ-
ность серотипа DJ трансдуцировать in vitro кле-
точные культуры, в том числе нейрональные [15].
Таким образом, исходя из опубликованных данных
и результатов нашего исследования, мы делаем вы-
вод о том, что ААВ-DJ является оптимальным се-
ротипом для доставки трансгенов в Gαo1-богатую
первичную нейрональную культуру, полученную
из цельного мозга мышей.

С целью моделирования GNAO1-энцефалопа-
тии, а также тестирования генотерапевтических
конструкций, нами созданы ААВ-векторы для
экспрессии hGαo человека и подавления эндо-
генного Gnao1 с помощью shРНК (рис. 5а, б). По-
казано, что серотип DJ обеспечивает эффектив-
ную доставку этих генетических конструкций в
культуру mGαo1-экспрессирующих нейронов
(рис. 6в‒д).

Нейроны мыши с ААВ-опосредованной экс-
прессией hGαo1-G203R могут служить клеточ-
ной моделью GNAO1-энцефалопатии с вариан-
том с.607 G>A (рис. 6в). Эта мутация наиболее часто
встречается у пациентов с GNAO1-энцефалопатией
[5]. По данным родительских организаций под на-
блюдением врачей в России находятся четыре та-
ких пациента. При этом данные о влиянии мута-
ции G203R на функциональную активность Gαo1
остаются противоречивыми [1, 12, 39]. Нейроны
со сниженным с помощью shРНК уровнем эндо-
генного mGαo1 воспроизводят дефицит функ-
ционального белка у пациентов c LOF-мутация-
ми (рис. 6г, д). На таких клеточных моделях
можно изучать молекулярный механизм патоло-
гии GNAO1-энцефалопатии. В частности, мож-
но исследовать общую функциональную актив-
ность ААВ-трансдуцированных нейронов (методом
визуализации Са2+), возможные нарушения адени-
латциклазного каскада, а также электрофизиологи-
ческие характеристики, такие как сопряжение ак-
тивности Gαo1-содержащих рецепторов с работой
потенциалзависимых Са2+-каналов и активируе-
мых G-белком GIRK-каналов. Подобные исследо-
вания помогут восполнить пробел в понимании мо-
лекулярных механизмов патологии [12], а также
скорректировать схему терапии и разработать пер-
сонализированные подходы к терапии пациентов с
GNAO1-энцефалопатией.

Полученные нами генетические конструкции
могут стать основой для создания генотерапевтиче-
ских препаратов. Так, конструкция pAAV-GNAO1-
wt-myc потенциально может использоваться в
заместительной терапии пациентов c LOF-мута-
циями и дефицитом нормального Gαo1 в тканях
мозга (рис. 5а). ААВ-вектор с shGnao1/1 обладает
таргетной последовательностью (TRCN0000036487),
универсальной для супрессии Gαo1 как мыши,
так и человека (рис. 5б). Следовательно, вектор
pAAV-shGnao1/1 можно адаптировать для су-

прессии генного продукта с GOF-мутацией или
доминантно-негативным проявлением. Аналогич-
ная генотерапевтическая стратегия описана для
других неврологических заболеваний [40–43]. В
одном из вариантов этой стратегии (так называе-
мая “Silence-and-replace” [20, 44]) shРНК подав-
ляет экспрессию как мутантного, так и нормально-
го аллеля, при этом параллельно доставляется
функциональная копия гена в том же или в другом
ААВ-векторе. Проверку экспрессии генотерапев-
тических конструкций для GNAO1-энцефалопа-
тии можно проводить на первичных нейронах,
используя ААВ-DJ в качестве инструмента для
доставки.

Серотип ААВ-DJ может использоваться также
в качестве средства доставки в новых подходах к
генной терапии GNAO1-энцефалопатии, таких
как CRISPR-Cas9, CRISPR-Cas13 и молекуляр-
ные редакторы оснований ДНК [21].

Таким образом, созданные в нашей работе ге-
нетические конструкции и оптимизированные
протоколы с применением ААВ помогут продви-
нуться в понимании механизмов патогенеза
GNAO1-энцефалопатии и могут лечь в основу ге-
нотерапевтических препаратов.
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антом GNAO1 c.607 G>A получено письменное
информированное согласие на проведение биоп-
сии и участие в научных исследованиях.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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EFFECTIVE VIRAL DELIVERY OF GENETIC CONSTRUCTS INTO NEURONS 
FOR in vitro MODELING GNAO1-ENCEPHALOPATHY

AND GENE THERAPY TESTING
E. A. Lunev1, 2, 3, A. A. Shmidt1, S. G. Vassilieva1, I. M. Savchenko1, V. А. Loginov1,

V. I. Marina2, T. V. Egorova1, and M. V. Bardina1, 2, 3, *
1 Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia

2 Marlin Biotech LLC, Sochi, 354340 Russia
3 Center for Precision Genome Editing and Genetic Technologies for Biomedicine, Institute of Gene Biology,

Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
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GNAO1 encephalopathy is an orphan genetic disease associated with early infantile epilepsy, impaired motor
control, and severe developmental delay. The disorder is caused by mutations in the GNAO1 gene, leading to
dysfunction of the encoded protein Gαo1. There is no cure for this disease, and symptomatic therapy is inef-
fective. Phenotypic heterogeneity highlights the need for a personalized approach for treating patients with a
specific clinical variant of GNAO1 and requires the study of the disease mechanism in animal and cell mod-
els. Towards this aim, we developed an approach for modeling GNAO1 encephalopathy and testing gene
therapy drugs in primary neurons derived from healthy mice. We optimized the delivery of transgenes to
Gαo1-expressing neurons using recombinant adeno-associated viruses (rAAV). We assessed the tropism of
five neurotropic AAV serotypes (1, 2, 6, 9, DJ) for Gαo1-positive neurons from the whole mouse brain. The
DJ serotype showed the highest potential as a reporter delivery vehicle, infecting up to 66% of Gαo1-express-
ing cells without overt cytotoxicity. We demonstrated that AAV-DJ also provides efficient delivery and expres-
sion of genetic constructs encoding normal and mutant Gαo1, as well as short hairpin RNA (shRNA) to sup-
press endogenous Gnao1 in murine neurons. Our results will further simplify the study of the pathological
mechanism for clinical variants of GNAO1, as well as optimize the testing of gene therapy approaches for
GNAO1 encephalopathy in cell models.

Keywords: adeno-associated viruses, GNAO1 encephalopathy, Gαo1, viral delivery, in vitro modeling of hu-
man diseases, gene therapy, personalized medicine, primary neuronal culture, short hairpin RNA
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Терминальная оксидаза bd-I Escherichia coli, кодируемая генами cydAB, катализирует восстановле-
ние кислорода до воды с использованием гидрохинона в качестве донора электронов. Помимо cydAB,
для сборки активной bd-I-оксидазы необходимо функционирование еще двух генов ‒ cydDC, кон-
тролирующих синтез гетеродимерного АТP-связывающего транспортера. Показано, что инактива-
ция фермента bd-I E. coli путем делеции генов cydB или cydD приводит к возникновению сверхчув-
ствительности бактерий к хинолоновым и бета-лактамным антибиотикам. Чувствительность этих
мутантов к антибиотикам частично супрессируется при внесении в их геном конститутивно экс-
прессируемого гена katG, кодирующего каталазу, под контролем промотора Ptet. К аналогичному
эффекту приводит повышение уровня генерации внутриклеточного сероводорода в результате экс-
прессии гена mstA, поставленного под контроль промотора Ptet (кодирует фермент 3-меркаптопиру-
ват-сульфидтрансферазу). Полученные данные свидетельствуют о важной роли терминальной оксида-
зы bd-I в защите бактерий от окислительного стресса и бактерицидного действия антибиотиков.

Ключевые слова: E. coli, терминальная оксидаза bd-I, гены cydB и cydD, делеции, сверхчувствитель-
ность к антибиотикам, окислительный стресс, каталаза КatG, сероводород
DOI: 10.31857/S0026898422040103

ВВЕДЕНИЕ
Геном Е. coli содержит кластеры генов, кодирую-

щих три цитохромоксидазы: bo? (оперон сyoABCD),
bd-I и II (оперон cydAB) и bd-II (оперон appCD)
[1]. Эти три фермента функционируют на послед-
нем этапе дыхательной цепи, контролируя сопря-
жение окисления дыхательных субстратов с четы-
рехэлектронным восстановлением кислорода до
воды. Экспрессия оперона cyoABCD, кодирующего
цитохромоксидазу bo?, максимальна при высоком
внутриклеточном содержании кислорода, тогда
как экспрессия bd-I и bd-II находится на низком
уровне [2]. Напротив, в условиях низких внутри-
клеточных концентраций кислорода, наблюдае-
мых, в частности, на стационарной стадии роста
бактерий, активность bd-I и bd-II резко повышает-
ся, а экспрессия bo? существенно снижается [3]. На-
ряду с опероном cydAB, для сборки активной bd-I-
оксидазы необходимо функционирование еще двух
генов ‒ cydDC, контролирующих синтез гетероди-
мерного АТР-связывающего транспортера [4, 5].

Помимо генерации протон-движущей силы,
цитохромоксидаза bd-I выполняет в клетке и дру-
гие жизненно важные функции. Так, активная

bd-I повышает толерантность Е. coli к оксиду азо-
та [6, 7], окислительному стрессу [8, 9] и вовлече-
на в механизм детоксификации клеток Е. coli от
пероксида водорода [10, 11]. Уровень экспрессии
и содержание цитохромоксидазы bd-I в мембране
увеличиваются не только при низкой концентра-
ции O2 [12‒14], но и в условиях защелачивания
среды [15], при высокой температуре [16, 17], при
добавлении в среду ядов, в частности цианида [18,
19], в присутствии разобщителей протонофоров
[15, 20, 21] и при высоком гидростатическом дав-
лении [22, 23]. Мутанты E. coli, дефектные по bd-I,
обнаруживают чувствительность к H2O2 [17], цин-
ку [18, 24], продуцируют внеклеточный фактор,
ингибирующий рост бактерий [25, 26], а также те-
ряют способность выходить из стационарной фа-
зы роста и возобновлять аэробный рост при 37°С
[27, 28]. В то же время, какие-либо данные об уча-
стии цитохромоксидазы bd-I в защите бактерий
от действия антибиотиков отсутствуют.

Главной задачей настоящей работы было вы-
яснение роли цитохромоксидазы bd-I в обеспече-
нии устойчивости бактерий к действию антибио-
тиков. С этой целью мы инактивировали цито-
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хромоксидазу bd-I путем делеции генов cydB или
cydD в хромосоме E. coli и показали, что получен-
ные мутантные бактерии сверхчувствительны к
действию хинолоновых и бета-лактамных анти-
биотиков. Таким образом, данные, показываю-
щие, что повышенная чувствительность мутан-
тов ∆cydB и ∆cydD к антибиотикам супрессирует-
ся при конститутивной экспрессии гена katG или
высоком уровне генерации сероводорода, позво-
ляют заключить, что цитохромоксидаза bd-I во-
влечена в защиту бактерий от действия бактери-
цидных антибиотиков.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Бактериальные штаммы. Использованные в ра-
боте бактериальные штаммы E. coli и их генотип
представлены в табл. 1. Делеционные мутанты
получали, выращивая фаг Р1 на штаммах из кол-
лекции Keio [32], содержащих инсерции cysB::kan
и cydD::kan, и их последующей трансдукции в ге-
ном штамма E. coli MG1655. Из полученных штам-
мов удаляли канамициновую кассету с помощью
хелперной плазмиды pCP20 [33] с образованием де-
леций ∆cydB и ∆cydD. Наличие делеций подтвер-
ждали с помощью ПЦР. Получение штаммов,
содержащих гены katG и mstA под контролем
конститутивного промотора Ptet, описано в ра-
боте [31]. Для количественной оценки уровня
генерации супероксид-аниона использовали
гибридную плазмиду pSoxS'::lux, в которой про-
моторно-операторная область перед геном soxS
транскрипционно слита с кассетой генов luxC-
DABE P. luminescens [34, 35].

Среды и условия культивирования. В качестве
полноценной питательной среды для выращива-
ния бактерий использовали среду LB без глюкозы
[36]. В жидкой среде бактерии культивировали на

качалке (200 об./мин). При необходимости в сре-
ду добавляли: налидиксовую кислоту (2 мкг/мл),
норфлоксацин (0.05 мкг/мл), моксифлоксацин
(0.05 мкг/мл), карбенициллин (3 мкг/мл), ампи-
циллин (3 мкг/мл).

Построение кривых роста бактерий. Кривые ро-
ста строили с использованием автоматического
прибора Bioscreen. Ночные культуры бактерий, вы-
ращенные при 37°С в среде LB, разводили в 100 раз,
помещали в лунки платформы Bioscreen и растили
при 37°С и максимальном встряхивании. Величи-
ны OD600 записывали автоматически через опре-
деленные промежутки времени. Каждый опыт
проводили в трех повторностях, средние значе-
ния использовали для построения кривых роста
бактерий.

Определение чувствительности бактерий к анти-
биотикам. Ночные культуры бактерий разводили
в 100 раз и выращивали при аэрации и 37°С до
титра 107, обрабатывали указанными концентра-
циями антибиотиков и продолжали выращивать в
течение 90 мин, затем делали разведения и высева-
ли пробы на чашки с LB-средой, которые помеща-
ли в термостат (37°С, 24 ч). Выживаемость опреде-
ляли, подсчитывая число колоний в трех независи-
мых опытах и вычисляя средние значения. Кроме
того, способность к образованию колоний оцени-
вали методом микроразведений. Ночные культуры
бактерий разводили в 100 раз и подращивали на
термостатированной качалке при 37°С до OD600 =
= 0.5–0.6. Все суспензии выравнивали по оптиче-
ской плотности. Готовили серию десятикратных
разведений полученных культур в 96-луночном
планшете в объеме 100 мкл. Полученные разведе-
ния высевали на чашки с богатой средой, содержа-
щей различные концентрации исследуемых анти-
биотиков. Чашки инкубировали в течение ночи в

Таблица 1. Генотип и происхождение штаммов E. coli, использованных в работе

Штамм Генотип Происхождение

MG1655 F– дикий тип [29]

AM3105 Как MG1655, но ∆cydB [30]
AM3086 Как MG1655, но ∆cydD [30]
AM3096 Как MG1655, но Ptet-katG [30]
AM3009 Как MG1655, но Ptet-mstA [31]
AM3111 Как AM3086, но Ptet-katG Данная работа
AM3113 Как AM3105, но Ptet-katG »
AM3114 Как AM3086, но Ptet-mstA »
AM3115 Как AM3105, но Ptet-mstA »
AM3120 Как MG1655, но pSoxS'::lux »
AM3122 Как AM3105, но pSoxS'::lux »
AM3123 Как AM3086, но pSoxS'::lux »



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 4  2022

ИНАКТИВАЦИЯ ТЕРМИНАЛЬНОЙ ОКСИДАЗЫ bd-I ПРИВОДИТ 621

Рис. 1. Мутанты cydB и cydD характеризуются увеличением продолжительности лаг-фазы роста. Показаны кривые ро-
ста штаммов MG1655 (дикий тип) и мутантов cydB и cydD. Ночные культуры бактерий, выращенные при 37°С в среде
LB, разводили в 100 раз, помещали в лунки платформы прибора Bioscreen С и растили при 37°С и максимальном
встряхивании. Величины OD600 записывали автоматически через определенные промежутки времени. Каждый опыт
проводили в трех повторностях, для построения кривых роста бактерий использовали средние значения.
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термостате при 37°С и фотографировали с помо-
щью аналитической системы GelCamera M-26XV.

Определение уровня генерации активных форм
кислорода в присутствии антибиотиков. Ночные
культуры бактерий, содержащие плазмиду
pSoxS'::lux, разводили до титра 107 клеток/мл в
свежей среде LB и выращивали с аэрацией при
30°С до ранней экспоненциальной стадии. Про-
бы объемом 200 мкл переносили в специальные
кюветы, одна из проб, в которую добавляли 4 мл
дистиллированной воды, служила контролем, а во
вторую добавляли антибиотики с заданной концен-
трацией. Пробы помещали перед фотоумножите-
лем люминометра LMAO1 (“Beckmann”, США)
для измерения интенсивности биолюминесцен-
ции. Интенсивность биолюминесценции опреде-
ляли согласно [37].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Инактивация цитохромоксидазы bd-I приводит

к сверхчувствительности к антибиотикам

Согласно многочисленным исследованиям, ге-
нетическое повреждение цитохромоксидазы bd-I
снижает устойчивость бактерий к окислительному
и другим видам физиологического стресса [6‒11].
Для проверки возможного участия этого фермент-
ного комплекса в защите бактерий от бактери-
цидных антибиотиков проведена инактивация
bd-I путем трансдукционного переноса инсер-
ций cydB::kan и cydD::kan из штаммов коллекции

Keio [32] в хромосому штамма MG1655 с последу-
ющим выщеплением канамициновой кассеты и
образованием соответствующих делеций ∆cydB и
∆cydD. Ген cydB кодирует субъединицу II цито-
хромоксидазы bd-I, которая: в комплексе с субъ-
единицей I образует активный фермент, способ-
ный связывать металлсодержащие кофакторы:
гем b558, гем b595 и гем d [38]. Ген cydD кодирует
транспортер типа ABC, содержащий сайт связы-
вания АТР, и участвует в сборке активного ком-
плекса bd-I [39].

Построение кривых роста мутантных клеток
(рис. 1) показало, что у обоих мутантов ∆cydB и
∆cydD продолжительность лаг-фазы значительно
увеличивается по сравнению с родительским штам-
мом MG1655, однако по достижении экспоненци-
альной стадии скорости роста мутантов и бактерий
дикого типа, выравниваются.

На следующем этапе работы определяли чув-
ствительность полученных мутантов к антибиоти-
кам, принадлежащим к классу хинолонов – нали-
диксовой кислоте, норфлоксацину и моксифлок-
сацину, а также к бета-лактамам – ампициллину и
карбенициллину (рис. 2 и 3). Как показано на
рис. 2 и 3, оба мутанта (∆cydB и ∆cydD) обнаружи-
вают значительно более высокий уровень чув-
ствительности ко всем трем хинолонам, а также к
бета-лактамам по сравнению с родительским
штаммом MG1655.
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Рис. 2. Конститутивная экспрессия гена katG супрессирует сверхчувствительность мутантов cydB и cydD к действию
хинолоновых антибиотиков: налидиксовой кислоте (Nal), норфлоксацину (Nor) и моксифлоксацину (Mox). а – Эф-
фективность образования колоний в присутствии антибиотиков определяли путем нанесения бактериальных суспен-
зий из серии 10-кратных разведений на чашки с LB-средой, содержащей антибиотики в указанных концентрациях;
б – ночные культуры бактерий разводили в 100 раз и выращивали при аэрации и 37°С до титра 107, обрабатывали ан-
тибиотиками в указанных концентрациях и продолжали выращивать в течение 90 мин. Затем делали разведения и вы-
севали пробы на чашки с LB-средой, которые помещали в термостат (37°С, 24 ч). Здесь и на рис. 3‒5 выживаемость
определяли, подсчитывая число колоний в трех независимых опытах для вычисления средних значений.
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Рис. 3. Конститутивная экспрессия гена katG супрессирует сверхчувствительность мутантов cydB и cydD к действию
бета-лактамных антибиотиков: ампициллину (Amp) и карбенициллину (Car). а – Эффективность образования коло-
ний в присутствии антибиотиков определяли путем нанесения бактериальных суспензий из серии 10-кратных разве-
дений на чашки с LB-средой, содержащей антибиотики в указанных концентрациях. б – Ночные культуры бактерий
разводили в 100 раз и выращивали при аэрации и 37°С до титра 107, обрабатывали антибиотиками в указанных концентра-
циях и продолжали выращивать в течение 90 мин. Затем делали разведения и высевали пробы на чашки с LB-средой, ко-
торые помещали в термостат (37°С, 24 ч). Выживаемость определяли как на рис. 2.
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Сверхчувствительность мутантов ∆cydB и ∆cydD 
частично супрессируется конститутивным 
синтезом каталазы KatG и высоким уровнем 

генерации сероводорода

Хинолоны ингибируют ДНК-гиразу грамотри-
цательных бактерий, один из ключевых ферментов,
участвующих в репликации бактериальной хромо-
сомы, на стадии формирования эфирной связи ти-
розилфосфата, в результате чего в основной цепи
ДНК образуется разрыв. Этот этап бактериостати-
чен и обратим. Бактерицидное (летальное) необра-
тимое действие хинолонов связано с последующим
процессом накопления одно- и двухцепочечных
разрывов в ДНК [40], оно определяется сложным
взаимодействием хинолона и гидроксил-радика-
ла OH' [41‒43]. Гидроксил-радикал играет клю-
чевую роль и в летальном эффекте антибиотиков
других групп (β-лактамных, аминогликозидных
и др.) [44–49]. При росте необработанных хино-
лонами бактерий в аэробных условиях активные
формы кислорода (АФК) образуются как побоч-
ный продукт активности ферментов дыхатель-
ной системы. Однако системы защиты от перок-
сида водорода (каталазы KatG и KatE, алкилгид-
ропероксидредуктаза AhpC) и супероксид-аниона

(супероксиддисмутазы MnSodA, FeSodB, CuSodC)
обеспечивают очень низкий базальный уровень
АФК, не способный повредить ДНК, тем более что
клетка содержит специальные ферменты, репари-
рующие окисленные азотистые основания в ДНК.

Обнаруженная нами сверхчувствительность
мутантов ∆cydB и ∆cydD к антибиотикам указы-
вает на критическую роль цитохромоксидазы bd-I в
защите клетки от предполагаемого повышенного
уровня генерации АФК при обработке бактерий
антибиотиками. Для проверки этого предположе-
ния мы решили усилить экспрессию гена katG,
кодирующего каталазу, ‒ один из основных фер-
ментов, обеспечивающих защиту клеток от дей-
ствия АФК. С этой целью ген katG поместили под
контроль сильного промотора Ptet, и полученную
конструкцию перенесли в геном мутантов ∆cydB
и ∆cyd. Как следует из рис. 2 и 3, конститутивная
экспрессия katG приводит к существенной су-
прессии бактерицидного действия антибиотиков
на мутантов ∆cydB и ∆cydD. Обращает на себя
внимание тот факт, что сверхэкспрессия катала-
зы более эффективно супрессирует чувствитель-
ность к антибиотикам на фоне делеции ∆cydD,
чем при повреждении гена cydB.

Рис. 4. Конститутивная экспрессия гена mstA супрессирует сверхчувствительность мутантов cydB и cydD к действию
хинолоновых антибиотиков: налидиксовой кислоте (Nal), норфлоксацину (Nor) и моксифлоксацину (Mox). а – Эффек-
тивность образования колоний в присутствии антибиотиков определяли путем нанесения бактериальных суспензий из се-
рии 10-кратных разведений на чашки с LB- средой, содержащей антибиотики в указанных концентрациях. б – Ночные
культуры бактерий разводили в 100 раз и выращивали при аэрации и 37°С до титра 107, обрабатывали антибиотиками в ука-
занных концентрациях и продолжали выращивать в течение 90 мин, затем делали разведения и высевали пробы на чашки
с LB-средой, которые помещали в термостат (37°С, 24 ч). Выживаемость определяли, как на рис. 2.
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Аналогичный уровень супрессии наблюдается
при внесении в хромосому гена mstA под контролем
сильного промотора Ptet, что обеспечивает высокий
уровень генерации внутриклеточного сероводоро-
да (рис. 4 и 5). Ранее мы показали, что ген mstA,
кодирующий 3-меркаптопируват-сульфидтранс-
феразу, играет ключевую роль в генерации эндоген-
ного сероводорода и в условиях конститутивного
синтеза обеспечивает защиту бактерий от окисли-
тельного стресса и антибиотиков [29, 31]. Главным
механизмом защитного действия сероводорода яв-
ляется его способность титровать молекулы сво-
бодного железа в реакции Фентона, приводящей
к генерации токсичного гидроксил-радикала [31].
Таким образом, полученные данные позволяют
предположить, что важной составляющей бакте-
рицидного действия используемых антибиотиков
является генерация АФК.

Мутанты ∆cydB и ∆cydD характеризуются более 
высоким базальным уровнем генерации АФК

Уровень генерации АФК определяли с исполь-
зованием плазмиды SoxS'::lux – специфического
индуцируемого lux-биосенсора, позволяющего
детектировать супероксид-анион [34]. Этой плаз-

мидой трансформировали клетки мутантов ∆cydB
и ∆cydD и измеряли интенсивность биолюминес-
ценции полученных штаммов в зависимости от
времени инкубации (рис. 6). Как следует из дан-
ных, представленных на рис. 6, мутанты ∆cydB и
∆cydD характеризуются резким нарастанием ин-
тенсивности биолюминесценции по сравнению с
бактериями дикого типа. Из этого следует, что
повреждение цитохромоксидазы bd-I действи-
тельно сопровождается более высоким базаль-
ным уровнем генерации супероксидного аниона.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Бактериальная клетка содержит ферменты, осу-
ществляющие защиту от АФК: каталазы (KatG и
KatE) и алкилгидропероксидредуктаза AhpC разла-
гают пероксид водорода до сверхнизких концен-
траций, а супероксиддисмутазы SodA, SodB и SodC
восстанавливают супероксид-анионы до кислоро-
да и пероксида водорода, который в дальнейшем
разлагается каталазами. Показано, что основной
вклад в летальное действие пероксида водорода
вносят присутствующие в клетке свободные ио-
ны Fe2+ [50, 51]. В этом случае пероксид водорода

Рис. 5. Конститутивная экспрессия гена mstA супрессирует сверхчувствительность мутантов cydB и cydD к действию
бета-лактамных антибиотиков: ампициллину (Amp) и карбенициллину (Car). а – Эффективность образования коло-
ний в присутствии антибиотиков определяли путем нанесения бактериальных суспензий из серии 10-кратных разве-
дений на чашки с LB-средой, содержащей антибиотики в указанных концентрациях. б – Ночные культуры бактерий
разводили в 100 раз и выращивали при аэрации и 37°С до титра 107, обрабатывали антибиотиками в указанных кон-
центрациях и продолжали выращивать в течение 90 мин, затем делали разведения и высевали пробы на чашки с LB-
средой, которые помещали в термостат (37°С, 24 ч). Выживаемость определяли, как на рис. 2.
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в реакции с ионом железа (реакция Фентона)
превращается в гидроксил-радикал OH:

Радикал OH характеризуется высокой ста-
бильностью и способностью вызывать разрывы в
цепи ДНК. Полученные нами данные позволя-
ют заключить, что цитохромоксидаза bd-I, на-
ряду с описанными выше ферментами, играет
важную роль в защите клеток бактерий от окис-
лительного стресса и бактерицидного действия
антибиотиков. Кроме того, наши данные под-
тверждают концепцию о важном вкладе АФК в
летальное действие бактерицидных антибиотиков
на бактериальные клетки [41‒48, 52]. Результаты
нашей работы показывают, что цитохромоксидазу
bd-I можно рассматривать как перспективную ми-
шень для создания ингибиторов, обладающих ан-
тибактериальной активностью.

Авторы выражают благодарность Е.А. Нудлеру
за ценные комментарии при обсуждении резуль-
татов настоящей работы.
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+ + −+ → + +2 3
2 2H O Fe Fe OH ОH .
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INACTIVATION OF TERMINAL OXIDASE bd-I LEADS TO 
SUPERSENSITIVITY OF E. coli TO ANTIBIOTICS OF QUINOLONE

AND BETA-LACTAM CLASSES
T. A. Seregina1, *, K. V. Lobanov1, R. S. Shakulov1, and A. S. Mironov1

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

*e-mail: tatyana.s82@gmail.com

In E. coli cells terminal oxidase bd-I encoding by cydAB genes catalyzes the reduction of O2 to water by using
hydroquinone as electron donor. In addition to the cydAB operon, the two other genes, cydC and cydD en-
coding heterodimeric ATP-binding cassette-type transporter are essential for the assembly of cytochrome bd-I. It
was shown that inactivation of cytochrome bd-I by introduction of cydB or cydD deletions into E. coli chro-
mosome leads to supersensitivity of bacteria to antibiotics of quinolone and beta-lactam classes. The sensi-
tivity of these mutants to antibiotics is partially suppressed by introduction into their genome constitutive ex-
pressing katG gene under the control of Ptet promoter. To the same effect leads increased level of hydrogen
sulfide as a result of introduction of mstA gene encoding 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase under the con-
trol of Ptet promoter. The data obtained demonstrate the important role of cytochrome bd-I in defence of bac-
teria from oxidative stress and bactericidal antibiotics.

Ключевые слова: E. coli, terminal oxidase bd-I, cydB и cydD deletions, supersensitivity to antibiotics, oxida-
tive stress, catalase KatG, hydrogen sulfide
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Rpn4p БЕЗ ДНК-СВЯЗЫВАЮЩЕГО ДОМЕНА ОБЕСПЕЧИВАЕТ 
УСТОЙЧИВОСТЬ Saccharomyces cerevisiae К ОКИСЛИТЕЛЬНОМУ СТРЕССУ 
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Убиквитин-протеасомная система участвует в контроле всех основных молекулярных процессов в
норме и реакции клеток на стрессовые воздействия. Rpn4p служит ключевым транскрипционным
регулятором протеасомы у дрожжей класса Saccharomycetes и участвует также в ответе клеток на раз-
личные стрессовые воздействия. Помимо протеасомных генов, Rpn4 влияет на экспрессию не-
скольких сотен других, включая гены, вовлеченные в репарацию ДНК и ответ на окислительный
стресс. В то же время молекулярные механизмы, используемые Rpn4 в контроле генов-мишеней и
функционировании как регулятора ответа клеток на стрессовые условия, остаются во многом неяс-
ными. Цель работы состояла в определении доменов Rpn4, необходимых для обеспечения устойчи-
вости клеток к стрессовым воздействиям. Показано, что N-концевая и центральная части белка, со-
держат участки, необходимые для устойчивости ко всем видам стресса. Предполагаемый сигнал
ядерной локализации не влияет на функционирование Rpn4. Неожиданно белок с делецией обоих
мотивов “цинковых пальцев”, образующих ДНК-связывающий домен, обеспечивал устойчивость
дрожжей к окислительному стрессу и циклогексимиду. Более того, нами показано, что Rpn4 может
привлекаться к промоторным областям регулируемых им генов даже в том случае, если они не со-
держат его сайтов связывания. На основании полученных данных можно предполагать, что Rpn4
участвует в регуляции генов и ответе клеток на стресс за счет белок-белковых взаимодействий.

Ключевые слова: Rpn4p, делеционный анализ, ДНК-связывающий домен, окислительный стресс
DOI: 10.31857/S002689842204005X

Убиквитин-протеасомная система (УПС) вклю-
чает в себя семейство ферментов, распознающих
белковые субстраты и модифицирующих их кова-
лентно цепями небольшого белка убиквитина (мас-
са около 8.5 кДа), и мультисубъединичный ATP-за-
висимый протеиназный комплекс – протеасому,
куда доставляются полиубиквитинированые суб-
страты и где происходит отщепление от них поли-
убиквитиновых цепей, разворачивание белков и
их расщепление до пептидов [1]. Основные функ-

ции УПС заключаются в контроле активности ре-
гуляторных белков и расщеплении белков, струк-
тура которых нарушена вследствие ошибок в экс-
прессии генетической информации или под
действием стрессовых условий [2]. УПС участвует в
протекании всех основных клеточных процессов и
необходима в клеточном ответе на различные виды
стресса. Нарушение функционирования УПС вле-
чет развитие тяжелых нейродегенеративных забо-
леваний, дистрофию мышц, нарушение иммунно-

Сокращения: УПС – убиквитин-протеасомная система; 3-AT (3-amino-1,2,4-triazol) – 3-амино-1,2,4-триазол; CAD (C-ter-
minal acidic domain) – C-концевой “кислый домен”; CZnF (C-terminal zinc finger domain) – С-концевой домен “цинкового
пальца”; DamID (Dam identification) ‒ метод картирования участков генома, взаимодействующих с белками, с использова-
нием ДНК-метилазы Escherichia coli; MACE (MAG1-associated control element) – регуляторный элемент, ассоциированный с
геном MAG1; NAD (N-terminal acidic domain) – N-концевой “кислый домен”; NLS (nuclear localization signal) – сигнал
ядерной локализации; NTAD (N-terminal transactivation domain) – N-концевой трансактиваторный домен; NZnF (N-termi-
nal zinc finger domain) – N-концевой домен “цинкового пальца”; PACE (proteasome associated control element) – регулятор-
ный элемент, ассоциированный с протеасомными генами; RACE (RPN8-associated control element) – регуляторный эле-
мент, ассоциированный с геном RPN8; Rpn (regulatory particle non-ATPase) – не-АТФазная субъединица регуляторного
комплекса протеасомы; Rpt (regulatory particle triple-A protein) – АТФазная субъединица регуляторного комплекса протеа-
сомы; а.о. – аминокислотный остаток.

УДК 577.214.6

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ

EDN: NLGPSJ
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го ответа и т.д. [2]. Активность УПС контролиру-
ется на различных уровнях, включая экспрессию
генов. Так, активность протеасом у всех эукариот
регулируется по механизму отрицательной обрат-
ной связи с участием Rpn4-подобных факторов
транскрипции у низших эукариот (дрожжей) [3,
4] или факторов транскрипции высококонсерва-
тивного семейства Cap-N-Collar у высших эука-
риот [5]. Следует отметить, что экспрессия проте-
асомных генов регулируется координированно и
бóльшая часть промоторных областей этих генов
содержит сайты связывания соответствующих
факторов [6]. У дрожжей класса Saccharomycetes
Rpn4-подобные факторы транскрипции взаимо-
действуют с довольно консервативными элемен-
тами, называемыми PACE (Proteasome-Associated
Control Element) за счет С-концевого ДНК-свя-
зывающего домена, содержащего два “цинковых
пальца” [3, 4, 7]. В N-концевой и центральной ча-
сти Rpn4p нами и другими авторами картированы
трансактиваторные домены [8‒10]. Ранее M. Nel-
son и соавт. [11] предположили, что фрагмент по-
липептидной цепи 381‒398 этого белка представ-
ляет собой сигнал ядерной локализации Rpn4p и
экспериментально показали локализацию Rpn4p
в ядре.

Помимо протеасомных генов Rpn4p участвует
в регуляции экспрессии нескольких сотен других
дрожжевых генов [12], по-видимому, используя
при этом как PACE, так и PACE-подобные эле-
менты, обозначенные как MACE (MAG1-associated
control element) и RACE (RPN8-associated control
element) [13], а также укороченную GC-богатую
часть сайта связывания ‒ так называемый PACE-
core [14]. В частности, нами показана Rpn4-зави-
симая регуляция экспрессии генов нескольких
путей репарации ДНК [15, 16], а также генов, во-
влеченных в ответ клеток на окислительный
стресс [17]. Нами и другими авторами показано,
что Rpn4 участвует в клеточном ответе на различ-
ные виды стресса, включая ДНК-повреждающие
агенты, тяжелые металлы, аналоги аминокислот,
циклогексимид, окислительные агенты [10,
16‒18]. Несмотря на успехи в изучении структуры
и функций Rpn4p, до сих пор не выяснены моле-
кулярные механизмы, которые этот фактор за-
действует для выполнения роли регулятора тран-
скрипции, а также регулятора клеточного ответа
на стрессовые воздействия.

Цель представленной работы заключалась в
идентификации доменов Rpn4p, необходимых для
обеспечения устойчивости клетки к действию со-
лей тяжелых металлов, окислительному стрессу и
циклогексимиду.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Штаммы и условия их выращивания. В работе

использовали штаммы Saccharomyces cerevisiae

334t rpn4-Δ (MATα, pep4-3, prb1-1122, ura3-52,
leu2-3,112, reg1-501, gal1, rpn4::G418) с делецией
гена RPN4 [8], штамм дикого типа BY4742 (MATα,
his3D1, leu2D0, lys2D0, ura3D0) (“Euroscarf”, Гер-
мания) и производные от него мутантные штам-
мы rpn4-∆ (BY4742 YDL020c::kanMX4) (“Euros-
carf”) и YPL (BY4742 pre1-8 nat+) [15], а также
штамм PJ69-4A (MATα, trp1-901, leu2-3,112, ura3-
52, his3-200, gal4-Δ, gal80-Δ, LYS2::GAL1-HIS3,
GAL2-ADE2, met2::GAL7-lacZ) [19]. Дрожжевые
культуры растили при 30°C на среде YPD (2%
глюкозы, 2% пептона, 1% дрожжевого экстракта)
и трансформировали, используя литий-ацетат-
ный метод [20]. Штаммы, трансформированные
экспрессионными плазмидами, выращивали в
минимальной среде, содержащей YNB (6.7 г/л),
смесь 20 аминокислот, глюкозу (2%), а также ко-
заминовые кислоты (0.5%) без добавления ураци-
ла. В случае двугибридной системы дрожжевые
трансформанты растили на селективной среде без
триптофана, лейцина, гистидина и аденина. Ис-
пользовали компоненты питательных сред про-
изводства “Sigma” (США). Плазмиды, использо-
ванные в работе, описаны в табл. 1.

Получение плазмид pPRPN4ΔNLS и
pPRPN4ΔNZnF. Варианты гена RPN4, содержащие
делецию предполагаемого сигнала ядерной локали-
зации и N-концевого “цинкового пальца”, получали
путем двухстадийного сайт-направленного мута-
генеза с помощью высокоточной ДНК-полиме-
разы KAPA HiFi (“Roche Molecular Systems, Inc.”,
США), используя пары праймеров RPN4-NcoI-
F/RPN4-ΔNLS-R и RPN4-ΔNLS-F/Rpn4-XhoI-R
и RPN4-NcoI-F/RPN4-ΔNZnF-R и RPN4-ΔNZnF-
F/Rpn4-XhoI-R (табл. 2) соответственно. Полу-
ченные ПЦР-фрагменты очищали c использова-
нием набора GeneJET PCR Purification Kit
(“Thermo Fisher Scientific”, США) и клонировали
в вектор pPDX2 по сайтам эндонуклеаз BamHI и
XhoI. Отсутствие посторонних мутаций и нали-
чие целевых делеций в последовательностях
клонированных фрагментов проверяли секвени-
рованием.

Двугибридная дрожжевая система. Гены RPN2,
NAS2 и RPN4 амплифицировали с геномной ДНК
дрожжей с помощью высокоточной ДНК-поли-
меразы KAPA HiFi (“Roche Molecular Systems,
Inc.”), используя пары праймеров RPN2-EcoRI-
F/RPN2-XhoI-R, NAS2-NcoI-F/XhoI-R и RPN4-
NcoI-F/RPN4-XhoI-R. Полученные ПЦР-фраг-
менты очищали с помощью набора GeneJET PCR
Purification Kit (“Thermo Fisher Scientific”). ПЦР-
фрагмент гена RPN2 обрабатывали эндонуклеаза-
ми EcoRI и XhoI и клонировали в векторы pGBT9
и pGAD424, гидролизованные по сайтам эндо-
нуклеаз EcoRI и SalI. Сайты XhoI и SalI после гид-
ролиза соответствующими эндонуклеазами обра-
зуют комплементарные липкие концы. Отсутствие
посторонних мутаций в последовательностях кло-
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Таблица 1. Плазмиды, использованные в работе

Название плазмиды Описание плазмиды Источник

pRS426 Высококопийный (2μ) шаттл-вектор для клонирования [21]

YCpLac33 Низкокопийный (CEN) шаттл-вектор для клонирования [22]

Ycp-Ub-dam Вектор YCpLac33, кодирующий Dam-метилазу Escherichia coli с присо-
единенным убиквитинзависимым дегроном Rpn4p

[23]

YCp-GDR Вектор YCpLac33, кодирующий Rpn4p, к которому с N-конца присо-
единена Dam-метилаза; экспрессия химерного гена контролируется 
промотором GAL1

[23]

YCp-GDR-C/A Вектор YCpLac33, кодирующий мутантный Rpn4p с заменой кодонов 
цистеина на кодоны аланина в позициях 450, 477, 480, к которому
с N-конца присоединена Dam-метилаза

[23]

YCp-GDR-∆NCZnF Вектор YCpLac33, кодирующий мутантный Rpn4p с делецией 
ДНК-связывающего домена, к которому с N-конца присоединена 
Dam-метилаза

Данная работа

pPDX2-GAL Высококопийный дрожжевой экспрессионный шаттл-вектор [24]

pPRPN4 Вектор pPDX2-GAL, кодирующий полноразмерный белок Rpn4p под 
контролем GAL1 промотора

[8]

pPRPN4∆56 Вектор pPDX2-GAL, кодирующий Rpn4p с делецией 56 N-концевых 
а.о., под контролем GAL1 промотора

[8]

pPRPN4∆109 Вектор pPDX2-GAL, кодирующий Rpn4p с делецией 109 N-концевых 
а.о., под контролем GAL1 промотора

[8]

pPRPN4∆151 Вектор pPDX2-GAL, кодирующий Rpn4p с делецией 151 N-концевых 
а.о., под контролем GAL1 промотора

[8]

pPRPN4∆180 Вектор pPDX2-GAL, кодирующий Rpn4p с делецией 180 N-концевых 
а.о., под контролем GAL1 промотора

[8]

pPRPN4Δ210 Вектор pPDX2-GAL, кодирующий Rpn4p с делецией 210 N-концевых 
а.о., под контролем GAL1 промотора

[8]

pPRPN4ΔNAD Вектор pPDX2-GAL, кодирующий Rpn4p с делецией N-кислого 
домена под контролем GAL1 промотора

[8]

pPRPN4ΔCAD Вектор pPDX2-GAL, кодирующий Rpn4p с делецией С-кислого домена 
под контролем GAL1 промотора

[8]

pPRPN4ΔNCAD Вектор pPDX2-GAL, кодирующий Rpn4p с делецией обоих кислых доме-
нов, включая участок между ними, под контролем GAL1 промотора

[8]

pPRPN4ΔNLS Вектор pPDX2-GAL, кодирующий Rpn4p с делецией предполагаемого 
сигнала ядерной локализации под контролем GAL1 промотора

Данная работа

pPRPN4ΔNZnF Вектор pPDX2-GAL, кодирующий Rpn4p с делецией предполагаемого 
N-цинкового пальца под контролем GAL1 промотора

Данная работа

pPRPN4ΔNCZnF Вектор pPDX2-GAL, кодирующий Rpn4p с делецией обоих цинковых 
пальцев под контролем GAL1 промотора

[25]

pPRPN4(4K-R) Вектор pPDX2-GAL, кодирующий Rpn4p с заменой четырех остатков 
лизина на остатки аргинина в главном N-концевом трансактиватор-
ном домене

[8]
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нированных фрагментов проверяли секвенирова-
нием. Полученные плазмиды назвали pGBT-Rpn2
и pGAD-Rpn2 (табл. 1).

Перед клонированием генов NAS2 и RPN4 в
векторы двугибридной системы ввели сайт NcoI.
Векторы pGAD424 и pGBT9 обрабатывали эн-
донуклеазой EcoRI и лигировали с двухцепо-
чечным олигонуклеотидом, имеющим липкие
концы, комплементарные EcoRI, и образован-
ным путем отжига олигонуклеотидов – pGAD-
GBT-iMCS-F/pGAD-GBT-iMCS-R. Наличие
вставки олигонуклеотида проверяли путем ре-
стрикционного анализа по сайтам NcoI и PvuI с
последующим секвенированием. Полученные
плазмиды назвали pGAD425 и pGAD10. ПЦР-
фрагменты генов NAS2 и RPN4 очищали набором
GeneJET PCR Purification Kit (“Thermo Fisher Sci-
entific”), обрабатывали эндонуклезами NcoI и XhoI
и клонировали в модифицированные векторы дву-

гибридной системы, обработанные эндонуклеза-
ми NcoI и SalI. Отсутствие посторонних мутаций
в последовательностях клонированных фрагмен-
тов проверяли секвенированием. Полученные
плазмиды назвали pGBT-Rpn4, pGBT-Nas2,
pGAD-Rpn4 и pGAD-Nas2 (табл. 1).

Штамм PJ69-4a котрансформировали парой
плазмид, производных векторов pGBT9 и pGAD424,
с помощью стандартного литий-ацетатного ме-
тода [20]. Колонии выращивали на селективной
среде без триптофана и лейцина. Затем колонии
рассевали штрихом на чашках Петри с агаризо-
ванной селективной средой без триптофана,
лейцина, гистидина и аденина в присутствии
5 мМ 3-амино-1,2,4-триазола (3-AT) в качестве
ингибитора фоновой активации экспрессии ге-
на HIS3. Чашки инкубировали при 30°С в тече-
ние 2–3 суток.

pGBT9 Дрожжевой вектор двугибридной системы, кодирующий ДНК-связы-
вающий домен фактора транскрипции Gal4p

“Takara Bio”, 
Saint-Germain-en-
Laye, Франция

pGAD424 Дрожжевой вектор двугибридной системы, кодирующий трансактива-
торный домен фактора транскрипции Gal4p

“Takara Bio”, 
Saint-Germain-en-
Laye, Франция

pGBT-Su(Hw) Вектор pGBT9 с геном белка Su(Hw) Drosophila melanogaster, клониро-
ванным в одной рамке считывания с участком, кодирующим ДНК-
связывающий домен Gal4p

[26]

pGAD-mod Вектор pGAD424 с геном белка Mod(mdg4)-67.2 D. melanogaster, 
клонированным в одной рамке считывания с участком, кодирующим 
трансактиваторный домен Gal4p

[26]

pGBT10 Вектор, производный от pGBT9 и содержащий сайт NcoI Данная работа

pGAD425 Вектор, производный от pGAD424 и содержащий сайт NcoI Данная работа

pGBT-Rpn2 Вектор pGBT9 с геном RPN2, клонированным в одной рамке считыва-
ния с участком, кодирующим ДНК-связывающий домен Gal4p

Данная работа

pGAD-Rpn2 Вектор pGAD424 с геном RPN2, клонированным в одной рамке считы-
вания с участком, кодирующим трансактиваторный домен Gal4p

Данная работа

pGBT-Nas2 Вектор pGBT10 с геном NAS2, клонированным в одной рамке считыва-
ния с участком, кодирующим ДНК-связывающий домен Gal4p

Данная работа

pGAD-Nas2 Вектор pGAD425 с геном NAS2, клонированным в одной рамке считы-
вания с участком, кодирующим трансактиваторный домен Gal4p

Данная работа

pGBT-Rpn4 Вектор pGBT10 с геном RPN4, клонированным в одной рамке считыва-
ния с участком, кодирующим ДНК-связывающий домен Gal4p

Данная работа

pGAD-Rpn4 Вектор pGAD425 с геном RPN4, клонированным в одной рамке считы-
вания с участком, кодирующим трансактиваторный домен Gal4p

Данная работа

Название плазмиды Описание плазмиды Источник

Таблица 1.  Окончание
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Определение устойчивости дрожжей к стрессо-
вым условиям путем выращивания серийных разведе-
ний дрожжевой культуры на чашках Петри. Дрожже-
вые культуры растили до стационарной фазы в те-
чение ночи при 30°С. Культуры разводили до
конечной оптической плотности OD600 = 1, готови-
ли пятикратные разведения и высевали на твердую
селективную среду с добавлением стрессовых аген-
тов в виде капель объемом 5 мкл. В контроле
штаммы растили на среде без добавления стрес-
совых агентов. Устойчивость к стрессу исследуе-
мых дрожжевых штаммов определяли качествен-
но по скорости формирования колоний при 30°С.

Определение активности Dam-метилазы (DamID).
Плазмиду YCp-GDR-∆NCZnF, кодирующую хи-
мерный белок Dam-Rpn4∆NCZnF с делецией
ДНК-связывающего домена, получали путем кло-
нирования ПЦР-фрагмента гена RPN4, полученного
с праймерами RPN4-NcoI-F и RPN4-∆NCZnF-R, в
плазмиду YCp-GDR по сайтам NcoI и XhoI. Отсут-
ствие посторонних мутаций в последовательно-
стях клонированных фрагментов проверяли се-
квенированием.

Клетки штамма rpn4-∆, продуцирующие Dam-
метилазу, соединенную с убиквитинзависимым
дегроном Rpn4 (U-dam), гибридный белок Dam-
Rpn4 или гибридные белки Dam-Rpn4-C/A и
Dam-Rpn4∆NCZnF с нарушенной ДНК-связы-
вающей активностью Rpn4, растили при 30°С до
оптической плотности 1‒1.5 при длине волны
600 нм. Из полученной культуры выделяли геном-
ную ДНК с использованием смеси фенол-хлоро-
форм [27]. Далее 1 мкг геномной ДНК обрабатыва-
ли эндонуклеазами рестрикции MboΙ (“Thermo
Fisher Scientific”) в концентрации 1 ед./мкл не менее
18 ч при 37°С. Обработанную ДНК амплифицирова-
ли методом ПЦР в реальном времени с праймерами,
фланкирующими исследуемый GATC-сайт. Рефе-
рентной последовательностью служил фрагмент
гена RPT6, не содержащий сайтов GATC. Исполь-
зованные в работе праймеры указаны в табл. 2.
Каждую реакцию проводили в трех технических
повторах на приборе LightCycler 480-II (“Roche
Diagnostics”, США) в присутствии флуоресцент-
ного красителя Eva Green (“Синтол”, Россия).
Метилирующую активность (R) определяли по
соотношению сигналов от обработанной и необра-
ботанной ферментом пробы. Относительную мети-
лирующую активность (Rrel) определяли как соот-
ношение метилирующих активностей Dam-Rpn4,
или Dam-Rpn4-C/A, или Dam-Rpn4∆NCZnF к
U-dam. Разброс данных рассчитывали по ранее
описанной методике [23].

ПЦР в реальном времени с обратной транскрип-
цией (ОТ). Относительные уровни мРНК интере-
сующих генов определяли с помощью ОТ-ПЦР в
реальном времени, как описано ранее [8].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Картирование доменов Rpn4p, обеспечивающих 
устойчивость дрожжей к стрессовым факторам

Ранее нами проведен делеционный анализ
RPN4 и оценена роль участков этого фактора в ак-
тивации транскрипции протеасомных генов [8,
25]. Теперь полученный ранее набор мутантных
производных RPN4 дополнен вариантами с деле-
цией предполагаемого сигнала ядерной локали-
зации (участок, кодирующий аминокислотные
остатки 381‒398) и N-концевого домена “цинко-
вых пальцев” (участок, кодирующий аминокис-
лотные остатки 444‒468) (рис. 1а). В предыдущих
работах картирование важных участков Rpn4p
проводили в нормальных условиях роста дрож-
жей. Теперь основной задачей было определение
участков Rpn4p, необходимых для обеспечения
устойчивости дрожжевых клеток к различным
стрессовым воздействиям, а именно: окислитель-
ному стрессу, вызванному действием перекиси
водорода, ацетату кадмия и ингибитору трансля-
ции – циклогексимиду. Согласно полученным
данным (рис. 1б), как и ожидалось, продукция
полноразмерного белка Rpn4p, его более актив-
ного производного Rpn4(4K-R) с заменой лизи-
нов на аргинины в N-концевом трансактиватор-
ном домене (NTAD) [8] или варианта с делецией
N-концевого кислого домена (NAD), служащего
убиквитинзависимым сигналом деградации Rpn4p
[28], восстанавливает устойчивость мутантного
штамма с делецией гена RPN4, ко всем стрессовым
воздействиям. Делеция участка, состоящего из пер-
вых 56 аминокислот (Rpn4∆56), который входит в
состав N-концевого сигнала убиквитиннезависи-
мой деградации Rpn4p [29], лишь немного снижа-
ет защитную функцию Rpn4p.

Неожиданно дальнейшая делеция N-концево-
го домена Rpn4p привела к полной потере устой-
чивости дрожжей ко всем видам стресса, несмот-
ря на то, что форма Rpn4∆109 сохраняла доволь-
но высокую транскрипционную активность в
отношении протеасомных генов [8]. Далее, хотя
делеция 210 N-концевых а.о. полностью инакти-
вировала Rpn4p в отношении транскрипции про-
теасомных генов [8, 25], мутантный вариант за-
щищал клетки от действия окислительного стрес-
са и кадмия. Следует отметить, что вариант с
делецией 180 а.о. не обеспечивал защиту дрожжей
от действия кадмия и окислительного стресса. Эти
данные указывают на то, что между 180 и 210 а.о.
может находится репрессорный домен, действу-
ющий в отношении непротеасомных генов-ми-
шеней Rpn4p. Ранее нами и другими авторами
выявлена способность Rpn4p функционировать в
качестве репрессора транскрипции [12, 30]. Деле-
ция С-концевого кислого домена (CAD), функ-
ционирующего как трансактиваторный домен
[8], ожидаемо подавляла устойчивость дрожжей к
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Таблица 2. Олигонуклеотиды, использованные в работе

a Жирным шрифтом выделены сайты эндонуклеаз рестрикции. b DamID ‒ метод картирования участков генома, взаимодей-
ствующих с белками, с использованием ДНК-метилазы Escherichia coli.

Олигонуклеотид Нуклеотидная последовательность 5' → 3' Источник

Клонирование делеционных форм RPN4

RPN4-NcoI-F
RPN4-XhoI-R
RPN4-ΔNLS-F
RPN4-ΔNLS-R
RPN4-ΔNZnF-F
RPN4-ΔNZnF-R

AGAGAGAGACCATGGCTTCTACGGAACTTAGTа

ACACACAGACCTCGAGACGGGGGGTAAGTATATAATATAAT 
AACGGCACATTAGAAAATTATACTAAGAAGCACTTA
CTTAGTATAATTTTCTAATGTGCCGTTTTCATT
GATAATGAATGCTAAAAGGAAGATTGTCTTC
TCCTTTTAGCATTCATTATCTGACACGTAA

Данная работа
 

RPN4-ΔNCZnF-R CGACTGACGCTCGAGTTAATTCATTATCTGACACGTAA [25]

Клонирование генов в векторы дрожжевой двугибридной системы

RPN2-EcoRI-F
RPN2-XhoI-R
NAS2-NcoI-F
NAS2-XhoI-R
pGAD-GBT-iMCS-F
pGAD-GBT-iMCS-R

GAGAGAGAAGAATTCTCTTTGACGACTGCTGCTCCT
GAGAGAGAACTCGAGCTAAGCACTAGGGAAGTCGAC
CAGAGACCATGGAGGAAGAAGAATTAAGT
TACTGCCTCGAGTTATAGCTCTTGTATCCTACAACC
AATTGACCATGGCACATATGACACCACAACTCGAGG
AATTCCTCGAGTTGTGGTGTCATATGTGCCATGGTC

Данная работа

DamIDb

RPT6-ND-F
RPT6-ND-R
ACT1+880-F
ACT1+880-R
ADH1-251-F
ADH1-251-R
RPT6-545-F
RPT6-545-R

TAAACGTGAAGGACTTAAAG
CTTTTTCCACCATCATCAAC
GATGTCACGGACAATTTCTC
CTGGTTTCTCTCTACCTCAC
CAAGAACCGTTCAACCATTTG
CGTTAAATACTCTGGTGTCTG
CTACAGTTCTGAATTTGAGC
GACCAAATCTGAATAATCACG

 [23]

CLN1+300-F
CLN1+300-R
CLN2+319-F
CLN2+319-R

GTATCAACTTTCAGTGATGAC
CTTGGTCCTTTAACACTACTC
GCATAATAGTTACCAGAGTCG
CCTACTGAAAAACGGAAAGG

Данная работа

ПЦР в реальном времени

PDA1-EX-RT-F
PDA1-EX-RT-R
CLN2+319-F
CLN2+319-R

AGTTTGCTAAGGACTGGTGTC
AATTGGATCGTTCTTGGATC
GCATAATAGTTACCAGAGTCG
CCTACTGAAAAACGGAAAGG

Данная работа
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Рис. 1. Определение участков Rpn4p, обеспечивающих устойчивость дрожжей к стрессу. a – Схема положения деле-
ций в Rpn4p. б – Результаты теста на устойчивость к стрессовым агентам штамма 334t rpn4-Δ, синтезирующего деле-
ционные формы Rpn4p. Представлены фотографии репрезентативных чашек Петри после инкубации в течение 2 или
3 суток. В качестве положительного контроля использовали мутантный штамм rpn4-Δ, трансформированный плазми-
дой, кодирующей полноразмерный ген RPN4 (самый верхний ряд разведений), а в качестве негативного контроля –
штамм rpn4-Δ, трансформированный вектором pPDX2 (второй ряд разведений сверху). CHX – циклогексимид. 
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окислительному стрессу и кадмию, но при этом
защитные свойства в отношении циклогексими-
да сохранялись. Делеция центральной части бел-

ка, включающей оба кислых домена и участок
между ними, инактивировала фактор в случае
действия кадмия и значительно ослабляла при
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воздействии циклогексимида и окислительного
стресса. Можно предположить, что полной инак-
тивации не происходит из-за наличия NTAD у
этих делеционных вариантов белка. На основа-
нии этих данных можно говорить о том, что деле-
ция предполагаемого сигнала ядерной локализа-
ции Rpn4p не влияет на его функции, а также
предположить наличие в его структуре еще одно-
го сигнала ядерной локализации или возмож-
ность его транспорта в ядро в качестве белка, ас-
социированного с протеасомой [4, 29]. Наиболее
значимым и неожиданным результатом оказалось
то, что при полной делеции ДНК-связывающего
домена Rpn4p дрожжи сохраняют устойчивость к
циклогексимиду и перекиси водорода, но стано-
вятся чувствительными к кадмию. Следует отме-
тить, что при этом удаление N-концевого “цинко-
вого пальца” с сохранением С-концевого “цинко-
вого пальца” инактивировало Rpn4p в отношении
всех видов стресса. Таким образом, для функцио-
нирования Rpn4p как антистрессорного фактора
необязательно наличие ДНК-связывающего до-
мена. Возможно, в этом случае Rpn4p вовлечен в
белок-белковые взаимодействия.

Мутантный штамм с нарушенной экспрессией 
субъединицы 20S протеасомы проявляет 

повышенную устойчивость к циклогексимиду

Ранее при поиске мутаций, вызывающих свер-
хустойчивость к циклогексимиду, выявлены штам-
мы с мутациями в генах 20S протеолитического
субкомплекса протеасомы [31]. Поскольку Rpn4p c
делецией ДНК-связывающего домена не активи-
рует транскрипцию протеасомных генов [8, 25],
интересно было выяснить, способен ли мутантный
штамм YPL с нарушенной Rpn4-зависимой регу-
ляцией гена субъединицы PRE1 [15] проявлять
сверхустойчивость к циклогексимиду. Согласно
полученным результатам (рис. 2), штамм YPL
проявлял повышенную устойчивость к циклогек-

симиду по сравнению со штаммом дикого типа
при концентрации циклогексимида 50 нг/мкл.
Однако при более высокой концентрации цикло-
гексимида, 75 нг/мкл, разница в скорости форми-
рования колоний мутанта и дикого типа отсут-
ствовала. Ранее U. Gerlinger и соавт. сообщали
[31], что не все мутации, в частности в гене PRE1,
ведут к четко выраженному фенотипу свер-
хустойчивости к циклогексимиду. Как правило,
таким фенотипом обладают штаммы, несущие
мутации одновременно в двух генах (например,
pre1-1 pre4-1), что соответствует очень сильному
нарушению протеасомзависимого протеолиза.
Можно отметить, что в штамме 334t rpn4-∆ нару-
шена деградация белков в двух внутриклеточных
протеолитических системах: УПС (отсутствие
трансактиватора) и автофагии (отсутствие ключе-
вой протеазы Prb1p, обеспечивающей активацию
других протеаз в аутофагосомах [32]). Возможно,
такое серьезное нарушение внутриклеточного про-
теолиза функционально соответствует двойным
мутациям в протеасомных генах и вносит вклад в
наблюдаемый фенотип устойчивости к циклогек-
симиду в присутствие Rpn4∆210 и Rpn4∆NCZnF.

Rpn2p и Nas2p не взаимодействуют с Rpn4
в двугибридной дрожжевой системе

Полученные нами данные указывают на то,
что нарушение экспрессии протеасомных генов
вряд ли служит основным механизмом, посред-
ством которого мутант Rpn4∆NCZnF обеспечи-
вает устойчивость дрожжей к стрессу. Логично
предположить, что в отсутствие ДНК-связываю-
щей активности мутантный Rpn4p функциониру-
ет за счет взаимодействия с белками-партнерами
и белковыми комплексами. Ранее показано, что
Rpn4p может очищаться вместе с протеасомой
[33] и способен связываться с отдельными субъ-
единицами 19S регуляторного комплекса проте-
асомы, включая Rpn2p [4, 29]. Кроме того, в мас-

Рис. 2. Проверка устойчивости к циклогексимиду (CHX) штаммов дикого типа и мутантов с нарушенной функцией
протеасомы. Представлены фотографии репрезентативных чашек Петри после инкубации в течение 2 или 3 суток при
30°С. В эксперименте использованы штамм дикого типа BY4742 (WT), производный от него вариант с делецией гена
RPN4 (rpn4-Δ) и две независимые колонии штамма YPL с нарушенной Rpn4-зависимой регуляцией экспрессии гена
PRE1, кодирующего субъединицу 20S протеолитического комплекса протеасомы.
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штабных исследованиях белок-белковых взаи-
модействий показано, что Rpn4p физически
взаимодействует с Nas2p [34], который служит од-
ним из специализированных шаперонов, обеспечи-
вающих сборку 19S регуляторного субкомплекса
протеасомы [35]. Чтобы проверить полученные ра-
нее данные о взаимодействии Rpn4p с Rpn2p и
Nas2p, мы использовали дрожжевую двугибрид-
ную систему. Положительным контролем служи-
ли конструкции, продуцирующие белки Su(Hw) и
Mod(mdg4), взаимодействие между которыми в
двугибридной системе показано ранее [26]. Со-
гласно полученным данным (рис. 3a), Rpn4p, бу-
дучи соединенным с ДНК-связывающим доме-
ном Gal4p, может активировать экспрессию ре-
портерных генов и в отсутствие белка-партнера с
трансактиваторным доменом. Очевидно, это про-
исходит благодаря наличию собственных тран-
сактиваторных доменов Rpn4p. В парах pGBT-
Rpn2/pGAD425-Rpn4 и pGBT-Nas2/pGAD425-
Rpn4 не выявлено активации репортерных генов,
что выражается в отсутствии роста дрожжевых
колоний на селективной среде. Следует отметить,
что дрожжи растили в присутствии 5 мМ 3-AT, ‒
чтобы надежно подавлять фоновую активацию
репортерных генов. Полученные нами данные
согласуются с результатами систематичного ана-
лиза, проведенного G. Cagney и др. [36], по взаи-
модействию между субъединицами протеасомы в
дрожжевой двугибридной системе. Авторы тоже
не обнаружили продуктивного взаимодействия
между Rpn4p и Rpn2p при использовании 3-AT,
но выявили взаимодействие Rpn4p со структур-
ной субъединицей 20S протеасомы Pre7p. Однако
позже S. Ha и соавт. [29] с помощью высокочув-
ствительного метода переноса биотиновой метки
показали взаимодействие Rpn4p in vitro с такими
субъединицами 19S регуляторного комплекса про-
теасомы, как Rpn2p, Rpn5p, Rpt1p и Rpt6. Можно
предположить, что выявленные взаимодействия
Rpn4p с протеасомными субъединицами крат-

ковременные и служат “инструментом” дегра-
дации Rpn4p в протеасоме.

Rpn4p может привлекаться
к промоторным областям генов

за счет белок-белковых взаимодействий

В ходе исследования взаимодействия Rpn4p с
промоторными областями генов, как содержа-
щих его сайты связывания (PACE или MACE),
так и не содержащих их, нами неожиданно обна-
ружено, что Rpn4p может привлекаться к промо-
тору гена циклина CLN2, который не содержит
сайтов связывания фактора. Более того, мутант-
ный Rpn4p с ДНК-связывающим доменом, инак-
тивированным путем внесения замен остатков
цистеина на аланины, также привлекается к про-
мотору CLN2, хотя и с меньшей силой (рис. 4а).
Полученные данные указывают на то, что Rpn4p
может привлекаться к регуляторным областям ге-
нов, по-видимому, за счет белок-белковых взаи-
модействий. Из литературных данных известно,
что привлечение фактора транскрипции к гену
может быть непродуктивным, то есть не приво-
дить к изменению экспрессии гена [37]. С целью
выяснить, продуктивно ли привлечение Rpn4p к
CLN2, мы определили уровень мРНК CLN2 в
штамме BY4742 с мутацией rpn4-∆ относительно
изогенного штамма дикого типа. Оказалось, что в
мутантном штамме уровень мРНК CLN2 повы-
шен в среднем в 2 раза (рис. 4б). Из этого следует,
что Rpn4p служит репрессором гена CLN2. Кроме
того, проверили происходит ли взаимодействие
мутантного Rpn4p с делецией ДНК-связывающе-
го домена, Rpn4∆NCZnF, с геном CLN2. Соглас-
но полученным данным (рис. 4в), взаимодей-
ствие Rpn4∆NCZnF усилилось и превысило уро-
вень, наблюдаемый в случае белка дикого типа.
Взаимодействие Rpn4∆NCZnF усилилось также
и с промоторными областями Rpn4p-зависимых
генов: RPT6, содержащего PACE, и MAG1, содер-

Рис. 3. Анализ взаимодействия Rpn4p с субъединицей 19S регуляторного комплекса протеасомы Rpn2p и шапероном
Nas2p в дрожжевой двугибридной системе. а – Фотография репрезентативной чашки Петри. б – Схема комбинаций
плазмид, использованных при трансформации дрожжей. Штамм PJ69-4a, трансформированный комбинацией плаз-
мид pGBT-Su(Hw) и pGAD-mod, служил положительным контролем наличия белок-белковых взаимодействий.

а б

pGBT-Nas2 +
+ pGAD-Rpn4

pGBT-Rpn2 +
+ pGAD424

pGBT-Rpn2 +
+ pGAD424

pGBT-Su(Hw) +
+ pGAD-mod

pGBT-Su(Hw) +
+ pGAD424

pGBT-Nas2 +
+ pGAD424 pGBT-Rpn2 +

+ pGAD-Rpn4
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жащего MACE. Эти результаты можно объяснить
полученными нами ранее данными о том, что уро-
вень экспрессии мутантного белка Rpn4∆NCZnF
значительно выше, чем белка дикого типа [25]. Та-
ким образом, показано, что Rpn4p может привле-
каться к регулируемым им генам за счет белок-бел-
ковых взаимодействий и этот процесс стимулирует-
ся в случае делеции ДНК-связывающего домена.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В этой работе мы использовали набор делеци-
онных производных Rpn4p, чтобы картировать
функционально важные участки этого транскрип-
ционного фактора, ответственные за его “работу” в
условиях воздействия различных видов стресса.
Установлено, что бóльшая часть N-концевой обла-

Рис. 4. Rpn4p может привлекаться к промоторным областям регулируемых им генов за счет белок-белковых взаимо-
действий. а – Привлечение Rpn4p к промоторным областям генов-мишеней и генов, не регулируемых Rpn4p. В ана-
лизе DamID за единицу активности принят сигнал, полученный при метилировании гена ACT1 химерным белком
Dam-Rpn4. б – Анализ относительного уровня мРНК гена CLN2 с помощью ОТ-ПЦР в реальном времени. В качестве
референсного гена использован PDA1. в – Результаты анализа DamID с использованием химерного белка Dam-
Rpn4∆NCZnF. Данные представлены в виде среднего для трех независимых повторов, разброс данных представлен
стандартным отклонением. В экспериментах использованы штаммы BY4742 и производный от него BY4742 rpn4-∆.
Статистическая значимость различий в средних определена с помощью t-критерия Стьюдента. NS – отличия стати-
стически незначимы; **0.001 < p-value < 0.01; ***p-value < 0.001.
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сти, содержащая трансактиваторный домен NTAD,
а также кислый трансактиваторный домен CAD
нужны для устойчивости дрожжей ко всем видам
стресса. В то же время без NAD, предполагаемого
сигнала ядерной локализации или ДНК-связыва-
ющего домена Rpn4p может продолжать обеспечи-
вать защиту дрожжей от стрессовых воздействий.
Результаты, полученные с помощью DamID-ана-
лиза, указывают на возможность Rpn4p, лишенного
ДНК-связывающего домена, участвовать в регуля-
ции экспрессии генов за счет белок-белковых взаи-
модействий.

Отметим, что мутантные варианты Rpn4p без
NAD и NCZnF наиболее активны в отношении
устойчивости дрожжей к циклогексимиду и окис-
лительному стрессу (рис. 1б). Эти данные можно
объяснить повышением содержания соответству-
ющих мутантных вариантов Rpn4p, которые на-
блюдали ранее [25]. В случае делеции NAD стаби-
лизация Rpn4p связана, по-видимому, с наруше-
нием его деградации по убиквитинзависимому
пути [28]. На данный момент неясно, по какой
причине происходит стабилизация Rpn4p при де-
леции ДНК-связывающего домена.

Отсутствие активности предполагаемого сиг-
нала ядерной локализации можно рассматривать
как указание на наличие, как минимум, еще од-
ного сигнала транспорта Rpn4p в ядро, который
компенсирует отсутствие этого участка. Таким
сигналом может служить N-концевой дегрон, ко-
торый распознается α-кариоферином Srp1p в
комплексе с Sts1p [38]. Это предположение согла-
суется с полученными нами данными, указываю-
щими на то, что делеция первых 56 а.о., включаю-
щих значительную часть N-дегрона, незначитель-
но влияет на активность Rpn4p. Однако делеция
109 а.о., включающая в себя полный N-дегрон, по-
давляет способность Rpn4 обеспечивать устойчи-
вость дрожжей к стрессу (рис. 1б). Отметим, что
мутантный белок сохраняет некоторую актив-
ность активатора транскрипции протеасомных
генов [8]. Это не исключает того, что делеция 109
а.о. может подавлять способность Rpn4p регули-
ровать экспрессию непротеасомных генов. Не ис-
ключено также, что предполагаемый сигнал ядер-
ной локализации менее активен, чем N-концевой
дегрон.

Полученные нами и другими авторами данные
позволяют сформулировать несколько предполо-
жений о том, каким образом Rpn4p, лишенный
ДНК-связывающей функции, обеспечивает устой-
чивость дрожжей к стрессу.

Первое предположение заключается в том, что
Rpn4p без ДНК-связывающего домена может на-
рушать деградацию субстратов протеасомы, вклю-
чая белки, обеспечивающие устойчивость к рас-
сматриваемым видам стресса. Эта гипотеза ос-
нована на данных о том, что делеция ДНК-

связывающего домена повышает содержание
Rpn4 [25], а так как при этом сохранена N-конце-
вая область Rpn4p, обеспечивающая взаимодей-
ствие с 19S регуляторным комплексом протеасо-
мы [29], то мутантный Rpn4p продолжает более
интенсивно связываться с протеасомой, конку-
рируя с другими ее субстратами. Кроме того, му-
тантный Rpn4p сохраняет также Ubr2-зависимый
дегрон [28], благодаря чему может конкурировать
за связывание и полиубиквитинирование с дру-
гими субстратами Ubr2-лигазы, вызывая их ста-
билизацию.

Второе предположение заключается в привле-
чении Rpn4p в качестве трансактиваторного доме-
на к генам, не имеющим его сайтов связывания. В
отсутствие ДНК-связывающего домена происхо-
дит диссоциация мутантного Rpn4p от участков его
связывания в геноме и тогда, взаимодействуя с дру-
гими факторами транскрипции, он становится
участником регуляции другого набора генов, в том
числе вовлеченных в устойчивость к исследуемым
видам стресса.

И, наконец, третье предположение состоит в
том, что Rpn4p связывается с другими белками,
не имеющими отношение к регуляции тран-
скрипции генов, но вовлеченными в экспрессию
генетической информации на других этапах, в
том числе и в устойчивость дрожжей к циклогек-
симиду и окислительному стрессу. Так, согласно
информации, представленной в базе данных Sac-
charomyces cerevisiae database (https://www.yeastge-
nome.org/ посещение 06.02.2022), обнаружено
физическое взаимодействие Rpn4p с 29 белками.
Почти половину из этих белков составляют субъ-
единицы протеасомы или ее шапероны (Nas2p,
Pre2p, Pre7p, Rpn2p, Rpn5p, Rpn6p, Rpn10p,
Rpn12p, Sem1p, Rpt1p, Rpt2p, Rpt3p, Rpt5p, Rpt6p),
а также ферменты системы полиубиквитиниро-
вания белков (Ubr1p и Mub1p) и Hsp40p (Apj1p),
вовлеченный в SUMO-опосредованную деграда-
цию белковых агрегатов. Взаимодействие с этими
белками, по-видимому, функционально ведет к
деградации Rpn4p. К этой же группе можно отне-
сти Srp1p, гомолог кариоферина-α, который, по-
мимо импорта белков в ядро, взаимодействует с ри-
босомой и протеасомой и опосредует деградацию
новосинтезированных белков [38]. Показано, что
Srp1p взаимодействует с областью N-концевого
дегрона Rpn4p и обеспечивает его деградацию в
протеасоме, а нарушение функционирования
Srp1p повышает чувствительность дрожжей к
циклогексимиду и другим стрессовым факторам,
вызывающим накопление неправильно сверну-
тых белков [38]. Помимо Srp1p в связывании и
транспорте Rpn4p в ядро может участвовать
Mog1p, который, в свою очередь, связывается с
Ran-GTPазой [39]. Другая часть белков, взаимо-
действующих с Rpn4, вовлечена в регуляцию экс-
прессии генов на уровне организации хроматина
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(Ccr4p, Esa1p, Isw1p), метаболизма мРНК
(Nab2p, Dhh1p, Puf3p), регуляции трансляции
(Caf20p, Hek2p) и cворачивания новосинтезиро-
ванных белков (Ssb2p). Отдельно нужно отметить
взаимодействие Rpn4p c Dpb2p – второй боль-
шой субъединицей ДНК-полимеразы II, участву-
ющей в репликации и репарации ДНК [40]. Из-
вестно, что ДНК-полимераза II, участвует в репа-
ративном синтезе ДНК в ходе устранения
повреждений ДНК, вызванных окислительным
стрессом [41].

Полученные нами и другими авторами [36] дан-
ные указывают на то, что взаимодействие Rpn4p с
компонентами УПС имеет временный характер и
ведет к расщеплению Rpn4p. Возможно, такое же
значение имеют взаимодействия Rpn4p с шаперо-
нами, участвующими в сворачивании новосинтези-
рованных белков. Взаимодействие Rpn4p (прямое
или опосредованное) с белками, участвующими в
регуляции экспрессии генов на уровне организа-
ции хроматина, по-видимому, связано с его
функциями как регулятора экспрессии генов. На
сегодняшний день неясно, имеет ли функцио-
нальное значение взаимодействие Rpn4p с регу-
ляторами трансляции и ДНК-полимеразой II, ко-
торые, в свою очередь, имеют отношение к ответу
дрожжей на действие циклогексимида и окисли-
тельный стресс. Очевидно, что взаимодействие с
этими белками не требует участия ДНК-связываю-
щего домена Rpn4p. Таким образом, имеющиеся
на сегодняшний день данные указывают на то, что
Rpn4p может быть вовлечен в белок-белковые вза-
имодействия, которые выходят за рамки его функ-
ций как субстрата протеасомы или фактора тран-
скрипции. Необходимы дальнейшие исследова-
ния, чтобы верифицировать обнаруженные белки-
партнеры и установить значение взаимодействий
Rpn4p с ними.
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Rpn4p WITHOUT THE DNA-BINDING DOMAIN PROVIDES 
Saccharomyces cerevisiae RESISTANCE TO OXIDATIVE STRESS 

AND CYCLOHEXIMIDE
D. S. Karpov1, *, D. S. Spasskaya1, V. V. Tutyaeva1, and V. L. Karpov2

1 Center for Precision Genome Editing and Genetic Technologies for Biomedicine, Engelhardt Institute of Molecular Biology, 
Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia

2 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: aleom@yandex.ru

The ubiquitin-proteasome system is involved in the control of all essential molecular processes under normal
and stressed conditions. Rpn4p serves as a key transcriptional regulator of the proteasome in the Saccharo-
mycetes yeast and also involves in the cellular response to various stresses. In addition to proteasomal genes,
Rpn4p affects the expression of several hundred other genes, including genes involved in DNA repair and re-
sponse to oxidative stress. However, the molecular mechanisms used by Rpn4p in the control of its target
genes and acting as a regulator of cell response to stress conditions remain largely unclear. This work aims to
identify the Rpn4p domains required for cell resistance to various stress conditions. We showed that the N-
terminal and central parts of the protein contain the sites necessary for resistance to all types of stress. The
putative nuclear localization signal is not essential for Rpn4p function. Unexpectedly, with a deletion of both
“zinc finger” domains forming the DNA-binding domain, the protein provides resistance to oxidative stress
and cycloheximide. Moreover, we show that Rpn4p could be recruited to the promoter regions of genes it reg-
ulates, even if they do not contain its binding sites. The findings indicate that Rpn4 might mediate gene
regulation and cellular response to stress through protein-protein interactions.

Keywords: Rpn4p, deletion analysis, DNA-binding domain, oxidative stress
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Иммунофлуоресцентным методом и проточной цитометрией провели количественную оценку экс-
прессии опухоль-ассоциированного белка βIII-тубулина (TUBB3) в ткани уротелиального рака мо-
чевого пузыря и визуально нормальной слизистой (суммарно – 56 образцов). Экспрессия маркёра вы-
явлена в 100% случаев, при значительной гетерогенности уровня экспрессии TUBB3 как в опухоли, так
и в “нормальной” слизистой. Уровень TUBB3 в “нормальной” слизистой не зависел от удаленности
относительно опухоли (1 см или более 3 см) и в среднем по группе был статистически значимо ниже,
чем в опухолевой ткани (соответственно 21.8 ± 10.8% и 24.9 ± 13.2% vs 35.2 ± 12.4%; p = 0.04 и 0.005).
Выявлено повышение экспрессии TUBB3 в опухоли и в “нормальной” слизистой при инвазивной
по сравнению с неивазивной в мышечный слой формой рака мочевого пузыря. Таким образом, при
уротелиальном раке мочевого пузыря опухоль-ассоциированный белок TUBB3 может являться мо-
лекулярным маркёром вовлеченности в процесс малигнизации слизистой мочевого пузыря и про-
гнозировать риск мышечной инвазии опухоли, что влияет на формулировку показаний к ранней
цистэктомии.

Ключевые слова: рак мочевого пузыря, βIII-тубулин, проточная цитометрия, слизистая мочевого
пузыря, прогноз
DOI: 10.31857/S0026898422040036

ВВЕДЕНИЕ

Бета-тубулины – семейство белков, входящих
в состав микротрубочек, среди которых наиболее
полно изучен βIII-тубулин (TUBB3). Белок реги-
стрируют в широком спектре опухолей разных
локализаций [1] и традиционно ассоциируют с
устойчивостью к противоопухолевым препаратам
из группы таксанов [2‒4]. Эти препараты, связы-
ваясь с β-тубулином, нарушают динамику микро-
трубочек, вызывают остановку митоза и, в конеч-
ном счете, апоптоз [5, 6]. Сообщалось, что TUBB3
связан с резистентностью к еще одной группе ан-
титубулиновых агентов – алкалоидам Винка [7].

Уровень TUBB3 в опухоли ассоциирован также
с агрессивностью заболевания и регионарным ме-
тастазированием. В экспериментах in vitro показа-
но, что экспрессия TUBB3 связана с реализацией

клеточного фенотипа, устойчивого к неблагопри-
ятным воздействиям, таким как гипоксия, недо-
статок глюкозы или окислительный стресс [8‒10].
Включение данной изоформы β-тубулина в состав
микротрубочек изменяет их динамические свой-
ства, усиливает клеточную подвижность и позволя-
ет эпителиальным клеткам терять связь с базаль-
ной мембраной и мигрировать за нее [11‒13]. В
итоге гиперэкспрессия TUBB3 в опухоли увеличи-
вает ее метастатический потенциал.

Уникальность TUBB3 как потенциального опу-
холевого маркёра заключается в том, что этот бе-
лок практически не экспрессируется в эпителиаль-
ных тканях. В норме его экспрессия регистрируется
только в нейронах, меланоцитах, эндотелиоцитах и
макрофагах с низким уровнем и интенсивностью,
на порядки отличающихся от аналогичных показа-
телей в опухоли [1]. Это позволило нам сформули-
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ровать гипотезу о возможности диагностики ло-
кальной молекулярной распространенности опухо-
левого процесса в пораженном органе на основании
оценки экспрессии TUBB3 в нормальной ткани,
окружающей опухолевый очаг. Реальность этого
предположения была подтверждена в эксперимен-
тах на животных [14] и затем – при клинических ис-
следованиях [15‒17]. Наличие клеток, экспрессиру-
ющих TUBB3, выявлено в визуально нормальной
ткани соответствующего органа при опухолях раз-
ных локализаций: немелкоклеточном раке легкого,
раке желудка и пищевода, – при этом уровень экс-
прессии маркёра значительно варьировал от паци-
ента к пациенту [15‒17].

Таким образом, белок TUBB3 как потенциаль-
ный молекулярный маркёр имеет три модально-
сти: предиктивную (предсказывающую рези-
стентность к химиотерапии), прогностическую
(предсказывающую агрессивность течения болез-
ни) и диагностическую (определяющую локаль-
ную распространенность опухолевого процесса в
пораженном органе).

В настоящем исследовании мы развили по-
следнее направление, предложив возможность
молекулярной диагностики вовлеченности ви-
зуально нормальной слизистой мочевого пузыря
в процесс малигнизации при поражении органа
уротелиальным раком мочевого пузыря. Это за-
болевание принято рассматривать как исходно
многофокусное поражение слизистой мочевого
пузыря [18‒20], а потому выявление опухоль-ас-
социированного маркёра TUBB3 в визуально
нормальной слизистой может быть показателем
степени ее вовлеченности в процесс малигниза-
ции. В свою очередь такого рода данные могут
стать дополнительным ориентиром в прогнозе
агрессивности течения болезни, что особенно
ценно при исследовании материала, полученного
в ходе трансуретральной резекции.

Сказанное и определило цель исследования, в
котором проведена сравнительная количествен-
ная оценка уровня экспрессии TUBB3 в ткани

уротелиального рака мочевого пузыря и окружа-
ющей нормальной слизистой органа.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материал исследования. Дизайн исследования

включал сравнительный анализ уровня экспрес-
сии TUBB3 в образце ткани уротелиального рака
мочевого пузыря и в двух образцах визуально нор-
мальной слизистой того же больного. Всего иссле-
довано 56 образцов нормальной и опухолевой тка-
ни 18 пациентов. Характеристика больных, вклю-
ченных в исследование, представлена в табл. 1.

Непосредственно сразу после выполнения
трансуретральной резекции или цистэктомии
образцы ткани объемом от 8 до 125 мм3 помеща-
ли в 4%-ный раствор формальдегида (рН 7.4). У
каждого пациента исследована опухолевая ткань, а
также два образца визуально нормальной слизи-
стой: вблизи опухоли (на расстоянии около 1 см)
и вдали от нее (на расстоянии более 3 см).

Не менее чем через двое суток фиксации в фор-
мальдегиде каждый образец подвергали многосту-
пенчатой процедуре подготовки одноклеточной
суспензии, пригодной для работы на проточном
цитометре. Подробно метод описан ранее [21].

Иммунофлуоресцентное окрашивание и проточ-
ная цитометрия. Суспензию опухолевых клеток
(2 × 105 клеток/мл) в 0.5%-ном растворе бычьего
сывороточного альбумина (BSA), приготовлен-
ном в фосфатном буфере (pH 7.4), инкубировали
в течение 1.5 ч при комнатной температуре в тем-
ноте с первичными моноклональными кроличьи-
ми антителами к TUBB3 (ab52623, клон EP1569Y,
“Abcam”, Великобритания) в разведении 1 : 500.
После однократной отмывки в 20-кратном объе-
ме 0.5%-ного раствора BSA, приготовленного в
фосфатном буфере (pH 7.4), клетки инкубирова-
ли в течение 1.5 ч при 4°C в темноте со вторичными
антикроличьими антителами, конъюгированными
с флуоресцентной меткой DyLight 650 (ab98510,
“Abcam”), в разведении 1 : 500. Для удаления из ана-
лиза разрушенных клеток и эритроцитов суспензию

Таблица 1. Характеристика больных раком мочевого пузыря, включенных в исследование (n = 18)

Характеристики

Средний возраст (годы) – 61.1 ± 10.3

Пол
мужчины – 83.3%

женщины – 16.7%

Гистологический тип опухоли, согласно классификации ВОЗ (2004 г.)

Уротелиальный рак in situ – 16.7%

Папиллярный уротелиальный рак
низкой степени злокачественности – 50.0%

высокой степени злокачественности – 33.3%
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в течение 15 мин инкубировали с ДНК-красителем
Hoechst 33258 (“Sigma-Aldrich”, США) в концен-
трации 1.2 мгк/мл, после чего дважды отмывали
20-кратным объемом 0.5%-ного раствора BSA.

Иммунофлуоресцентное окрашивание образ-
цов опухолевой и нормальной ткани мочевого пу-
зыря, полученных от одного больного, проводили
в одном эксперименте. В качестве контроля ак-
тивности антител в каждом опыте использовали
культуру клеток рака молочной железы MCF-7
(ATCC, США).

Измерение флуоресценции клеток проводи-
ли на проточном цитометре Navios (“Beckman
Coulter”, США). Флуоресценцию красителей Dy-
Light 650 и Hoechst 33258 регистрировали на кана-
лах FL6 и FL9 соответственно.

В работе оценен уровень экспрессии TUBB3 –
количество специфически флуоресцирующих
клеток (%) относительно контроля (инкубация
клеток только с вторичными антителами), – рас-
считанный в программе FlowJo 10.0 (FlowJo, LLC)
с помощью теста Колмогорова–Смирнова.

Ранжирование молекулярного прогноза тече-
ния болезни в соответствии с уровнем экспрессии
TUBB3 в визуально нормальной слизистой моче-
вого пузыря проведено следующим образом:

1) благоприятный – уровень экспрессии TUBB3
в “норме” не превышает 20%;

2) настороженный – уровень экспрессии TUBB3
в “норме” >20%, но <40%;

3) неблагоприятный – уровень экспрессии
TUBB3 в “норме” ≥ 40%.

Статистический анализ. Статистическая обра-
ботка полученных данных проведена с помощью
метода квантильных диаграмм, критерия Шапи-
ро–Уилка, для попарного сравнения групп ис-
пользовали Тьюки-тест. Эти методы включены в
пакет GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software). Раз-
личия считали статистически значимыми при p ≤
0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Экспрессия TUBB3 в визуально нормальной 
слизистой и в ткани рака мочевого пузыря

Из 36 хирургических образцов нормальной сли-
зистой мочевого пузыря экспрессия TUBB3 выяв-
лена в 100% случаев (рис. 1). Учитывая, что иссле-
дование включает опухоли на самых ранних этапах
их развития, этот результат подтверждает право-
мочность рассмотрения немышечно-инвазивного
рака мочевого пузыря как “болезни слизистой”.
Молекулярная вовлеченность визуально нормаль-
ной ткани в процесс малигнизации у разных боль-
ных оказалась различной, так как в разных парах
сравнения отмечены в разной степени выражен-
ные различия между уровнем экспрессии TUBB3
в “норме” по сравнению с опухолью того же боль-
ного – от практически полного совпадения (об-
разец 11) до 9-кратно более низкого значения (об-
разец 18). Ни у одного пациента не выявлено более
высокой экспрессия TUBB3 в нормальной слизи-
стой по сравнению с опухолью.

На рис. 2 представлены квантильные диаграм-
мы, на которых приведен характер распределения

Рис. 1. Распределение образцов ткани рака мочевого пузыря и визуально нормальной слизистой органа по уровню
экспрессии TUBB3. Образцы ранжированы от минимального до максимального значения уровня экспрессии TUBB3
в ткани рака мочевого пузыря. Серая линия – это линия тренда, построенная по показателям уровня экспрессии
TUBB3 в опухолевой ткани.
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уровня экспрессии TUBB3 в опухоли и в “нор-
мальной” слизистой мочевого пузыря. Видно, что
во всех трех случаях значения уровня экспрессии
TUBB3 подчинялись закону нормального рас-
пределения (p > 0.05), что учтено при дальнейшей
статистической обработке результатов.

Несомненный самостоятельный интерес пред-
ставляет результат анализа количественных пока-
зателей уровня экспрессии TUBB3 у разных боль-
ных. Данные, представленные на рис. 1 и в табл. 2,
демонстрируют значительную гетерогенность опу-
холей по количественным показателям уровня экс-
прессии TUBB3 у разных пациентов: от минималь-
ного значения – 17%, до максимального – 55% (ме-
диана – 33.5%, среднее значение – 35.2 ± 12.4%).

Столь же гетерогенна по уровню экспрессии
TUBB3 “нормальная” ткань мочевого пузыря по

группе в целом; при этом как медианы показате-
лей для образцов нормальной слизистой вблизи
опухоли и в отдалении, так и средние значения не
различались между собой и составили 20.5% vs
20.0% и 21.8 ± 10.8% vs 24.9 ± 13.2% соответственно.

Статистический анализ результатов с исполь-
зованием Тьюки-теста показал, что количествен-
ный уровень экспрессии TUBB3 статистически
значимо выше в опухолях по сравнению с образ-
цами визуально нормальной слизистой мочевого
пузыря ‒ как вблизи (р = 0.005), так и вдали от но-
вообразования (р = 0.04).

Уровень экспрессии TUBB3 в зависимости
от инвазии опухоли в мышечной слой

В табл. 3 представлен анализ результатов ис-
следования уровня экспрессии TUBB3 в образцах

Рис. 2. Квантильные диаграммы характера распределения показателей уровня экспрессии TUBB3 в опухолевой и
“нормальной” слизистой мочевого пузыря. Прямая линия на рисунке соответствует нормальному распределению
(линия регрессии); pa ‒ уровень значимости, рассчитанный с помощью критерия Шапиро‒Уилка; нулевая гипотеза
о нормальности распределения показателя в выборке принималась при p > 0.05.
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Таблица 2. Количественные показатели экспрессии TUBB3 в клетках рака мочевого пузыря и в визуально нор-
мальной слизистой

a Среднее значение ± стандартное отклонение. b Нижняя и верхняя квартили соответственно. c Уровень значимости, рассчи-
танный при попарном сравнении групп Тьюки-тестом); нулевая гипотеза об отсутствие различий по показателю экспрессии
маркёра при попарном сравнении групп отклонялась при p < 0.05. Полужирным шрифтом выделены статистически значи-
мые различия. d Здесь и далее: образцы визуально нормальной слизистой мочевого пузыря вблизи и вдали от опухоли: 1 – на
расстоянии 1 см, 2 – на расстоянии более 3 см.

№ группы Образец ткани

Уровень экспрессии TUBB3, %

Среднее значениеa Медиана
[Q1; Q2]b

Тьюки-тест

группы сравнения pc

I Опухоль 35.2 ± 12.4 33.5
[24.5; 45.5] I vs II 0.005

II
“Норма”d

1 21.8 ± 10.8 20.5
[12.5; 32.5] II vs III 0.72

III 2 24.9 ± 13.2 20.0
[15.0; 40.5] I vs III 0.04
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уротелиального рака мочевого пузыря и визуально
нормальной слизистой органа. Деление на группы
сравнения проведено в зависимости от наличия
инвазии опухоли в мышечный слой – с инвазией
(группа I) и без инвазии (группа II). В группу III
включены образцы опухолей и “нормальной”
слизистой мочевого пузыря, когда диагностиро-
вать наличие мышечной инвазии опухоли не уда-
лось из-за отсутствия в материале фрагментов
мышечной ткани.

Прежде всего, стоит обратить внимание на
различие средних значений уровня экспрессии
TUBB3 в опухоли между группами I и II – 26.5%
vs 44.3%. Это может указывать на ассоциацию
уровня экспрессии TUBB3 в опухоли с инвазией в

мышечный слой, то есть с нарастанием агрессив-
ности опухолевого процесса.

В группе I отчетливо просматриваются также
различия по уровню экспрессии TUBB3 в опухо-
ли и в образцах визуально нормальной слизистой
мочевого пузыря независимо от ее удаленности от
новообразования. Суммарно, среднее значение
уровня экспрессии TUBB3 в “норме” составило
17.7%, что статистически значимо отличается от
показателя в опухоли – 26.5% (р = 0.01).

Другая картина отмечена в группе II с инвази-
ей опухоли в мышечный слой и высокими пока-
зателями уровня экспрессии TUBB3: не выявле-
но статистически значимых различий в уровне
экспрессии TUBB3 в опухоли и в образцах “нор-

Таблица 3. Уровень экспрессии TUBB3 в образцах визуально нормальной слизистой и поверхностного рака мо-
чевого пузыря

aПрогноз развития заболевания на основании уровня экспрессии TUBB3 в визуально нормальных тканях: благоприятный
(≤20%); настороженный (>20%, но <40%); неблагоприятный (≥40%). b Хирургическое лечение проведено методом трансурет-
ральной резекции (ТУР), цистэктомии (ЦЭ) или реализовано оба подхода (ТУР → ЦЭ).

№ Гистологический диагноз

Уровень экспрессииTUBB3, %

Прогнозa Вид операцииb

опухоль
“норма”

1 2

1

I. Без инвазии в мышечный слой

17 9 12

благоприятный

ТУР

2 19 15 18

3 20 11 9

4 22 13 21

5 25 20 12

6 27 18 6

7 30 11 16

8 31 20 19

9 29 20 27 настороженный

10 45 35 42 неблагоприятный

11

II. Инвазия в мышечный слой

41 40 34

неблагоприятный
ЦЭ12 53 38 45

13 40 40 40

14 43 32 41 ТУР → ЦЭ

15

III. Неизвестно

47 24 20 настороженный

ТУР
16 53 21 47 неблагоприятный

17 36 19 19
благоприятный

18 55 6 20
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мальной” слизистой мочевого пузыря. Суммар-
ный средний уровень экспрессии TUBB3 в “нор-
ме” составил 38.8%, а в опухоли – 44.3% (р > 0.05).

Ранжирование молекулярного прогноза тече-
ния болезни в соответствии с уровнем экспрессии
TUBB3 в визуально нормальной слизистой моче-
вого пузыря проведено, опираясь на следующие
данные. Так, в группе I без инвазии опухоли в мы-
шечный слой в 80% случаев индивидуальный по-
казатель уровня экспрессии TUBB3 не превысил
20% (при среднем значении 17.7%). Учитывая, что
существует некий фон показателя, ассоциирован-
ный с наличием в исследуемом материале нейро-
нов, клеток эндотелия и макрофагов с крайне низ-
кой экспрессией TUBB3, который, по данным ли-
тературы и собственным оценкам, суммарно
может достигать 10% [1, 14], выявленный в иссле-
дуемом образце ткани уровень экспрессии TUBB3
≤20% является крайне низким. Именно поэтому
уровень экспрессии TUBB3 в визуально нормаль-
ной слизистой ≤20% следует рассматривать как
указание на благоприятный прогноз течения бо-
лезни.

Только у двух из 10 больных в группе I без ин-
вазии опухоли в мышечный слой отмечен более
высокий уровень экспрессии TUBB3 в нормаль-
ной ткани (табл. 3, образцы № 9 и № 10). По на-
шему мнению, в этих случаях прогноз течения бо-
лезни необходимо рассматривать соответственно
как “настороженный” и “неблагоприятный”.

Согласно такой оценке, у всех пациентов груп-
пы II с подтвержденной инвазией опухоли в мы-
шечный слой по результатам молекулярного фе-
нотипирования TUBB3 можно прогнозировать
неблагоприятное течение заболевания. Следует
отметить, что у всех больных в этой группе высо-
кий уровень экспрессии TUBB3 в опухоли прак-
тически не отличался от “нормальной” слизистой
мочевого пузыря, как вблизи, так и отдаленно от
опухолевого узла.

Подтверждением правомочности подобного
рассмотрения результатов молекулярного фено-
типирования может быть клинический случай,
приведенный в нашем исследовании (образец
№ 14 в табл. 3). По результатам анализа образцов
опухоли и визуально нормальной ткани, полу-
ченных во время трансуретральной резекции, у
больного диагностирован неблагоприятный моле-
кулярный прогноз течения болезни. Спустя 3 меся-
ца по совокупности клинических признаков диа-
гностировано прогрессирование болезни и больно-
му выполнена цистэктомия.

Что же касается группы III, в которой из-за от-
сутствия адекватного материала не удалось оце-
нить инвазию опухоли в мышечный слой, по ре-
зультатам молекулярного тестирования в нее во-
шли больные с разным прогнозом. Эти пациенты, а

также все больные из группы I остаются под дина-
мическим наблюдением в реальном времени для
того, чтобы достоверно оценить практическую ин-
формативность молекулярной диагностики “нор-
мальной” слизистой в прогнозе агрессивности те-
чения уротелиального рака мочевого пузыря. Осо-
бенно важным это может оказаться для тех случаев,
когда при трансуретральном вмешательстве не уда-
ется получить фрагмент мышечной ткани и досто-
верно оценить степень ее инвазии опухолевыми
клетками. А случаев таких, как видно из пред-
ставленного материала, немало – 4 из 14 транс-
уретральных резекций (около 30%).

Реальные гистограммы распределения клеток по
интенсивности внутриклеточной флуоресценции
после завершения иммунофлуоресцентного окра-
шивания, по результатам которого количественно
оценивается уровень экспрессии белка TUBB3 в
исследуемой ткани, представлены на рис. 3.

Первый ряд гистограмм демонстрирует ре-
зультат анализа, который дает благоприятный
молекулярный прогноз заболевания (табл. 3,
№ 1). Видно, что уровень экспрессии TUBB3
низкий как в опухоли, так и в двух образцах “нор-
мальной” слизистой: 17, 9 и 12% соответственно.

Второй ряд гистограмм демонстрирует резуль-
тат анализа, который выявил уровень экспрессии
TUBB3 в опухоли и в одном из образцов “нормы”
около 30% (табл. 3, № 9). Согласно предложенной
градации, молекулярный диагноз распространен-
ности опухолевого процесса в слизистой мочево-
го пузыря в этом случае настороженный, хотя при
гистологическом исследовании инвазии опухоли
в мышечный слой не выявлено.

И наконец, третий пример относится к небла-
гоприятному молекулярному прогнозу (табл. 3,
образец № 12). Как в опухоли, так и в “нормаль-
ной” слизистой выявлен высокий уровень экс-
прессии TUBB3: 53, 38 и 45% соответственно. В
совокупности это указывает на выраженную ло-
кальную распространенность опухолевого про-
цесса в слизистой мочевого пузыря и в данном
случае молекулярный диагноз совпадает с гисто-
логическим заключением о наличии мышечной
инвазии опухоли.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Молекулярная диагностика опухолей является

важнейшим ориентиром в мотивированном вы-
боре тактики хирургического и лекарственного
ведения пациентов с разными злокачественными
новообразованиями. Раздел, который мы разви-
ваем в последние годы, – молекулярная диагно-
стика локальной распространенности процесса в
пораженном органе с использованием уникаль-
ного маркёра TUBB3.
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Уникальная особенность этого белка состоит в
том, что его экспрессия ассоциирована с опухо-
левой трансформацией, а в нормальной эпители-
альной ткани TUBB3 в незначительных количе-
ствах выявляется лишь в нейронах, эндотелиоци-
тах и макрофагах [1]. Этот факт и лег в основу
сформулированного ранее предположения о воз-
можности использования TUBB3 для “молеку-
лярного вылавливания” опухолевых клеток из
визуально и морфологически нормальной ткани,
окружающей опухолевый очаг. И реальность та-
кого подхода к оценке локальной распространен-
ности опухолевого процесса была подтверждена
нами при изучении немелкоклеточного рака лег-
кого, рака желудка и пищевода [10‒12].

В настоящем исследовании опухоль-ассоции-
рованный белок TUBB3 был изучен как возмож-
ный молекулярный маркёр вовлеченности в опу-
холевый процесс визуально нормальной слизи-
стой, окружающей очаг немышечно-инвазивного
рака мочевого пузыря.

Суммируя полученные результаты, прежде все-
го необходимо отметить их отличительную особен-
ность – они получены при количественной оценке
уровня исследуемого молекулярного маркёра им-
мунофлуоресцентным методом, ассоциирован-
ным с проточной цитометрией. Используя но-
вую методологию, мы получили прямое доказа-
тельство того, что опухоль-ассоциированный
белок TUBB3 может рассматриваться как новый

Рис. 3. Примеры гистограмм распределения клеток в зависимости от интенсивности клеточной флуоресценции при
иммунофлуоресцентном окрашивании опухоль-ассоциированного белка TUBB3. Сигнал флуоресценции детектиро-
вали в канале FL6 проточного цитометра. На серых гистограммах представлены контрольные образцы, которые ин-
кубировали только со вторичными антителами, конъюгированными с флуоресцентным красителем; на прозрачных –
экспериментальные образцы (инкубация с антителами к TUBB3 и затем со вторичными антителами); числа на гисто-
граммах – уровень экспрессии маркёра (%).
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молекулярный маркёр, позволяющий надежно,
количественно оценить при поверхностном ра-
ке мочевого пузыря вовлеченность в процесс
малигнизации визуально нормальной слизистой.
Следует заметить, что в большом числе исследо-
ваний сообщается о безусловном вкладе TUBB3
как в резистентность к противоопухолевой тера-
пии, так и в агрессивность течения онкологиче-
ских заболеваний [7, 22, 23].

Какова фундаментальная и практическая зна-
чимость описания новой модальности TUBB3?
Прежде всего, это важно с точки зрения оценки
агрессивности на разных этапах течения болезни,
что потенциально может быть ориентиром в вы-
боре тактики хирургического и лекарственного
лечения опухолей вообще и уротелиального рака
мочевого пузыря в частности. В последнем случае
это особенно актуально для немышечно-инва-
зивных опухолей, при которых дополнительный
фактор риска рецидива может повлиять на реше-
ние вопроса о показаниях к повторной транс-
уретральной резекции мочевого пузыря, на вы-
бор вида и продолжительности адъювантной
внутрипузырной терапии, а также на интенсив-
ность наблюдения за пациентом. Весьма пер-
спективным в практическом плане представляется
дальнейшее изучение выявленной корреляции
между вовлеченностью в процесс малигнизации
нормальной слизистой мочевого пузыря и инвазией
опухоли в мышечный слой. По результатам прове-
денного исследования обнаружение опухоль-ассо-
циированного белка TUBB3 более чем в 40% кле-
ток “нормальной” слизистой указывает на инва-
зию опухоли в мышечный слой, то есть на ее
агрессивность. Теоретически, появление молеку-
лярного маркёра, свидетельствующего не только
о высоком риске поражения уротелия, локализу-
ющегося за пределами визуально определяемой
опухоли, но и о риске мышечной инвазии, спо-
собно оказать влияние на формулировку показа-
ний к ранней цистэктомии.

Учитывая тот факт, что гиперэкспрессия
TUBB3 является молекулярным маркёром рези-
стентности опухоли к ряду антитубулиновых про-
тивоопухолевых препаратов [2‒4], следует отме-
тить, что оценка уровня экспрессии этого молеку-
лярного маркёра в опухоли имеет самостоятельное
значение и должна быть использована для мотиви-
рованного включения этих препаратов в схемы
лечения рака мочевого пузыря.

И наконец, необходимо подчеркнуть, что по-
лученные результаты подтверждают справедли-
вость ранее высказанного нами утверждения, что
морфологически нормальная ткань, окружающая
опухоль, является источником актуальной ин-
формации и должна подвергаться молекулярной
диагностике наряду с тканью новообразования.

Как и в случае с TUBB3, при этом могут быть по-
лучены важные сведения для понимания “моле-
кулярного патогенеза” малигнизации слизистой
мочевого пузыря.
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MOLECULAR DIAGNOSTICS OF INVOLVEMENT OF VISUALLY NORMAL 
MUCOSA IN THE MALIGNANCY PROCESS IN UROTHELIAL

BLADDER CANCER
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Immunofluorescent method by f low cytometry was used to quantify the expression of the tumor-associated
protein βIII-tubulin (TUBB3) in the tissue of urothelial bladder cancer and visually normal mucosa (56 sam-
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ples in total). The expression of the marker was detected in 100% of cases, and heterogeneity of TUBB3 ex-
pression level both in tumor tissue and in “normal” mucosa was revealed. The level of TUBB3 in the “nor-
mal” mucosa did not depend on the distance from the tumor (1 cm or more than 3 cm) and, on average, it
was lower than in the tumor tissue (35.2 ± 12.4% vs 21.8 ± 10.8% and 24.9 ± 13.2%; p = 0.005 and 0.04, re-
spectively). An increase of the TUBB3 expression in the tumor and in the “normal” mucosa was revealed in
muscle invasive bladder cancer compared to non-muscle invasive one. Thus, in urothelial bladder cancer, the tu-
mor-associated protein TUBB3 is a molecular marker of bladder mucosa involvement in the malignancy process
and predicts the risk of tumor muscle invasion, which may influence on indications for early cystectomy.

Keywords: bladder cancer, βIII-tubulin, f low cytometry, bladder mucosa, prognosis
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Лакказы грибов ‒ это оксидоредуктазы с низкой субстратной специфичностью. Для получения ги-
бридных катализаторов с новыми свойствами на основе лакказы необходимо знать характеристики
поверхности этого фермента. Мишенями для реакций иммобилизации служат молекулы лизина,
экспонированные на поверхности лакказы. В качестве платформы для выявления экспонирован-
ных на поверхности лакказы сайтов, потенциально пригодных для замещения остатками лизина,
мы использовали LAC3-K0, лишенный остатков лизина. На основе 3D модели LAC3-K0 были вы-
браны семь сайтов и с помощью сайт-направленного мутагенеза получены мутанты с единичными
остатками лизина (UNIKn, где n ‒ номер остатка). Все мутанты экспрессировали в клетках Saccha-
romyces cerevisiae W303-1A. По способности окислять гваякол или 2,2'-азино-бис(3-этилбензотиазо-
лин-6-сульфоновую кислоту (ABTS) на чашках с агаром их отнесли к функционально секретируе-
мым белкам. Все варианты, как и ожидалось, были активными при кислых, но не при нейтральных
значениях рН. Эти варианты оставались стабильными при температуре 15‒55°C и полностью утрачивали
активность при 70°C. Показано, что замена одного или двух поверхностных остатков лизина сильно вли-
яла на активность фермента и его субстратную специфичность независимо от расстояния этих остатков
от сайта Т1. Каталитические параметры (  и ), измеренные по отношению к ABTS, различались у
разных вариантов;  была в 1.5‒2 раза выше у UNIK269 и у тройного мутанта с  = 0.27 и 0.30 соот-

ветственно;  равна 30.25 у UNIK238 и 32.34 у тройного мутанта. Установлено, что свойства гидрофоб-
ных областей на поверхности LAC3-K0 следует учитывать при взаимодействии гибридных материалов.
Все полученные нами варианты с уникальными поверхностными остатками лизина содержат сайты,
пригодные для контролируемой ориентации лакказы при дизайне гибридных материалов.

Kлючевые слова: лакказа, ориентированная функционализация, сайт-направленный мутагенез, UNIK
DOI: 10.31857/S0026898422040024

ВВЕДЕНИЕ

Лакказы ‒ п-дифенолоксидоредуктазы [КФ
1.10.3.2] ‒ “мультимедные” ферменты, содержа-
щие четыре иона меди, организованных в два ак-
тивных центра. Расположенный на поверхности
медный сайт типа I участвует в окислении фе-
нольных субстратов, тогда как скрытый трехъ-
ядерный медный центр участвует в сопутствую-
щем восстановлении O2 до воды [1, 2]. Лакказы

рассматриваются как “зеленые катализаторы”,
благодаря их способности использовать молеку-
лярный O2 как акцептор электронов с образова-
нием воды в качестве единственного побочного
продукта [3‒5]. Низкая специфичность лакказ
позволяет им катализировать окисление широко-
го круга фенольных соединений, ароматических
аминов и ионов металлов. Лакказы, широко рас-
пространенные в природе, выполняют разнообраз-
ные биологические функции, включая участие в
морфогенезе, защите от стресса и деградацию лиг-
нина [6]. Лакказы грибов обладают высоким ре-
докс-потенциалом (730–790 мВ), однако для дегра-

app
MK app

catk
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maxV app
MV

app
catk

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0026898422040024 для авторизованных поль-
зователей.
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дации некоторых компонентов лигнина и других
субстратов с высоким редокс-потециалом требу-
ется присутствие редокс-медиаторов [7, 8].

В последние 10 лет лакказы привлекали особое
внимание из-за их редокс-свойств и надежности
как катализаторов. Они используются в экологи-
чески чистых производствах, включающих био-
технологические процессы получения текстиля,
косметических средств, пищевых продуктов, ле-
карственных препаратов, биотоплива и энергии.
Недавно лакказы нашли применение в нанобио-
технологиях [6, 9], области, возникшей на перед-
нем крае биотехнологии, в которой технологии
функционализации и иммобилизации использу-
ются для интеграции ферментов при дизайне ги-
бридных наноматериалов (NM) с улучшенными
характеристиками и свойствами, еще не обнару-
женными в природе.

Иммобилизация ‒ давно известный мощный
инструмент улучшения свойств природных фер-
ментов [10], применение которых затрудняется та-
кими постпроизводственными проблемами, как
недостаточная стабильность, длительность хране-
ния, условия применения (pH и температура), вос-
становление и рециклинг катализатора. Для им-
мобилизации используют свойства аминокислот-
ных остатков, локализованных на поверхности
молекулы фермента, такие как, например, актив-
ные группы цистеина или лизина, которые могут
участвовать в ковалентном связывании [10]. Как
описано в обзоре Hoarau и соавт. [11], химически
хорошо охарактеризованные самособирающиеся
монослойные (SAM) поверхности, образованные
короткими цепочками этиленгликоля и цистеин-
активными малеимидными группами, могут ис-
пользоваться для ковалентного связывания остат-
ков цистеина, расположенных на поверхности
фермента. Прогресс в изучении взаимодействий на
молекулярном уровне между белками и материа-
лом подложек, которые вносят вклад в повышение
стабильности и активности, обеспечивают разра-
ботку методов, которые модулируют взаимодей-
ствие фермент-подложка. Один из таких подходов ‒
рациональный дизайн вариантов с контролируе-
мой ориентацией фермента по отношению к по-
верхности подложки [11‒13]. Обеспечить нужную
ориентацию можно путем сайт-направленного
замещения аминокислотных остатков, располо-
женных на поверхности, остатками с активными
функциональными группами, которые будут ми-
шенями последующих реакций сопряжения с вы-
бранным материалом. Например, описана ориен-
тация лакказ на поверхности модифицированных
карбоновых нанотрубок с целью синтеза эффек-
тивных биокатодов через специфичную кова-
лентную функционализацию уникальных остат-
ков лизина [14, 15]. Ориентация молекул фермен-
та (при увеличении числа “связанных” молекул)
на поверхности электрода позволяет измерить

прямой перенос электронов (DET) с электрода на
фермент; DET может модулироваться как функ-
ция ориентации фермента [14, 15].

Благодаря хорошо изученной топографии,
некоторые лакказы идеальны для получения
представлений о модуляции функций фермента
посредством сайт-направленного мутагенеза по-
верхностных аминокислотных остатков, пред-
сказанных с помощью биоинформатических ин-
струментов, для дизайна точных изменений. Лак-
каза LAC3 Trametes sp. штамм C30 катализирует
окисление природных и синтетических соедине-
ний [16, 17], ее активность модулируется путем
создания на поверхности разных сайтов функци-
онализации [14, 15, 18]. Использование варианта
LAC3, лишенного лизиновых групп, позволяет вве-
сти уникальные остатки лизина в любое место по-
верхности фермента [18].

С целью выяснения влияния локализации остат-
ков лизина на поверхности лакказы на функцию
лакказы нами получен и охарактеризован набор
вариантов LAC3 с оригинальными единичными
остатками лизина.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы, среды и плазмиды. Во всех манипуля-
циях с ДНК использовали штамм Escherichia coli
DH5α (FΔ80lacZ ΔM15 Δ(lacZYAargF)U169 deoR
recA1 endA1 hsdR17(rk, mk +) phoA supE44 thi1gyrA96
relA1 λ)). Клетки E. coli растили в среде Luria–
Bertani (LB, 10 г/л триптона, 5 г/л дрожжевого
экстракта, 10 г/л NaCl). При необходимости до-
бавляли ампициллин (100 мкг/л). Плазмиды и
праймеры, использованные в настоящей рабо-
те, приведены в табл. 1. Рекомбинантные лак-
казы экспрессировали в дрожжевой плазмиде
pAKLAC3-K0 [16, 18], используемой в качестве
исходной плазмиды для получения мутантных
производных лакказы. Штамм Saccharomyces cer-
evisiae W303-1A (MATa{leu2-3,112 trp1-1 can1-100
ura3-1 ade2-1 his3-11,15}) использовали для экс-
прессии лакказы. Трансформанты S. cerevisiae вы-
ращивали в селективной среде (6.7 г/л YNB без
аминокислот, 5 г/л казаминокислот, 90 мг/л аде-
нина; 40 мг/л триптофана; 50 мM сукцинатного
буфера pH 5.3; 0.5% v/v гваякола; 100 мкM CuSO4) и
20 г/л глюкозы в качестве источника углерода (SD).

Молекулярная модель. На сервере Swiss Model
(swissmodel.expasy.org) сгенерирована замещен-
ная 3D модель, основанная на кристаллической
структуре лакказы 1GYC T. versicolor в качестве
матрицы (Protein Data Bank, http://www.rcsb.org).
Эту модель использовали для предсказания экс-
понированных на поверхности аминокислотных
остатков LAC3 (GenBank AAR00925.1) с примене-
нием программ GetArea (www.expasy.org) и PyMOL
(pymol.org). Для предсказания гидрофобных
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участков (HP) на поверхности белков использо-
вали web server protein-sol (http://protein-sol.man-
chester.ac.uk/) [19].

Дизайн и конструирование мутантов. Плазмиду
pAKLAC3-K0, кодирующую вариант LAC3, не
содержащий остатков лизина (K0 = K40 > M, K71 >
H), использовали как ДНК-матрицу для получе-
ния единичных лизиновых мутантов, названных
UNIKn, где n ‒ положение остатка лизина в по-
следовательности LAC3. Для получения вариан-
тов UNIK, названных UNIK238 (Q238K), UNIK254
(D254K), UNIK269 (V269K), UNIK270 (T270K),
UNIK283 (D283K), UNIK291 (D291K) и UNIK293
(A293K), использовали набор Quick-change muta-
genesis kit (“Thermo Scientific”, США). Последо-
вательности мутагенных праймеров, сконструи-
рованных в этой работе, приведены в табл. 1.
Правильность мутантных последовательностей
подтверждена секвенированием. В двух случаях,
обусловленных, возможно, ошибками ДНК-поли-
меразы, обнаружены случайные мутации (выде-
лены полужирным) в вариантах UNIK269 (D96N/
V269K/T479A) и UNIK291 (A89S/D291K). Поскольку
эти мутации картированы на поверхности 3D моде-
ли LAC3-K0, а мутантные варианты фермента-
тивно активны, мы решили включить их в иссле-
дование и сравнить активности этих вариантов и
реципрокных единичных мутантов (рис. 1).

Трансформация клеток дрожжей и анализ актив-
ности лакказы на чашках. Штамм S. cerevisiae
W303-1A трансформировали плазмидами по про-
тотипу с использованием ацетата лития/ДНК-
носителя /PEG [20]. После трансформации клет-
ки распределяли по поверхности чашек с селек-
тивной средой SD и инкубировали при 28°C в те-
чение 4 дней. Лакказную активность определяли

количественно на чашках со средой SD, содержа-
щей 100 мкM CuSO4 и 0.5% v/v гваякола. Фермен-
ты LAC3 и LAC3-K0, использованные в качестве
контроля, получали, как описано Zhou и соавт. [21].

Продукция вариантов лакказы в дрожжах и
определение лакказной активности. Клетки дрож-
жей, продуцирующие варианты лакказы, куль-
тивировали в течение 60 ч при начальной плот-
ности OD600 = 0.1 в 50 мл среды SD в 250 мл колбах
при 28°C и 160 об./мин. После центрифугирова-
ния (4200 об./мин, 10 мин), супернатант филь-
тровали через бумажный фильтр (Whatman № 1),
затем пропускали через фильтр из стекловолокна
(поры 1.6 мкM) и концентрировали в ячейке для
ультрафильтрации (“Amicon”, CША) с мембра-
ной для белков 10 кДа (“Millipore”, США). Кон-
центрат фермента хранили при –80°C в 30% (w/v)
глицерине. Активность лакказы (5 мкл концентри-
рованного супернатанта) определяли при 25°C пу-
тем окисления 1 мM 2,2'-азино-бис (3-этилбензо-
тиазолина-6-сульфоновой кислоты) (ABTS) в
100 мM натрий-ацетатном буфере (pH 4.4) в сум-
марном объеме 1 мл. Окисление ABTS измеряли
при 436 нм (ε = 29300 M–1 см-1), используя спек-
трофотометр DU640 (“Beckman”). Ферментатив-
ную активность выражали в международных еди-
ницах (U). За одну единицу активности принимали
количество фермента, необходимое для окисления
1 мкмоль/мин ABTS. Концентрацию белка опреде-
ляли по методу Брэдфорда [22].

Характеристика кинетических параметров (ка-
жущаяся Vmax и KM) и условия стабильности грубого
экстракта лакказы. Значения кажущейся Vmax и KM
определяли по уравнению Михаэлиса‒Ментен,
затем рассчитывали значения kcat. Использовали
ABTS в концентрации 0.25, 0.5, 1,0, 2.5, 3.0 и

Рис. 1. 3D модель LAC3-K0, представленная в виде серых ленточных диаграмм (a и б). Поверхностные аминокислот-
ные остатки, выбранные для мутагенеза, выделены черными палочками, медь в сайте Т1 показана черной сферой,
трехъядерный медный сайт обведен кружком. В качестве образца использованы координаты кристаллической струк-
туры лакказы (1GYC) Trametes versicolor.
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5.0 мМ в 100 мМ натрий-ацетатном буфере (pH 4.4)
с 5 мкл концентрированного фермента в объеме
1 мл. Все измерения проводили в трех повторно-
стях в описанных ранее условиях. Поскольку в
катализе лакказы участвуют два субстрата и инва-
риантный [O2], который, как полагают, присут-
ствует в насыщающей концентрации, KM для раз-

ных субстратов считали кажущейся ( ). При
допущении, что 100% лакказы участвует в катали-
зе как активный фермент, измеренные kcat и Vmax

также считали кажущимися (  и ).
Температурная и рН-стабильность лакказы. Тер-

мостабилььность выбранных вариантов лакказы
анализировали, инкубируя грубый концентри-
рованный супернатант среды культивирования
при разных температурах (15, 25, 37, 55 и 70°C) в
течение 120 мин и оставляли при 4°C до измере-
ния активности. Лакказную активность опреде-
ляли при 25°C в предварительно описанных усло-
виях с 1 мM ABTS в качестве субстрата в 100 мM
натрий-ацетатном буфере (pH 4.4). Влияние pH

app
MK

app
catk app

maxV

на стабильность лакказы исследовали, инкубируя
супернатанты при разных значениях pH в 100 мM
ацетатном буфере (pH 3.5‒4.5) или в 100 мM фос-
фатном буфере (pH 5‒7.5) в течение 180 мин при
25°C. Концентрированные супернатанты пере-
носили в стандартные реакционные смеси для
определения лакказной активности с 1 мM ABTS
в качестве субстрата (pH 4.4), затем рассчитывали
удельную активность каждого варианта (SA).

Влияние температуры и рН на активность лакка-
зы. Для изучения действия температуры концен-
трированные супернатанты инкубировали при
15, 25, 37, 55 и 70°C в течение 30 мин, активность
лакказы определяли при соответствующей темпе-
ратуре в стандартных условиях [21]. Влияние рН
на активность лакказы определяли в концентри-
рованном супернатанте в 100 мM ацетатном бу-
фере/100 мM фосфатном буфере (pH 3.5‒7.5) при
25°C с 1 мM ABTS в качестве субстрата, затем рас-
считывали удельную активность каждого варианта.

Скрининг окисления фенольных соединения.
Окисление соединений определяли по прото-

Tаблица 1. Плазмиды и праймеры , использованные в работе

а Подчеркнут кодон, кодирующий мутантный лизин AAA/TTT.

Плазмида Положение кодона Расстояние до Т1, Åa Ссылка

pAK145-LAC3 K40/K71 31.8/27  [16]
pAK-145-K0 M40/H71 31.8/27  [14]
pAK-145-Q238K 238 17.5 Эта работа
pAK145-D254K 254 42 То же
pAK145-V269K 269 20.8 »
pAK145-T270K 270 24.5 »
pAK145-D283K 283 41 »
pAK145-D291K 291 36.4 »
pAK145-A293K 293 32.8 »
pAK145-D96N/V269K/T479A 96/269/479 30.6/20.8/33 »
pAK145-A89S/D291K 89/291 30/36.4 »

Праймер Нуклеотидная последовательность (5' → 3')а

Q238KFwd
Q238KRev

GTCGACTCGATCAAAATTTTCGCCGGG
CCCGGCGAAAATTTTGATCGAGTCGAC

D254KFwd
D254KRev

ACCGCGGATCAAAAAATCGGTAACTAC
GTAGTTACCGATTTTTTGATCCGCGGT

V269KFwd
V269KRev

CTAACACCGGTACAAAAACCACCGATGG
CCATCGGTGGTTTTTGTACCGGTGTTAG

T270KFwd
T270KRev

GGTACAGTCAAAACCGATGGCGGC
GCCGCCATCGGTTTTGACTGTACC

D283KFwd
D283KRev

CATTCTGCGTTACAAAACGGCGGACCC
GGGTCCGCCGTTTTGTAACGCAGAATG

D291KFwd
D291KRev

CGATCGAACCCAAAGCCGCAGACC
GGTCTGCGGCTTTGGGTTCGATCG

A293KFwd
A293KRev

GAACCCGACGCCAAAGACCCCACCAG
CTGGTGGGGTCTTTGGCGTCGGGTTC
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колу, описанному Pardo и соавт. [7] с некоторы-
ми изменениями. Катехол, ванильную кислоту,
галловую кислоту, феруловую кислоту и вани-
лин получили от “Sigma-Aldrich” (ФРГ). Исход-
ные 10 мM растворы готовили в 20%-ном этаноле
за исключением катехола, который растворяли в
воде. Реакции проводили в 96-луночных планше-
тах, добавляя 10 мкл концентрированного экс-
тракта лакказы, 180 мкл 100 мM ацетатного буфе-
ра pH 5.0 и 20 мкл исходного раствора субстрата в
лунку. Контрольную реакцию проводили в отсут-

ствие субстрата. Реакции проводили в двух повто-
рах для каждого варианта в планшетном ридере
(“Bio-Rad”, CША, Model 680) с каждым субстра-
том при подходящей длине волны (400‒450 нм).
Показания снимали после инкубации в течение 0,
0.5, 1, 2, 4, 6, 8 и 24 ч. Среднее значение ΔAbs на
1 мкг белка рассчитывали для каждого варианта и
нормировали по активности LAC3 дикого типа.
Относительную активность каждого варианта по
отношению к активности контрольной LAC3 рас-
считывали согласно следующей формуле [7]:

где ∆Abs ‒ изменение поглощения; ∆AbsX ‒ из-
менение поглощения в реакции мутанта с еди-
ничной заменой; ∆Abscontrol ‒ изменение погло-
щения в реакции LAC3 дикого типа; ∆Absblank ‒
изменение поглощения в реакции без фермента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Дизайн и экспрессия вариантов UNIK лакказы

С целью получения единичных экспонирован-
ных функционализованных остатков лизина, ло-
кализованных на разных расстояниях от медных
сайтов T1 или T2/3, сначала анализировали 3D
модель поверхности фермента LAC3-K0. На по-
верхности K0 экспонированы 115 аминокислот-
ных остатков, остатки глицина и пролина мы не
рассматривали, чтобы избежать потенциально
крупных изменений структурно-функциональ-
ных отношений в молекуле белка. Из оставшихся
85 аминокислотных остатков с разной степенью
экспонированности растворителю для замены на
остаток лизина были отобраны семь в домене 2
(который содержит небольшое число консерва-
тивных остатков). Эти остатки локализованы на
разных расстояниях от медного сайта 1, из них
консервативным в лакказах является только Q238
(рис. 1). Расстояние от сайта мутации до T1 во
всех потенциальных вариантах UNIK LAC3 рас-
считывали на основе модели. Таким образом, на
первом этапе мы ввели остатки К, которые будут
находиться на расстоянии от 17.5 до 41 Å от T1
(табл. 1). В этой работе все варианты UNIK лак-
казы, экспрессируемые в S. cerevisiae в виде секре-
тируемых белков, обладали способностью окислять
гваякол, ABTS и выбранные субстраты (рис. S1
Приложения, см. Дополнительные материалы на
сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2022/4/
supp_Arteaga-Castrejón_rus.pdf). Примечательно,
что спонтанные мутации, возникшие в ходе мутаге-
неза и приведшие к дополнительным заменам на
поверхности двух производных UNIK ‒ UNIK269
(D96N/V269K/T479A) и UNIK291 (A89S/D291K) ‒
без нарушения ферментативной активности.

Поэтому эти мутанты включили в исследование
и сравнили с соответствующими единичными
UNIK-мутантами. Биохимические свойства ва-
риантов анализировали с использованием гру-
бых супернатантов без дальнейшей очистки.
Активности нормировали по содержанию белка
(относительная удельная активность).

Определение кажущихся кинетических параметров

Кажущиеся кинетические параметры ( ,
 и ) получали путем подгонки кривой Vi =

= f([ABTS]) по уравнению Михаэлиса‒Ментен.
Величины  имели субмиллимолярные значе-
ния (≈0.3‒0.9 мM). Примечательно, что они на-
ходились в том же диапазоне, что и у контрольного
фермента ‒ 0.27‒0.30 у UNIK269 тройного мутанта.

Значения  были относительно близкими у раз-
ных вариантов за исключением мутантного вари-
анта V269K, у которого оно было немного выше ‒
в 1.5‒2 раза (табл. 2). С другой стороны, UNIK238 и

UNIKD96N/V269K/T479A имели сходные значения  ‒
30.25 и 32.24, соответственно, более высокие, чем
у остальных вариантов.

pH и температурная стабильность
Стабильность вариантов лакказы оценивали,

преинкубируя ферменты при разных температурах
или значениях рН и определяя остаточную актив-
ность окисления ABTS. Стабильность вариантов
оставалась постоянной в интервале pH 5.5‒7.5 с
ABTS в качестве субстрата и слегка увеличивалась
при pH 5.5 у большинства вариантов в отличие от
стабильности лакказы UNIK291, сниженной при-
мерно на 20% при pH 5.5 и 6.5. Показано, что LAC3-
K0 была более стабильной, чем мутантные вариан-
ты, причем стабильность увеличивалась на 53% при
pH 6.5 (рис. 2а). Обнаружено, что все варианты
остаются стабильными при температуре от 15 до
37°C; после 120 мин инкубации при 55°C сохраня-
ется от 63 до 75% исходной активности. Все вариан-

( ) ( ) ( ) ( )Δ − Δ Δ − Δ     X blank control blankX controlAbs Abs protein Abs Abs protein ,
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ты полностью инактивируются после продолжи-
тельной инкубации при 70°C (рис. 2б).

Влияние pH и температуры на активность лакказы

Самая высокая активность лакказы обнаруже-
на при кислых значениях pH 4.5 (рис. 3а). При бо-
лее высоких значениях pH активность лакказы во

всех случаях снижается почти до нуля (при pH 7.5
потеря активности достигает 98%). Активность
вариантов лакказы, достаточно стабильная в ин-
тервале 15‒55°C, резко снижается при температу-
ре выше 55°C у большинства вариантов. Напро-
тив, относительные активности K0-контроля и
варианта UNIKA89S/D291K оставались стабильными
до 70°C (рис. 3б).

Рис. 2. pH-стабильность (a) и температурная стабильность (б) вариантов лакказы. Все тесты проводили с 1 мM ABTS в ка-
честве субстрата. Удельную активность рассчитывали для каждого варианта и нормировали по активности LAC3.
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Tаблица 2. Кинетические параметры ферментативней активности вариантов LAC3 в концентрированном гру-
бом экстрактеa

a В качестве субстрата использовали ABTS в различных концентрациях. b Удельная активность.

Параметр K0 Q238K D254K V269K T270K D283K D291K A293K D96N/V269K/
T479A A89S/D291

SAb, U/мг
2.52 ± 
± 0.20

3.92 ± 
± 0.27

3.58 ± 
± 0.15

4.44 ± 
± 0.21

2.80 ± 
± 0.08

2.90 ± 
± 0.11

2.42 ± 
± 0.06

6.07 ± 
± 0.36 18.58 ± 0.27 21.02 ± 

± 0.24
Vmax, 
мкM/мин

5.54 ± 
± 0.27

4.55 ± 
± 0.18

5.24 ± 
± 0.10

8.22 ± 
± 0.29

2.85 ± 
± 0.075

2.96 ± 
± 0.10

2.98 ± 
± 0.09

3.94 ± 
± 0.06 11.98 ± 0.21 6.00 ±

± 0.07

KM, мМ 0.64 ± 
± 0.08

0.28 ± 
± 0.01

0.48 ± 
± 0.02

0.27 ± 
± 0.001

0.40 ± 
± 0.02

0.43 ± 
± 0.01

0.45 ± 
± 0.03

0.46 ± 
± 0.03 0.30 ± 0.004 0.81 ±

± 0.01
kcat, с‒1 16.7376 30.2539 11.8157 18.0768 3.7858 4.8349 5.5861 10.1747 32.3469 10.0784
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Окисление фенольных соединений

Лакказы грибов известны своей способностью
к окислению соединений, образующихся из лиг-
нина [23]. В качестве субстратов лакказ были вы-
браны пять фенольных соединений с разными хи-
мическими структурами (табл. 1S, см. Приложе-
ние). Окисление фенольных соединений изучали с
использованием концентрированных экстрактов
каждого варианта. Все варианты и контроль K0
сохраняют способность окислять все пять соеди-
нений (рис. 4). Относительные активности нор-
мировли по активности LAC3, определенной с
использованием каждого субстрата.

Обнаружено, что мутанты UNIK293 и
UNIKD96N/V269K/T479A наиболее активно окисляли
ванилин, тогда как UNIK238, UNIK269 и UNIK270

активнее других окисляли феруловую кислоту.
UNIK238 окисляет галловую кислоту в 1.4 раза луч-
ше, чем K0. Способность к окислению катехола по-
вышена у всех вариантов, особенно у UNIK238,
UNIK293 и UNIKD96N/V269K/T479A. Наконец, UNIK238
окисляет ванилиновую кислоту в 10 раз быстрее, чем
LAC3, что делает этот вариант наиболее эффектив-
ным для окисления тестируемых соединений.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Лакказы грибов являются “зелеными” катали-
заторами со значительным биотехнологическим
потенциалом во многих приложениях [9]. Недав-
но эти ферменты начали использовать для разра-
ботки гибридных NM. Ковалентное связывание
лакказ с поверхностью NM может придавать им

Рис. 3. Влияние pH и температуры на активность лакказы в концентрированном грубом экстракте при pH 3.5‒7.5 (a)
и температуре 25‒70°C (б). Все опыты проведены с использованием 1 мM ABTS в качестве субстрата.
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новые свойства, еще не обнаруженные в природе,
а контролируемое направленное связывание фер-
мента с поверхностью NM может быть предпосыл-
кой к тонкой настройке эффективности гибридно-
го материала. Поэтому экспонируемая растворите-
лю поверхность молекулы каждого фермента
представляет собой требующий изучения ланд-
шафт для выявления горячих точек рациональной
функционализации остатками лизина, участвую-
щими в дальнейших реакциях сопряжения. В
этой работе нами использован фермент, лишен-
ный остатков лизина (K0), полученный из лакка-
зы LAC3 (содержит два природных остатка лизи-
на), продуцируемой штаммом Trametes sp. C30. K0
функционирует как платформа для введения но-
вых единичных остатков лизина в отобранные
сайты на поверхности фермента (рис. 1). На пер-
вом этапе семь из 85 экспонированных на поверх-
ности остатков, расположенных на разном рас-
стоянии от T1Cu, заместили остатками К. Все
уникальные производные UNIK, включая вари-
анты со спонтанными поверхностными замена-
ми, в дополнение к единственному остатку лизина,
остаются активными по отношению к набору ис-
пытанных субстратов, что свидетельствует о кон-
сервативности свойств sine qua non лакказ, которые
желательно сохранить консервативными. Близость
T1Cu к сайту функционализации может усиливать
положительный эффект после ковалентной иммо-
билизации лакказы, например, отмечено увеличе-
ние эффективности DET при контролируемой
ориентации фермента по отношению к материалу
электрода [18, 24]. Ковалентное связывание с по-

верхностью NM, происходящее при алкилирова-
нии остатков лизина, создает бимолекулярный
интерфейс, определяемый химической природой
материала и микроокружения экспонированных
на поверхности остатков вокруг точки функцио-
нализации.

Все варианты UNIK, сконструированные в ра-
боте, и два мутанта LAC3 с единичными остатками
лизина (UNIK157 и UNIK161), ранее охарактеризо-
ванные Robert и соавт. [18], имели сравнимую или
даже несколько повышенную активность, а также
сходную с LAC3 и K0 рН- и термостабильность
(рис. 3 и табл. 2). На первом этапе для исключе-
ния потери ферментативной активности мы
выбрали неконсервативные аминокислотные
остатки, включая спонтанные мутанты; кон-
сервативным у лакказ был только Q238 [25].

Все варианты UNIK сохранили способность
окислять все пять выбранных фенольных соедине-
ний в разной степени. Величина  у мутантов
Q238K (68%), V269K (69%), D96N/ V269K/T479A
(66%) была ниже, чем у LAC3. Величина kcat воз-
росла с 2.2 до 7 раз у большинства вариантов. Более
значительное повышение отмечено у UNIK238,
UNIK269 и UNIKD96N/V269K/T479A (табл. 2). Влияние
этих мутаций на KM и kcat соответствовало данным
Mollania и соавт. [26]. Из единичных мутантов са-
мую высокую каталитическую эффективность в
отношении всех исследованных субстратам имел
UNIK238, локализованный на расстоянии 17.5 Å от
T1. Таким образом, Q238 (консервативный у лак-

app
MK

Рис. 4. Значения относительной активности вариантов лакказы по отношению к разным фенольным соединениям,
использованным в качестве субстрата. Активность вариантов нормировали по активности LAC3.
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каз базидиомицетов) может критически влиять
на аффинность к субстрату, благодаря гибкости
боковой цепи лизина и увеличению локальной
гидрофобной сети. Более того, большинство ва-
риантов сохраняют способность окислять произ-
водные п-гидробензойной кислоты (галловая и
ванилиновая кислоты). Напротив, ванилин-п-гид-
роксибензальдегид эффективно окисляется вари-
антами UNIKD96N/V269K/T479A и UNIK293, тогда как
другие варианты были менее активными. С другой
стороны, UNIK238, UNIK293 и UNIKD96N/V269K/T479A
лучше окисляли катехол. Феруловая кислота, про-
изводное п-гидроксикоричной кислоты, хоро-
шо окислялась вариантами UNIK238, UNIK269 и
UNIK270. Эти результаты подтверждают предпо-
ложение Festa и соавт. [27], согласно которому
мутации, не затрагивающие каталитический
карман в лакказах, могут влиять на эффектив-
ность и стабильность фермента, хотя эти белки
содержат обширные высококонсервативные и
функционально важные районы. Относительная
удельная активность случайно полученного ва-
рианта UNIKD96N/V269K/T479A была заметно выше,
чем у единичного мутанта UNIK269. Дополни-
тельные замены поверхностных остатков D96N и
T479A, найденные в этом варианте, не сближены
пространственно с таргетной заменой V269K. Од-
нако из внимательного анализа нашей модели
следует, что положения 96 и 479 расположены
“лицом к лицу” в интерфейсе между капредок-
син-подобным доменом 1 и доменом 3. Поэтому
вполне вероятно, что эта новая комбинация ами-
нокислот (N96, A479) локально влияет на третич-
ную структуру лакказы на границе D1/D3 с ди-
станционным влиянием на окисление субстрата.
В целом, можно думать, что если мутантные сай-
ты не находятся в тесном контакте, то высока ве-
роятность аддитивного мутационного эффекта.
Напротив, если такие мутации контактируют, то
их вклад оказывается низким [28, 29]. Феноменом
аддитивности можно объяснить положительный
эффект, наблюдаемый у UNIKD96N/V269K/T479A, но
такой эффект отсутствует у варианта UNIKA89S/D291K.

Не обнаружено общей тенденции во взаимо-
связи между структурой субстрата и активностью
разных вариантов, а высокий редокс-потенциал
лакказы не всегда гарантирует более эффектив-
ное окисление субстрата [30]. Гидрофобное окру-
жение T1Cu является одной из главных биохимиче-
ских детерминант в модуляции редокс-потенциала
лакказ грибов, и введение даже более интенсивной
гидрофобной сети вблизи сайта T1Cu может приво-
дить к положительному эффекту. Редокс-потенци-
ал можно повысить без полной модификации ката-
литического кармана, поскольку подобная мо-
дификация может затруднить взаимодействие с
субстратом [31]. Такие элементы белка, как ло-
кальный заряд, HP и гликозильные остатки могут

вносить важный вклад в новый межмолекуляр-
ный интерфейс, образующийся после ковалент-
ного связывания NM и лакказы. Хорошо доку-
ментировано, что HP являются главными эле-
ментами, модулирующими лиганд-рецепторные
взаимодействия [32]. Распределение HP можно
рассматривать, вероятно, как главный фактор,
влияющий на интерфейс между лакказой и NM,
или интерфейс, образованный соседними моле-
кулами LAC3 на поверхности NM. Разные HP,
разбросанные по поверхности K0 (рис. S2, см.
Приложение), могут быть важными для дизайна
взаимодействующих областей в зависимости от
природы используемого NM. Отметим, что рас-
пределение остатков K, по-видимому, вносит
главный вклад в границы полярных/неполярных
поверхностей в разных HP [32, 33] и положительно
влияет на структурно-функциональные отноше-
ния в молекуле лакказы. Поэтому, помимо рацио-
нального выбора остатков лизина для функциона-
лизации (селективность реакции, распределение в
природном ферменте), наиболее целесообраз-
ным представляется использование этой специ-
фической аминокислоты, способной играть глав-
ную роль в дизайне гетерогенных интерфейсов.
Например, у варианта Q238K остатки, окружа-
ющие положение 238 (N211; S236; F240, P300,
рис. S3 Приложения, см. Дополнительные мате-
риалы на сайте http://www.molecbio.ru/downloads/
2022/4/supp_Arteaga-Castrejón_rus.pdf), формируют
bona fide HP, которые могут способствовать гидро-
фобному вкладу лизина и положительно влиять на
гидрофобный карман вблизи T1. Однако при пла-
нировании проведения функционализации необ-
ходимо тщательно изучать поведение каждого му-
танта, чтобы выяснить роль, которую играет HP.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Все варианты UNIK сохраняют такие фермента-

тивные свойства, как окислительная активность и
операционная стабильность. Таким образом, отно-
сительно большая область поверхности LAC3, экс-
понированная растворителю, по-видимому, мо-
жет оставаться толерантной к мутациям в разных
сайтах без драматического изменения структур-
но-функциональных отношений. Это поддержи-
вает представления о том, что лакказа может быть
функционализирована из любого положения на
поверхности, встроенной в редокс-структуру (мате-
риал электрода или комплекс переходного метал-
ла). По этой причине UNIK238, UNIK269 и UNIK270
можно использовать для последующего встраива-
ния электродов в ориентации, способствующей
DET к T1. С другой стороны, UNIK254, UNIK283,
UNIK291 или UNIK293 обеспечивают точку для за-
крепления на конце домена 2 и создают таким об-
разом возможность проверки противоположной
ориентации DET. Таким образом, для тонкой на-
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стройки взаимодействий между иммобилизован-
ной LAC3 и встроенным материалом необходимо
изучение множественных сайтов.
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RELEVANCE OF SURFACE-EXPOSED LYSINE RESIDUES DESIGNED
FOR FUNCTIONALIZATION OF LACCASE

A. A. Arteaga-Castrejón1, M. R. Trejo-Hernández1, Y. Mekmouche2, A. Amouric2,
P. Rousselot Pailley2, V. Robert2, T. Tron2, *, and F. Martínez-Morales1, **

1 Centro de Investigación en Biotecnología, Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, 62209  México
2 Centrale Marseille, CNRS, Aix Marseille Université, iSm2 UMR 7313,  Marseille, 13397 France

*е-mail: thierry.tron@univ-amu.fr

**е-mail: fernandomm@uaem.mx

Fungal laccases are oxidoreductases with low-substrate specificity. The characterization of laccase’s surface
is a prerequisite used to obtain hybrid catalysts with new properties. Surface-exposed lysine residues are tar-
gets in immovilization reactions. In this work, LAC3-K0, an enzyme devoid of lysine, was used as a platform
to detect potential surface-exposed sites suitable for replacement with a lysine residue. Seven sites were se-
lected from a LAC3-K0 3-D model, and single lysine mutants (UNIKn, n = residue number) were obtained
by site-directed mutagenesis. All mutants were expressed in Saccharomyces cerevisiae W303-1A and detected
as functional secreted proteins by their ability to oxidize guaiacol or 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid (ABTS) on agar plates. All variants were active at acidic pH but presented no activity at neutral
pH, as expected. Likewise, variants were stable a temperatures between 15‒55°C, and were completely inac-
tivated at 70°C. Oxidation assays revealed that the replacement of one or two surface residues greatly affected
enzyme activity and substrate selectivity regardless of the distance to the T1 site. The catalytic parameters

(  and ) determined with ABTS were found to be different among the variants; the  was 1.5‒2

fold higher in UNIK269 and triple mutant, with a  of 0.27 and 0.30 respectively;  was 30.25 in
UNIK238 and 32.34 in the triple mutant. The role of hydrophobic patches detected on the surface of LAC3-
K0 was determined to be a favorable factor to be considered in the interaction of hybrid materials. All variants
with a unique surface lysine created in this work could offer appropriate sites for a controlled orientation of
the laccase in the design of hybrid materials.

Keywords: laccase, oriented functionalization, site-directed mutagenesis, UNIK
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Множественное выравнивание аминокислотных последовательностей гомологичных белков –
ключевой инструмент современной биоинформатики и эволюционного анализа. Различия в про-
странственной ориентации боковых цепей аминокислот могут предопределять существенное функ-
циональное разнообразие представителей одного суперсемейства, однако это обстоятельство никак не
учитывают при построении выравниваний и последующем сравнительном анализе. Прежде всего, это
связано с недостатками соответствующих алгоритмов, которые опираются на биохимическое сходство
“алфавита” аминокислотных замен и либо вообще не используют информацию о 3D-структурной ор-
ганизации белков, либо ограничиваются сравнением остова (атомов основной цепи). Впервые разра-
ботано программное обеспечение для систематического исследования специфической ориентации бо-
ковых цепей аминокислот в эквивалентных позициях структур гомологов. Программа предназначена
для использования в качестве вспомогательного средства при анализе множественных выравниваний
аминокислотных последовательностей белков. Новый метод, основанный на алгоритме машинного
обучения HDBSCAN, позволяет выявить статистически значимые различия в положении боковых це-
пей аминокислот в каждой позиции множественного выравнивания и классифицировать их на подсе-
мейства. Метод апробирован на широкой выборке данных. Полученные результаты позволяют говорить
о феномене специфической ориентации боковых цепей аминокислот как о достаточно распространен-
ном явлении, требующем дальнейшего изучения и заслуживающем внимания при сравнительном ана-
лизе функционально разнообразных суперсемейств белков. Разработанное программное обеспечение
находится в свободном доступе по адресу: https://github.com/TimoninaDaria/Subfamily-Specific-
Sidechain-Orientations.

Ключевые слова: множественное выравнивание, биоинформатический анализ, суперсемейство бел-
ков, боковая цепь, специфическая позиция, машинное обучение
DOI: 10.31857/S0026898422040139

Сравнительный биоинформатический анализ
гомологов, реализующих различные свойства в
рамках общей 3D-структурной организации, при-
знан эффективным инструментом изучения струк-
турно-функциональных взаимосвязей в суперсе-
мействах белков и механизмов их действия [1–4].
Один из примеров такого анализа заключается в
построении множественного выравнивания гомо-
логов, обладающих разными свойствами, с после-
дующим исследованием аминокислотных замен в
столбцах выравнивания и их корреляции с функ-
циональным разнообразием [5, 6]. В большинстве
подобных работ используется выравнивание ами-
нокислотных последовательностей белков. Этот

подход ведет свою историю с 1960-х годов, когда
Эмиль Цукеркандль и Лайнус Полинг впервые
высказали гипотезу о “выравнивании” амино-
кислотных последовательностей и их “побуквен-
ном” сравнении для изучения эволюционных из-
менений в белках на молекулярном уровне [7].
Использование информации о пространствен-
ном расположении аминокислотных остатков
позволит улучшить качество выравнивания и ин-
терпретации функциональных особенностей го-
мологов [4]. Однако до недавнего времени срав-
нение белков на уровне 3D-структур имело огра-
ниченное применение в практике [8, 9]. Это было
связано, во-первых, с относительно небольшим
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числом расшифрованных трехмерных структур
белков в сравнении с числом известных последо-
вательностей и, во-вторых, с существенно боль-
шей вычислительной трудоемкостью 3D-вырав-
нивания.

Взрывное развитие новых методов расшиф-
ровки 3D-структур белков и появление новых до-
ступных вычислительных технологий позволило
по-новому взглянуть на проблему сравнительно-
го анализа [8, 9]. В последние годы все более ак-
тивно развиваются новые решения в биоинфор-
матике, направленные на внедрение 3D-данных в
повседневную практику [3, 10]. Так, в недавно
опубликованных нами работах [11, 12] сделан ак-
цент на методах анализа 3D-структурной инфор-
мации по эволюционно родственным белкам с
разными свойствами. Это обусловлено тем, что
рассмотрение не только аминокислотных последо-
вательностей, но и возрастающего объема трехмер-
ных моделей при изучении больших суперсе-
мейств, содержащих эволюционно удаленные го-
мологи, позволяет существенно повысить качество
биоинформатического исследования. Нами раз-
работан комплекс подходов для построения и
анализа множественных выравниваний амино-
кислотных последовательностей с использова-
нием в явном виде структурной информации по
представителям функционально разнообразных
семейств – метод Mustguseal для построения
структурно опосредованных множественных вы-
равниваний суперсемейств белков [11], а также
платформа методов Zebra2, pocketZebra, Yosshi и
visualCMAT для их анализа [12]. Эти программы
позволяют изучать структурно-функциональные
взаимосвязи в суперсемействах и улучшать дизайн
ферментов и прототипов лекарственных средств.
Появление Mustguseal и аналогичных ему алго-
ритмов (например, MAFFT-DASH [13]) позволило
уйти от “классических” множественных выравни-
ваний аминокислотных последовательностей, ори-
ентировавшихся только на “сходство алфавита”, в
сторону потенциально более точного сравнения,
использующего в качестве дополнительного крите-
рия 3D-структурную информацию о репрезента-
тивных белках. Активно развиваются алгоритмы
построения и анализа истинно трехмерных вы-
равниваний белков. Это метод parMatt для уско-
ренного построения множественных 3D-вырав-
ниваний больших выборок белков с использова-
нием суперкомпьютерных технологий [8], метод
gaMatt для улучшения качества множественных
3D-выравниваний белков на основе генетического
алгоритма и оптимизации направляющего дерева
[14]. Одновременно с распространением трехмер-
ных выравниваний появляются и методы для их
анализа. Нами недавно предложен первый такой

метод Zebra3D – пионерный алгоритм для анализа
3D-выравниваний суперсемейств белков (то есть,
именно координат в трехмерном пространстве, а
не их “текстовое” отображение), позволяющий на-
ходить и классифицировать функционально зна-
чимые специфически организованные участки ос-
новной цепи в структурах гомологов [4].

Несмотря на возрастающее разнообразие био-
информатических алгоритмов сравнительного ана-
лиза белков, использование 3D-структурной ин-
формации в повседневной практике по-прежнему
ограничено сравнением остова, то есть только ато-
мов основной цепи гомологов. Уже хорошо из-
вестно, что отличия в ориентации боковых цепей
аминокислот в эквивалентных позициях в струк-
турах гомологов могут предопределять их функ-
циональное разнообразие [4, 15]. Тем не менее
ориентация боковых цепей аминокислот пока
никак не учитывается при построении выравни-
ваний и последующем сравнительном анализе. В
этой работе мы впервые вводим понятие “специ-
фическая ориентация боковых цепей аминокис-
лот”. Оно характеризует такие позиции (“колон-
ки”) во множественном 3D-структурном вырав-
нивании гомологов, в которых атомы основной
цепи разных белков расположены в пространстве
эквивалентно друг относительно друга, а боко-
вые радикалы аминокислот ориентированы не
единообразно и не хаотично, а распределены по
нескольким часто встречающимся состояниям,
что позволяет классифицировать их на группы
(подсемейства). Подобный термин введен нами по
аналогии со специфическими позициями подсе-
мейств – такими колонками множественного вы-
равнивания последовательностей, в которых ами-
нокислоты консервативны внутри функциональ-
ных подсемейств, но различаются между ними, что
может говорить о роли соответствующей позиции в
формировании функционального разнообразия
[5, 16]. Единственный описанный в литературе
аналог специфических позиций на 3D-структур-
ном уровне – “специфические участки подсе-
мейств”, поиск которых реализован в алгоритме
Zebra3D [4]. Такие участки могут быть ассоцииро-
ваны с функциональным разнообразием свойств, а
также указывать на функционально значимую кон-
формационную пластичность в суперсемействе.
Насколько нам известно, систематических иссле-
дований специфической организации боковых
радикалов в выравнивании гомологов до настоя-
щего момента не проводилось. В представленной
работе описаны первые шаги в изучении этого
феномена. В рамках исследования разработано
новое программное обеспечение, объединяющее
методы машинного обучения и статистического
анализа для поиска и классификации специфиче-
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ских ориентаций боковых цепей аминокислот. С
его помощью проанализирована большая выбор-
ка реальных биологических данных.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Алгоритм анализа данных. Новый алгоритм ос-
нован на представлении боковых радикалов ами-
нокислот в виде векторов, что позволяет адекват-
но сравнивать не только идентичные, но и функ-
ционально схожие боковые радикалы (например,
аспартата и глутамата). Реализация представления
боковых цепей аминокислот в виде векторов вы-
полнена в соответствии с ранее описанным прото-
колом [17]. Например, аминокислота аланин пред-
ставлена в виде вектора от атома CA в направлении
CB, аминокислота глутамин – от координат атома
CG в направлении точки, находящейся посредине
между атомами NE2 и OE1, триптофан – от коор-
динат атома CD1 в направлении точки, находя-
щейся посредине между атомами CZ2 и CZ3, и
так далее (имена атомов приведены в соответ-
ствии со стандартной схемой формата Protein
Data Bank [18]).

На вход новому алгоритму подается выравни-
вание аминокислотных последовательностей и
3D-структур белков в форматах FASTA и PDB,
которые далее анализируют в три этапа: (1) иденти-
фикация “общих/консенсусных” и “вариабельных”
позиций в 3D-выравнивании гомологов, (2) кла-
стеризация боковых цепей тех аминокислот,
которые принадлежат “общим/консенсусным”
позициям, и (3) статистический анализ результа-
тов. Первый этап с точки зрения программной
реализации идентичен первому этапу алгоритма
Zebra3D [4], а второй этап – качественно проти-
воположен. Задачей Zebra3D был поиск участ-
ков основной цепи, которые специфически раз-
личались в структурах гомологов. Задача нового
алгоритма, наоборот, заключается в поиске таких
участков выравнивания, в которых основная цепь
в гомологах устроена эквивалентно (в случае вы-
равнивания последовательностей для описания
подобных состояний колонки выравнивания
применяется термин “консенсусный”, или “кон-
сервативный”), но которые различаются на уров-
не ориентации боковых цепей. Каждую “об-
щую/консенсусную” позицию в 3D-выравнива-
нии гомологов представляли в виде набора
векторов, специфическую организацию которых
анализировали с использованием машинного обу-
чения. Рассчитывали все парные расстояния между
векторами. Полученную матрицу расстояний ис-
пользовали для кластеризации с помощью алго-
ритма машинного обучения HDBSCAN из библио-
теки “hdbscan” [19]. На третьем этапе алгоритма

отобранные специфические ориентации боковых
цепей ранжировали в порядке убывания S-score
(оценка специфичности) и Z-score (оценка стати-
стической значимости), при этом ранжирование
по любой из этих двух оценок всегда идентичны.
Наиболее визуально заметные и статистически
значимые позиции ранжировались первыми.
Оценки S-score и Z-score вычисляли в соответствии
с протоколами, которые ранее описаны и проте-
стированы на примере алгоритма Zebra3D [4]. Для
вычисления оценки статистической значимости
(Z-score) использована модель, описанная ниже.

Модель для оценки статистической значимости.
Для статистической оценки специфической ори-
ентации боковых цепей аминокислот разработа-
на модель, позволяющая исключить из последую-
щего рассмотрения такие различия в ориентации
боковых цепей в PDB-структурах гомологов, ко-
торые возникли скорее как результат случай-
ных/тепловых колебаний и, следовательно, не ас-
социированы с функцией. Как и в алгоритме Ze-
bra3D, в основу статистической модели для нового
алгоритма заложено допущение, что средний уро-
вень конформационной пластичности боковых це-
пей аминокислот в достаточно широкой выборке
структур белков случаен и вряд ли имеет прямое от-
ношение к функции. Использовано 100 наборов
данных из базы PDBFlex [20], каждый из которых
содержал не менее 20 структур, которые пред-
ставляли собой различные PDB-записи одного и
того же белка (например, 325 PDB-структур p38α
MAP-киназы человека). Использованные набо-
ры содержали 26–515 записей PDB на набор (сред-
нее значение – 59). Все структуры в каждом наборе
были использованы для построения 3D-структур-
ного выравнивания с использованием parMatt [8].
Выравнивания, в которых на основании эксперт-
ного визуального анализа были обнаружены суще-
ственные различия между PDB-записями, позволя-
ющими предположить их принадлежность к раз-
ным функциональным состояниям одного белка
(такие как смещение доменов, очевидная реорга-
низация протяженных участков структуры в про-
странстве и др.), исключали из последующего рас-
смотрения. Оставшиеся выравнивания анализиро-
вали с помощью нового алгоритма, описанного
выше. Результатом работы алгоритма был ранжи-
рованный список позиций выравнивания, в ко-
торых была обнаружена специфическая ориен-
тация боковых цепей аминокислот. Медианную
специфичность рассматривали как характеристи-
ку “случайной” конформационной пластичности,
не ассоциированной с функцией, по аналогии с ал-
горитмом Zebra3D [4]. На основании полученных
данных рассчитывали величины σ и μ (среднего и
дисперсии нормального распределения, описы-
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вающего случайную модель), которые использу-
ют при каждом анализе для расчета оценок стати-
стической значимости (Z-score).

Имплементация программы для ЭВМ. Новый ал-
горитм имплементирован на языке Python3. Соот-
ветствующая программа свободно распространяет-
ся через ссылку на публичный репозиторий github
(https://github.com/TimoninaDaria/Subfamily-Spe-
cific-Sidechain-Orientations). Установка новой про-
граммы, требования к формату входных файлов, а
также формат и легенда выходных файлов анало-
гичны таковым для ранее разработанной нами
программы Zebra3D, ссылка на документацию к
которой приведена в соответствующей публика-
ции [4]. Результатом работы новой программы был
список позиций 3D-выравнивания гомологов, в ко-
торых была зарегистрирована специфическая ори-
ентация боковых цепей аминокислот, ранжирован-
ных по убыванию статистической значимости. По
умолчанию выводится не более 10 лучших позиций.
Для каждой позиции приводятся следующие харак-
теристики: оценка специфичности, оценка стати-
стической значимости, число кластеров ориента-
ций боковых радикалов (потенциальных функцио-
нальных подсемейств). Также в результате работы
программы формируется сессия в формате PyMol
(PSE), в которой подсемейства показаны с исполь-
зованием цветовой легенды.

Апробация и тестирование алгоритма. Для апро-
бации алгоритма была составлена оригинальная
выборка на основе базы Catalytic Site Atlas (CSA),
содержащей аннотацию каталитически важных
аминокислотных остатков в PDB-записях фермен-
тов [21]. Из базы CSA случайно выбрали 195 фер-
ментов, относящихся к разным семействам. Для
каждого фермента брали аннотацию каталитиче-
ских остатков из CSA и выбирали соответствую-
щую PDB-запись с максимально высоким разре-
шением, закристаллизованную вместе с лигандом,
расположенным в радиусе 5 Å от каталитических
остатков. После этого выделяли все остатки в
структуре фермента, расположенные на расстоя-
нии 5 Å от выбранного лиганда. Проаннотирован-
ные в результате описанной процедуры остатки
считали функционально важными на том основа-
нии, что они расположены в непосредственной
близости от лиганда, и, значит, с высокой вероят-
ностью принимают непосредственное участие в
его связывании и/или превращении. Подобное
допущение можно считать предсказанием, одна-
ко его широко используют в мировой биоинфор-
матической практике для тестирования и апроба-
ции алгоритмов на большой выборке реальных
биологических данных (например, см. [22]) и по-
тому вполне допустимо и в данной работе. Таким
образом, в автоматическом режиме была собрана

выборка репрезентативных ферментов из различ-
ных семейств с аннотацией потенциальных ката-
литических и субстратсвязывающих остатков в их
структурах. Каждый репрезентативный фермент
использовали в качестве входных данных для алго-
ритма Mustguseal для поиска неизбыточного на-
бора из не более 32 структур гомологов в базе PDB
со сходством не менее 70% по элементам вторич-
ной структуры и построения соответствующего
3D-выравнивания [11].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

С использованием нового алгоритма исследо-
ваны 3D-выравнивания 195 семейств ферментов.
Получен список позиций, в которых зарегистри-
ровали статистически значимую специфическую
ориентацию боковых цепей аминокислот, из кото-
рых 448 позиций содержали каталитически важные
и субстратсвязывающие остатки активного центра,
проаннотированные нами в структурах репрезен-
тативных ферментов. Для более детального анализа
отобрали только такие позиции (“колонки” мно-
жественного 3D-структурного выравнивания), ко-
торые консервативны по аминокислотной последо-
вательности (т.е. содержали остатки одного типа),
однако характеризовались специфической органи-
зацией боковых цепей в соответствии с оценкой
нового алгоритма. Обнаружили девять таких пози-
ций в восьми различных семействах ферментов.
Подробный анализ литературы подтвердил важ-
ность каждой идентифицированной позиции для
функционирования фермента (табл. 1). Например,
Arg409 в структуре тирозиновой протеинфосфата-
зы из Yersinia меняет ориентацию бокового радика-
ла в процессе каталитического акта, что ранее объ-
яснялось образованием новых водородных связей
в результате взаимодействия с субстратом [23].
Идентификация этой позиции нашим алгорит-
мом объясняется тем, что PDB-структуры разных
гомологов, случайно выбранных и использован-
ных при построении 3D-выравнивания, были за-
кристаллизованы в разных состояниях (с аналогом
субстрата и без него) и на разных стадиях ката-
литического процесса. Исчерпывающий анализ
остальных 439 обнаруженных позиций в струк-
турах белков затруднен отсутствием достаточной
информации о роли ориентации ротамеров в меха-
низме их действия. Использованная в работе вы-
борка семейств ферментов, соответствующие 3D-
выравнивания и описание результатов их анализа с
использованием новой программы предоставля-
ются всем заинтересованным читателям журнала
по запросу автору для переписки.
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В представленной статье сделана попытка си-
стематически проанализировать множественные
выравнивания 3D-структур гомологичных белков
на уровне пространственной ориентации боковых
цепей аминокислот. Сравнительный биоинформа-
тический анализ, как правило, ограничен уровнем
аминокислотных последовательностей. В послед-
нее время получили развитие новые подходы, ори-
ентированные на использование 3D-структурной
информации относительно основной цепи белков
при построении множественных выравниваний
[4, 8, 11, 13, 14]. Сравнительный анализ ориента-
ций боковых радикалов в эквивалентных позициях
родственных белков проводят редко – как правило,
в режиме визуального экспертного анализа, – и
ориентирован он на отдельные частные случаи. В
этом плане наша работа – первое систематическое
исследование подобного рода. Нами предложен
новый алгоритм биоинформатического анализа
3D-структурного выравнивания белков суперсе-
мейства. В результате работы алгоритма получен
список позиций (“колонок” 3D-выравнивания),
в которых выявлена специфическая ориентация
боковых цепей аминокислот, ранжированных по
убыванию статистической значимости. Апроба-
ция на большой выборке данных продемонстриро-
вала способность нового алгоритма детектировать

функционально значимые позиции. Так, в струк-
турах 195 семейств ферментов обнаружено 448 та-
ких позиций, которые содержат каталитически
важные и субстратсвязывающие остатки активного
центра с боковыми радикалами в специфической
ориентации. Недостаток данных о роли сходств и
различий конфигурации боковых цепей аминокис-
лот в формировании функционального разнообра-
зия среди гомологов не позволяет нам провести
формальную количественную оценку эффективно-
сти алгоритма и дать исчерпывающую характери-
стику каждому идентифицированному остатку.

Проведенное исследование позволяет гово-
рить о том, что феномен специфической ориента-
ции боковых цепей аминокислот не ограничива-
ется частными случаями, а имеет все признаки
достаточно распространенного явления, требую-
щего дальнейшего изучения и достойного внима-
ния при сравнительном анализе функционально
разнообразных суперсемейств белков. Разрабо-
танный в рамках этой работы новый алгоритм и
соответствующее программное обеспечение до-
ступны в сети интернет. Программа может быть
использована в качестве вспомогательного сред-
ства при анализе множественных выравниваний
аминокислотных последовательностей гомологич-
ных белков, для которых доступна 3D-структурная
информация. Следует отдельно отметить, что по-
тенциал применения этого подхода не ограничива-

Таблица 1. Позиции множественного 3D-структурного выравнивания гомологов со специфической ориентаци-
ей боковых цепей аминокислот, которые соответствуют консервативным каталитически важным и субстратсвя-
зывающим остаткам активного центра, а также критериям статистической значимости

№ Название PDB Остаток Роль

1 Тирозиновая протеинфосфатаза из 
Yersinia enterocolitica

1YTW ARG409 Участвует в связывании субстрата и катали-
тическом превращении [23]

2 6-пирувоилтетрагидро-птеринсин-
таза крысы

1B66 GLU107 Участвует в связывании субстрата [24]

3 Аргининкиназа из Limulus poly-
phemus

1BG0 LEU187 Участвует в связывании субстрата

TRP221 Участвует в связывании субстрата

4 S-аденозил-L-гомоцис-теингидро-
лаза из печени крысы

1B3R THR157 Участвует в связывании субстрата [25]

5 UDP-глюкозо-6-дегидрогеназа из 
Streptococcus pyogenes

1DLI GLU141 Непосредственно участвует в катализе [26]

6 Рибонуклеаза А крупного рогатого 
скота

1RUV HIS119 Непосредственно участвует в катализе [27]

7 Нитрогеназа из Azotobacter vinelandii 1N2C CYS62 Непосредственно участвует в катализе [28]

8 5'-дезокси-5'-метилтио-аденозин-
фосфорилаза человека

1CG6 MET196 Участвует в связывании субстрата [29]



668

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 4  2022

ТИМОНИНА, СУПЛАТОВ

ется экспериментально расшифрованными струк-
турами, доступными в базе данных PDB. Послед-
ний год запомнился прогрессом в структурной
биологии – появлением алгоритмов AlphaFold2
[30] и RoseTTAFold [31], способных с неожиданной
точностью предсказывать 3D-структуру белка по
его аминокислотной последовательности. Точ-
ность предсказания положения боковых цепей
этими методами продолжает оставаться предме-
том дискуссий, однако это не мешает уже сейчас
пытаться применять их для тех белков, 3D-струк-
туры которых пока недоступны. В этом контексте
свободное распространение нового программно-
го обеспечения представляется нам важным ша-
гом к коллективному решению проблемы изуче-
ния взаимосвязи структуры и функции в белках.
Систематическое использование предложенной в
этой статье программы в повседневной практике
научных лабораторий позволит лучше понять
взаимосвязь между ориентацией боковых цепей
аминокислот в гомологах и механизмом их дей-
ствия.
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ANALYSIS OF MULTIPLE PROTEIN ALIGNMENTS USING 3D-STRUCTURAL 
INFORMATION ON THE ORIENTATION OF AMINO ACID SIDE-CHAINS

D. S. Timonina1 and D. A. Suplatov2, *
1 Faculty of Bioengineering and Bioinformatics, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia

2 Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234 Russia
*e-mail: d.a.suplatov@belozersky.msu.ru

Multiple alignment of amino acid sequences of homologous proteins is a key tool in state-of-the-art bioin-
formatics and evolutionary analysis. Differences in the spatial orientation of amino acid side-chains can pre-
determine a significant functional diversity in members of one superfamily; however, this is usually not taken
into account in any way when constructing alignments and during subsequent comparative analysis. First of
all, this is due to the limitation of existing algorithms, which are guided by the biochemical similarity of the
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“alphabet” of amino acid substitutions and either do not use information about 3D-structural organization
of proteins at all, or are limited to comparing the backbone only (i.e. atoms of the main-chain). In this work,
for the first time we introduce the software for a systematic analysis of specific orientation of amino acid side-
chains in equivalent positions of homologous protein structures. The program is intended to assist the analysis
of protein multiple sequence alignments. The new algorithm, based on machine learning HDBSCAN tech-
nique, can identify statistically significant differences in the side-chain orientations and classify them into sub-
families at each position of multiple alignment. The method has been tested on a wide set of real biological data.
The results obtained allow us to speak of the specific orientation of amino acid side-chains as a common phe-
nomenon that requires further study and deserves attention in a comparative analysis of functionally diverse pro-
tein superfamilies. The developed software is freely available at https://github.com/TimoninaDaria/Subfamily-
Specific-Sidechain-Orientations.

Keywords: multiple alignment, bioinformatics analysis, protein superfamily, side-chain, specific position,
machine learning
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Проведен анализ возможности применения ряда полученных нами ранее однодоменных антител
(нанотел) к основным маркерным белкам крови для предобработки образцов мочи больных раком
мочевого пузыря (РМП). Продемонстрированы уникальные возможности использования нанотел
в неинвазивных диагностических исследованиях наряду с такими традиционными методами, как
электрофорез и, в перспективе, масс-спектрометрический анализ. Путем анализа 22 образцов мочи
больных РМП показано, что развитие РМП сопровождается увеличением содержания в моче ма-
жорных белков крови, некоторые из которых уже были предложены в качестве биомаркеров РМП.
Использование иммуносорбентов на основе нанотел позволяет как специфически обогащать, так и
удалять из биологической жидкости заданные белки-антигены и субпротеомы, ассоциированные с
ними. Особый интерес представляет выделение иммунных комплексов из мочи конкретного паци-
ента. Первичное изучение этих комплексов выявляет в них не только увеличенное содержание IgA
и IgG на поздних (инвазивных) стадиях болезни, но и другие компоненты, которые потенциально
могут быть биомаркерами патологического процесса у конкретного пациента. Предлагаемые под-
ходы мы планируем в дальнейшем использовать для более масштабного исследования образцов мо-
чи на разных стадиях развития РМП с целью идентификации новых перспективных биомаркеров
этого эаболевания.

Ключевые слова: однодоменное антитело, нанотело, биомаркеры в моче, рак мочевого пузыря, им-
муносорбент, аффинная хроматография, диагностика
DOI: 10.31857/S0026898422040127

ВВЕДЕНИЕ
Рак мочевого пузыря (РМП) ‒ наиболее рас-

пространенное злокачественное заболевание мо-
чевыводящих путей, занимает шестое место по рас-
пространенности среди мужского населения во
всем мире и 10-е, если учитывать оба пола [1]. Основ-
ным гистологическим подтипом РМП является уро-
телиальная карцинома [2]. У подавляющего боль-
шинства больных (примерно 75%) диагноз РМП
устанавливают на относительно ранней стадии

(мышечно-неинвазивный РМП (NMIBC)): Ta,
T1 или карцинома in situ (CIS). Однако известно,
что примерно у 10‒30% пациентов болезнь будет
прогрессировать до мышечно-инвазивной стадии
(MIBC) [3, 4]. Примерно в 25% случаев первич-
ный РМП диагностируется на поздней стадии
(Т2, Т3 и Т4). Существует эффективный метод ле-
чения мышечно-неинвазивного РМП в виде
трансуретральной резекции опухоли (ТУР моче-
вого пузыря), позволяющий добиться достаточно
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высоких показателей пятилетней прогнозируе-
мой выживаемости (хотя крайне часты рецидивы
заболевания и требуется регулярный мониторинг
пациентов), однако в случае поздних инвазивных
стадий РМП (Т2, Т3 и Т4) прогнозируемая выжи-
ваемость существенно ниже – 69.4, 34.9 и 4.8%
соответственно [5]. Очевидно, что ранняя диа-
гностика и выявление рецидивов опухолей пред-
ставляют наиболее важную проблему в ведении
пациентов данной группы. В настоящее время зо-
лотым стандартом диагностики РМП и контроль-
ного наблюдения за пациентами, перенесшими ле-
чение по поводу этого заболевания, считается ком-
бинация цитологического исследования осадка
мочи и цистоскопии [2, 6]. Однако как низкая чув-
ствительность цитологических тестов (в среднем
38% при специфичности около 98% [7]), так и высо-
кая инвазивность, сложность проведения цисто-
скопии, сопровождающаяся трудностями в интер-
претации результатов относительно характера и
степени инвазии опухоли, указывают на настоя-
тельную необходимость поиска новых малоинва-
зивных методов клинической диагностики, мо-
ниторинга и методов лечения пациентов с РМП.

При разработке диагностических подходов к
неинвазивной диагностике РМП, особенно с це-
лью массового скрининга образцов мочи пациен-
тов группы риска, первичным материалом для
анализа традиционно являются надосадок (су-
пернатант) мочи и первичный ее осадок, получае-
мые в результате низкоскоростного центрифугиро-
вания. В последние годы пытаются использовать и
более сложно выделяемые компоненты мочи, на-
пример, внеклеточные везикулы. Это, безусловно,
очень перспективные для диагностики компонен-
ты, однако, в настоящий момент еще требуется
разработка и оптимизация новых эффективных
методов выделения и анализа внеклеточных вези-
кул, На наш взгляд, недоисследованными и недо-
оцененными остаются возможности прямого ана-
лиза белков мочи для персонализованной диа-
гностики, особенно если учесть, что появляются
новые возможности предобработки мочи с помо-
щью иммуноаффинного фракционирования за-
данных белковых компонентов с использованием
специально получаемых антител.

Начиная с 2003 года, в ИБГ РАН научным кол-
лективом под руководством Тиллиба С.В. разра-
батывается и используется технология генериро-
вания особых однодоменных моноклональных
рекомбинантных антител (нанотел) для получе-
ния новых инструментов и методов таргетирова-
ния широкого спектра заданных антигенов с це-
лью решения актуальных биологических и меди-
цинских задач [8‒13]. В последние годы Тиллиб и
соавт. получали множество новых высокоспеци-
фичных нанотел к различным белкам плазмы
крови как к богато представленным (сывороточ-
ному альбумину, разным классам иммуноглобу-

линов, фибриногену, фибронектину, трансфер-
рину, альфа-2-макроглобулину, аполипопротеи-
нам В и А1, лактоферрину и др. [10, 12]), так и к
некоторым минорным белкам-маркерам (в том
числе и опухолеассоциированным) [14, 15].

В данной работе мы изучали возможность при-
менения ранее полученных нанотел к мажорным
маркерным белкам крови для предобработки пре-
паратов мочи больных РМП, чтобы повысить эф-
фективность неинвазивного диагностического
определения биомаркеров РМП. Наряду с пред-
обработкой образцов мочи с помощью иммунных
сорбентов на основе нанотел, мы использовали
для фракционирования и анализа белков мочи
широко применяемый в исследовательских лабо-
раториях метод электрофореза в денатурирующем
полиакриламидном геле (SDS-ПААГ) по Лэммли
[16]. Несмотря на бόльшую разрешающую силу
современных вариантов двумерного (2D) элек-
трофореза, мы считаем их слишком сложными и
дорогими для рутинного использования в кли-
нике. В качестве компромиссного варианта для
разрабатываемого метода клинического тестирова-
ния белков мочи мы видим именно относительно
простой метод 1D-электрофоретического фракци-
онирования белков.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Образцы мочи и плазмы крови. В работе исполь-

зовали образцы мочи 22 первичных больных, на-
ходящихся на лечении по поводу РМП в отделе-
нии онкоурологии Московского научно-иссле-
довательского онкологического института имени
П.А. Герцена ‒ филиала “НМИЦ радиологии”
Минздрава России (табл. 1). У 18 больных диагно-
стирована уротелиальная карцинома мочевого пу-
зыря, представленная в большинстве случаев (12)
немышечно-инвазивным РМП. У половины боль-
ных определена высокая степень злокачественно-
сти опухоли. Мышечно-инвазивный рак диагно-
стирован у шести пациентов. У четверых обнаруже-
ны доброкачественные новообразования мочевого
пузыря. Постановку диагноза и классификацию
заболеваний проводили в соответствии с клиниче-
скими рекомендациями Министерства здраво-
охранения Российской Федерации (протокол от
20.12.2019 г. № 10/2-3-4).

Образцы утренней мочи вскоре после получе-
ния транспортировали из Московского научно-ис-
следовательского онкологического института име-
ни П.А. Герцена в Институт биологии гена РАН,
где образцы сразу подвергали низкоскоростному
центрифугированию (2000 g, 15 мин) при комнат-
ной температуре. Аликвоты супернатантов поме-
щали на хранение в морозильник на –80°С. Осадки
суспендировали в стандартном фосфатно-солевом
буферном растворе (1× PBS), содержащем 20%
глицерина и 0.025% Tween 20, переносили в про-
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бирки объемом 1.5‒2.0 мл и также помещали на
хранение в морозильник на –80°С.

Образцы утренней мочи здоровых доноров бра-
ли у добровольцев разного пола не отличающихся
значимо по возрасту от больных РМП исследуемой
группы.

Плазма периферической крови здоровых до-
норов получена в Медицинском радиологиче-
ском научном центре им. А.Ф. Цыба – филиале
“НМИРЦ” Минздрава России. В качестве коагу-
лянта использовали гепарин (50 ед./мл).

Работа с нанотелами, создание и использование
иммуносорбентов. Наша работа базируется на ра-
нее полученных нами клонах последовательно-
стей, кодирующих новые однодоменные антите-
ла к ряду белков человека. Отобранные ранее по-
следовательности однодоменных антител были
переклонированы и отформатированы, после че-
го нанотела наработали, используя бактериаль-
ную систему экспрессии и эффективную проце-
дуру выделения и очистки, охарактеризовали с
помощью хроматографического, электрофорети-

Таблица 1. Характеристика больных раком мочевого пузыря (номера присвоены согласно классификационным 
критериям опухоли по системе TNM и гистологическому анализу)

* Высокая степень злокачественности, низкодифференцированная опухоль ‒ HG (high-grade), G2‒G4; низкая степень
злокачественности, высокодифференцированная опухоль ‒ LG (low grade), G1.

** Судить об инвазии нельзя, поскольку в гистологическом препарате мышечный слой не представлен.
*** Установить степень злокачественности клеток не представляется возможным. Примечание. Символ “р” означает, что

стадия опухоли установлена после оперативного вмешательства; “с” ‒ стадия установлена по данным неинвазивных методов
обследования.

№ Пол,
М. Ж Возраст Внешние характеристики 

мочи Диагноз Стадия TNM
Степень 

злокачествен-
ности*

1 М 60 Светло-желтая, слабомутная Доброкачественное 
новообразование

– –

2 М 61 Желтая, прозрачная То же – –

3 Ж 74 Светло-желтая, слабомутная » – –

4 Ж 61 Светло-желтая, прозрачная » – –

5 М 42 Светло-желтая, прозрачная Немышечно-инва-
зивный РМП

pT1N0M0 G1

6** М 31 Светло-желтая, прозрачная То же cT1N0M0 То же

7 М 54 Желтая, очень мутная » рT1N0M0 »

8** Ж 84 Розовая, слабомутная » сT1N0M0 »

9 М. 61 Желтая, прозрачная » рT1N0M0 »

10 Ж 44 Желтая, мутная » То же HG (G2)

11 Ж 79 Желтая, мутная » » То же

12 М 58 Светло-желтая, слабомутная » » »

13 М 65 Темно-желтая, мутная » » »

14 М 71 Темно-желтая, мутная » » »

15 М 71 Желтая, мутная » сT1N0M0 HG

16*** Ж 83 Малиновая, мутная » pT1N0M0 –

17 М 81 Светло коричневая, мутная Мышечно- инва-
зивный РМП

рT2N0M0 HG (G3)

18 М 80 Желтая, слабомутная То же pT2aN0M0 HG

19*** Ж 68 Желтая, очень мутная » pT2N0M0 –

20 М 62 Светло-желтая, очень мутная » pT2N0M0 HG

21 М 83 Темно коричневая, мутная » pT2aN0M0 HG (G3)

22 М 62 Розовая, мутная » рT4aN1M0 HG (G4)
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ческого и иммуноферментного анализа, как опи-
сано ранее [9, 10, 12]. Получаемые нанотела со-
держат на С-конце длинную линкерную последо-
вательность (28 аминокислот длинного варианта
шарнирного участка неканонического верблюжье-
го антитела), после которой идут два пептидных
фрагмента: гемагглютинин (НА)-таг, позволяю-
щий детектировать наноантитело с помощью ком-
мерческих антител к этому пептиду, и последова-
тельность из шести остатков гистидина (His-таг),
позволяющая эффективно очищать содержащий ее
белок с помощью металл-хелатной аффинной хро-
матографии на Ni-NTA-агарозе. Используемый
линкерный линейный участок содержит четыре
удобно расположенных и хорошо доступных ами-
нокислотных остатка лизина. По этим остаткам
очень удобно проводить химические реакции
пришивки других молекул, в том числе иммоби-
лизовать наноантитело на BrCN-сефарозе.

Отобранные однодоменные антитела исполь-
зовали для создания иммуносорбентов, специфи-
чески связывающих заданные белки плазмы кро-
ви и мочи человека.

Наработанные форматированные нанотела
пришивали к CNBr-активированной сефарозе 4В
(“GE Healthcare Life Sciences”, США) согласно
рекомендациям производителя и как описано ра-
нее [10]. Количество используемой сефарозы рас-
считывали для каждого иммуносорбента, исходя
из количества иммобилизуемых нанотел. Как
правило, на 1 мл сорбента пришивали 1‒3 мг на-
нотела. В зависимости от объема реакционной
смеси реакцию пришивки (связывания) проводи-
ли в пробирках объемом 2 или 15 мл. Содержимое
пробирок перемешивали при комнатной темпе-
ратуре с использованием медицинского ротаци-
онного смесителя (ELMI Rotamix RM-1, Латвия)
в течение 2‒4 ч. Процедуру связывания останав-
ливали, добавляя 1 M Трис-HCl, pH 8.0 до конеч-
ной концентрации 0.1 M, после чего снова качали
пробирку со смесью на медицинском ротацион-
ном смесителе (1‒2 ч при комнатной температу-
ре). Обычно пробирки оставляли на 16‒18 ч при
+4°С, после чего отбирали водную фазу, содержа-
щую несвязавшиеся антитела. Полученные им-
муносорбенты последовательно промывали рас-
творами с низким и высоким значением pH: 0.1 M
ацетатом натрия, pH 4.0, содержащим 0.5 М NaCl, и
0.1 M Трис-HCl, pH 8.0, содержащим 0.5 М NaCl.
Такую промывку проводили как минимум 3 раза
из расчета 5 объемов буфера на 1 объем колонки.
Полученную сефарозу с иммобилизованными од-
нодоменными антителами хранили при +4°С либо
в PBS, добавляя азид натрия в рабочей концентра-
ции, либо в 20%-ном спирте. Иммуносорбент перед
каждым использованием промывали 3‒5 объемами
PBS. Таким образом получали новые иммуно-
сорбенты (иммуноаффинные колонки), специ-
фичность которых определялась свойствами

иммобилизованных нанотел. Иммуносорбенты
с иммобилизованными отобранными наноте-
лами использовали как для выделения связыва-
емых белков (с целью их анализа и идентифика-
ции), так и для специфического истощения
протеома мочи. Эти хроматографические экс-
перименты проводили, как описано ранее [10,
12]. В ходе работы получены и использованы высо-
коаффинные иммуносорбенты, связывающие сле-
дующие белки плазмы крови и мочи человека: сы-
вороточный альбумин, иммуноглобулин A, имму-
ноглобулин G, фибриноген, трансферрин, альфа-
2-макроглобулин, аполипопротеин A1, аполипо-
протеин B, фибронектин, лактоферрин. Подробная
схема получения большинства представленных им-
муносорбентов описана в [12]. Подробная схема по-
лучения однодоменных антител, связывающих лак-
тоферрин, представлена в [10].

Получение специфически истощенной или обо-
гащенной фракции белков надосадка мочи. На ос-
нове отобранных однодоменных антител получе-
ны как индивидуальные, так и комбинированные
иммуносорбенты, связывающие описанные бел-
ки плазмы крови и надосадка мочи. Для получе-
ния истощенной или обогащенной фракции бел-
ков использовали свежеприготовленные или све-
жеразмороженные препараты мочи больных и
здоровых доноров. Исходное количество анали-
зируемых препаратов мочи рассчитывали инди-
видуально. Препараты последовательно пропус-
кали через иммуносорбенты с иммобилизован-
ными однодоменными антителами. Проводили
дробную промывку иммуносорбента, связавшего
антиген, 10 объемами солевого буфера PBS. Свя-
завшийся белок элюировали при пониженных
значениях pH, что позволяло разрушить ком-
плекс антиген/антитело без нарушения функцио-
нальности вариабельного домена, иммобилизо-
ванного на колонке. С этой целью использовали
буфер глицин-HCl pH 2.7, конечный объем элюа-
та составлял 3 объема колонки. Полученный элю-
ат нейтрализовали, добавляя 1 M раствор Tрис.
Таким образом получены фракции проскока, из
которых удалены заданные высокопредставлен-
ные белки, и фракции элюата, напротив, обога-
щенные целевыми белками и связанными с ними
субпротеомами.

Подготовка проб для электрофоретического фрак-
ционирования белков в различных образцах крови и
мочи. Для проведения электрофоретического ана-
лиза отбирали аликвоты исходного образца, про-
скока или элюата. Размер аликвот определяли в
каждом конкретном случае. Объем наносимой на
гель пробы уменьшали, концентрируя белки во
фракциях с помощью фильтрационно-центрифуж-
ных приспособлений Amicon (“Millipore”, США) c
размером отсечения 10 кДа или осаждали, ис-
пользуя метод Wessel‒Fluеgge [17]. В последнем
случае к образцу объемом 150 мкл при перемеши-
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вании добавляли 600 мкл метанола. Если объем
образца превышал 150 мкл, то его распределяли
по пробиркам (150 мкл в каждой). К полученной
смеси добавляли 150 мкл хлороформа и переме-
шивали пробу с использованием вортекса (Hei-
dolph reax top, Германия) до формирования одно-
родной фазы. Затем добавляли 450 мкл деионизи-
рованной воды (mQ), тщательно перемешивали,
после чего в течение минуты центрифугировали
при 12000 g. После центрифугирования аккурат-
но удаляли верхнюю органическую фазу с сохра-
нением интерфазы, содержащей белок. Затем до-
бавляли 450 мкл метанола и тщательно переме-
шивали с использованием вортекса. Препарат
центрифугировали в течение 2 мин при 12000 g,
затем супернатант удаляли, а полученный осадок
растворяли в Лэммли-буфере для нанесения на
гель с целью последующего анализа образцов.

Электрофоретическое фракционирование бел-
ков в различных образцах крови и мочи. Пробы, по-
лученные описанным выше способом, анализи-
ровали с использованием электрофореза в гради-
ентном (5‒19%) ПААГ. Электрофорез проводили
по методу Лэммли [18] в стандартном SDS-буфе-
ре с использованием прибора MiniProtean III
(“Bio-Rad”, США) и источника питания Эльф-4
(“ДНК-Технология”, Россия). В качестве восста-
навливающего агента использовали дитиотреи-
тол. В качестве белкового маркера использовали
либо Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder
(“Thermo Fisher Scientific”, США), либо Precision
Plus Protein Standards Dual Color (“Bio-Rad”).

Измерение концентрации креатинина и общего
белка в образцах мочи. Количественное содержа-
ние креатинина и общего белка определяли с по-
мощью анализатора мочи “URiСКАН-БК” про-
изводства фирмы “Эйлитон” (Россия) и наборов
реагентов той же фирмы для количественного
определения содержания креатинина (Креати-
нин-UTS) и белка (ПГК-UTS) в моче.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Выявление обогащения протеома мочи больных 

РМП белками плазмы крови
Благодаря создаваемому нами (в рамках про-

екта РНФ) банку аннотированных образцов мочи
больных РМП, мы смогли сравнить главные бел-
ки мочи, разделенные методом 1D электрофореза
в 5‒19%-ном градиентном ПААГ (в восстанавли-
вающих и невосстанавливающих условиях), здо-
ровых людей, больных мышечно-неинвазивным
и мышечно-инвазивным РМП.

Образцы для нанесения на гель готовили из
150 мкл супернатанта мочи больных РМП или из
1500 мкл супернатанта мочи здоровых доноров, ко-
торые дополнительно центрифугировали (12000 g,
30 мин), а затем концентрировали с помощью уль-

трафильтрации (Amicon-картриджи, “Millipore”).
Полученные электрофореграммы, представленные
на рис. 1, нас весьма впечатлили. Сразу бросают-
ся в глаза явные количественные различия в ма-
жорных белках мочи из образцов здоровых доно-
ров (специально взятых в десятикратном избыт-
ке, так как без этого белки не детектируются) и из
образцов больных РМП. У всех больных РМП от-
мечено существенное увеличение содержания
сывороточного альбумина, IgA, IgG, трансфер-
рина. Причем заметная часть IgA в моче пред-
ставлена, по-видимому, секреторной формой
(sIgA) [19], состоящей из димера IgA (2× 160 кДа)
и секреторного компонента (60 кДа). При элек-
трофорезе в невосстанавливающих условиях IgA
выявляется в самой верхней зоне геля, представ-
ленного на рис. 1 слева. В восстанавливающих
условиях тяжелая цепь IgA практически сливает-
ся с альбумином. Только при сопоставлении ин-
тенсивностей полос на электрофореграммах, по-
лученных в разных условиях, можно заключить,
что IgA является основным вариантом иммуно-
глобулина (в дополнение к IgG), присутствую-
щим как в виде мономера, так и димера, а также
секреторного sIgA или иных олигомерных форм.

Стрелками, направленными слева направо, на
рис. 1 обозначены полосы, соответствующие из-
вестным белкам, которые особенно наглядно мож-
но видеть в разработанных нами маркерных смесях
белков К1 и К2, состоящих из ряда мажорных бел-
ков крови, специально выделенных из плазмы кро-
ви здорового донора с помощью иммобилизован-
ных на сефарозе нанотел, полученных нами ранее
[12], которые узнают заданные белки. Проведено
масс-спектрометрическое подтверждение (иден-
тификация) белков крови, связываемых с ис-
пользуемыми в данной работе нанотелами [12].

На электрофорегамме явно выделяется ряд бел-
ковых полос, характерных именно для больных
РМП. Одна из них соответствует одному из отно-
сительно мажорных белков крови размером при-
мерно 150 кДа (чуть выше маркера 140 кДа и ниже
приготовленного нами маркера – альфа-2-макро-
глобулина, размером 185 кДа в восстанавливающих
условиях). Таким условиям соответствует практи-
чески только один белок – Factor F, который инги-
бирует активацию комплемента и является извест-
ным диагностическим маркером РМП (BTA,
bladder tumor antigen). Другим РМП-специфиче-
ским маркером может быть еще неизвестный нам
белок размером примерно 13 кДа. Когда этого
белка особенно много, чуть ниже появляется еще
одна полоса размером 12 кДа, возможно, это про-
цессированный продукт. Другие подобные белки,
содержание которых в моче больных РМП может
быть значительно выше, чем в контрольных об-
разцах, и которые можно увидеть уже при данном
фракционировании (обозначены на рис. 1 стрел-
ками, направленными справа налево).
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Наглядность результатов, полученных при
сравнении белков мочи, была настолько впечат-
ляющей, что мы сравнили пробы мочи других
больных РМП, хранящиеся в создаваемом нами
банке образцов. На рис. 2 представлен результат
подобного прямого электрофоретического анализа
белков в моче 20 больных с различными стадиями
РМП. На рис. 2 (в отличие от рис. 1) представлены
образцы, отражающие более широкий диапазон ва-
риантов заболевания. Можно наблюдать прямую
зависимость степени обогащения мочи больных
белками крови от стадии развития болезни.

Меньше всего белков крови обнаружено в моче
больных с доброкачественными и неинвазивны-
ми опухолями с низкой степенью злокачествен-
ности. Соответственно, наибольшее количество
белков, характерных для крови, выявлено в об-
разцах мочи больных РМП с высокой степенью
злокачественности, особенно в случае мышечно-
инвазивных опухолей.

В двух из четырех образцов, полученных от па-
циентов с доброкачественными новообразовани-
ями мочевого пузыря, наблюдается особая карти-
на с одним главным доминирующим белком, пред-
положительно (судя по положению в геле и в
сравнении с нормальными пробами), это может
быть уромодулин (белок Тамма–Хорсфола). В об-
разцах мочи здоровых людей это самый главный
белок – гликопротеид с молекулярной массой при-

мерно 85–95 кДа (в геле движется чуть медленнее
полосы маркера 100 кДа) [20].

Электрофореграммы белков остальных образ-
цов мочи больных РМП (конечно, пока на дан-
ной ограниченной выборке) выявляют хорошую
корреляцию с результатами инвазивных клини-
ческих анализов (табл. 1) и, по-видимому, позво-
ляют предсказывать степень злокачественности
опухолей, соответствующих данным образцам, и
примерную стадию их развития (инвазивность).

Следует отметить, что известным симптомом
РМП является гематурия (избыточное количе-
ство крови в моче). Однако она связана, в первую
очередь, с повышенным содержанием эритроци-
тов в моче. Мы же наблюдали повышенное содер-
жание мажорных белков крови в моче больных
РМП, у которых может и не быть заметной гема-
турии (табл. 1).

Выделение (обогащение) субпротеомов, 
ассоциированных с определенными мажорными 

белками мочи, с помощью иммуноаффинной 
хроматографии на колонках

с иммобилизованными нанотелами
Следующая часть работы посвящена исполь-

зованию иммобилизованных нанотел к опреде-
ленным белкам (компонентам мочи) для эффек-
тивного выделения заданного субпротеома. Та-

Рис. 1. Фракционирование в градиентном 5‒19%-ном ПААГ белков из 150 мкл супернатанта мочи больных РМП (ука-
заны номера образцов из табл. 1, степень инвазивности и злокачественности опухоли), трех образцов белков из 1500 мкл
мочи здоровых доноров, а также контрольных белков из плазмы крови здорового донора (ПК, К1, К2). ПК – 0.1 мкл ис-
ходной плазмы крови; К1 – маркерная смесь белков 1 (трансферрин – Tf, сывороточный альбумин – SA, иммуноглобу-
лин G – IgG); и К2 – маркерная смесь белков 2 (ɑ2-макроглобулин – ɑ2МА, иммуноглобулин A – IgA), выделенные на-
ми из плазмы крови с помощью иммобилизованных на аффинных колонках нанотел, как описано ранее [12]. М – маркер
молекулярной массы полипептидов. Стрелками, направленными направо, отмечено положение известных белков (из
смесей К1 и К2). Стрелками, направленными налево, обозначены белки, которыми обогащена моча больных РМП по
сравнению с контрольными образцами. HG – высокая степень злокачественности опухоли. Н, И и Д – мышечно-неин-
вазивная, мышечно-инвазивная и доброкачественная опухоль соответственно. ДТТ – дитиотреитол.
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кое выделение может упростить задачу анализа
как мажорных, так и минорных биомаркеров (в
конкретном субпротеоме или в остаточной фрак-
ции после удаления основных компонентов). Мы
использовали только четыре характерных образ-
ца мочи больных РМП:

1) № 7 (табл. 1), мышечно-неинвазивный
РМП низкой степени злокачественности (G1);

2) № 10, мышечно-неинвазивный РМП уме-
ренной степени злокачественности (G2);

3) № 20, мышечно-инвазивный РМП высокой
степени злокачественности (G3);

4) № 22, мышечно-инвазивная опухоль высо-
кой степени злокачественности с региональными
метастазами (G4).

Каждый образец (1 мл) последовательно про-
пускали через четыре иммуносорбента с иммоби-
лизованными нанотелами. Первый иммуносорбент
содержал однодоменные антитела к сывороточно-
му альбумину; второй – однодоменные антитела к
IgA и трансферрину (Tf); третий – однодоменные
антитела к фибриногену (Fg), аполипопротеинам
A1 и B (ApoA1, ApoB); четвертый – однодомен-
ные антитела к фибронектину (FN), альфа-2-мак-
роглобулину (ɑ2MA), IgG и лактоферрину (Lf). По-
лучены проскоки несвязавшегося материала и
элюаты (Э) для каждого иммуносорбента. После
пропускания образцов через иммуносорбент с
иммобилизованными нанотелами к альбумину
отбирали аликвоту для последующего нанесения
на гель, соответствующую 150 мкл исходного об-
разца. Полученные элюаты и аликвоту проскока

концентрировали с помощью фильтрационно-
центрифужных приспособлений Amicon (“Milli-
pore”) c размером отсечения 10 кДа до 100 мкл, по-
сле чего для электрофоретического анализа отби-
рали объем, соответствующий 150 мкл исходного
образца. Полученные образцы проверяли с помо-
щью электрофореза в 5–20%-ном градиентном
ПААГ. Результаты такого иммуноаффинного вы-
деления и/или истощения представлены на рис. 3.

Из рис. 3 видно, что фракционирование поз-
воляет более точно оценить соотношение ряда ма-
жорных компонентов мочи в исследуемых образ-
цах. Так, в элюатах 1 и 3 мы можем сравнить отно-
сительную представленность IgA и IgG. В элюатах
3 мы четко видим, особенно в случае злокачествен-
ных мышечно-инвазивных опухолей, фибронек-
тин и альфа-2-макроглобулин. Во всех образцах в
элюате 3 можно видеть лактоферрин (на геле рас-
положен чуть выше трансферрина, перекрываясь с
ним в исходном образце). Следует заметить, что
проведенное фракционирование не учитывало та-
кие известные факты, как возможное образова-
ние комплексов между IgA и сывороточным аль-
бумином, между трансферрином и фибриноге-
ном. Этим, предположительно, можно объяснить
некоторые несовершенства фракционирования.
Однако приведенный результат показывает пер-
спективность аффинного выделения определен-
ных субпротеомов, что может облегчить их после-
дующий сравнительный анализ с помощью са-
мых разных методов.

Рис. 2. Электрофоретическое фракционирование в градиентном 5–19%-ном ПААГ в восстанавливающих условиях
белков из 75 мкл супернатанта мочи больных РМП (указаны номера образцов из табл. 1, степень инвазивности и зло-
качественности соответствующей опухоли). ПК – 0.1 мкл исходной плазмы крови, М – маркер молекулярной массы
полипептидов. Стрелками обозначены белки, которыми обогащена моча больных РМП по сравнению с контрольны-
ми образцами и образцами больных с доброкачественными новообразованиями. HG – высокая степень злокачествен-
ности опухоли. Н, И и Д – мышечно-неинвазивные, мышечно-инвазивные и доброкачественные опухоли соответ-
ственно.
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На рис. 4 представлены результаты последова-
тельного фракционирования белков четырех об-
разцов мочи больных РМП и взятого в 10-крат-
ном избытке контрольного образца (К) на имму-
ноаффинных колонках с нанотелами, узнающими
фибриноген (рис. 4а), аполипопротеин А1 (ApoA1)
или ɑ2-макроглобулин (рис. 4б). На дорожки геля
нанесены образцы, эквивалентные 200 мкл исход-
ной мочи (образцы больных РМП) и 2 мл – в случае
контрольного образца здорового человека. В ассо-
циированных с фибриногеном субпротеомах об-
разцов (20 и 22) мышечно-инвазивного РМП на
электрофореграмме (рис. 4а) видно увеличение
количества белков по сравнению с образцами
мышечно-неинвазивного РМП (7 и 10); также
видна, по-видимому, заметная деградация этих
белков в образцах инвазивного РМП. В нижней
части рис. 4б можно видеть обогащение белками
ApoA1 (А1) и ɑ2-макроглобулином (ɑ2М) также
при мышечно-инвазивном РМП (их положение
отмечено стрелками). В контрольном образце мо-
чи здорового донора (К), взятого в 10-кратном из-
бытке, выявлено относительно небольшое коли-
чество фибриногена (в 10 раз меньшее, чем даже у
больных мышечно-неинвазивным РМП) и, по-
видимому, ApoA1, но не детектируется ɑ2-макро-
глобулин.

Следует отметить, что при последовательном
пропускании образцов мочи через несколько ко-
лонок мы частично теряли некоторые маркерные
белки, возможно, за счет их неспецифической

сорбции или ассоциации с другими отбираемыми
компонентами, поэтому мы предполагаем ис-
пользовать однократное пропускание исходного
образца мочи через иммуносорбент, выбранный
для предобработки.

Еще одно важное замечание: несмотря на вы-
явление наглядной корреляции, мы пока анали-
зировали аликвоты мочи равного объема. Одна-
ко при анализе биомаркеров количественные
результаты принято нормировать не по объему
мочи, а по концентрации креатинина или обще-
го белка. Некоторые исследователи предполага-
ют проводить нормализацию по концентрации
сывороточного альбумина или трансферрина в
моче. Мы проанализировали возможности по-
добных способов нормирования количествен-
ных оценок белковых компонентов в моче, вы-
брав четыре характерных образца мочи.

Изучение компонентов мочи после нормирования
по концентрации креатинина

или при выравнивании количества общего белка

Мы выбрали четыре характерных образца (№ 7,
№ 10, № 20 и № 22, табл. 1). Образец № 7 получен
от пациента с ранней мышечно-неинвазивной опу-
холью низкой злокачественности (G1); № 10 – от
пациента с мышечно-неинвазивной опухолью
более высокой степени злокачественности (G2);
№ 20 – от пациента с мышечно-инвазивной опу-
холью высокой злокачественности (G3); № 22 –

Рис. 3. Электрофоретическое разделение в 5–20% градиентном ПААГ белков мочи во фракциях, полученных в резуль-
тате иммуноаффинного фракционирования белков четырех образцов мочи больных РМП. Исх. – исходный образец
мочи; СА – проскок после удаления из исходной мочи сывороточного альбумина (SA); Э1 – элюат субпротеома, ас-
социированного с белками IgA и трансферрином (Tf); Э2 – элюат субпротеома, ассоциированного с фибриногеном
(Fg) и аполипопротеинами (Apo) А1 и В; Э3 – элюат субпротеома, ассоциированного с белками IgG, фибронектином
(FN), лактоферрином (Lf) и ɑ2-макроглобулином (МА). Стрелками обозначены основные белки, которыми обогаще-
ны фракции, сокращенные названия этих белков приведены справа.
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от пациента с мышечно-инвазивной опухолью
высокой злокачественности с метастазами.

В этих образцах, а также в контрольном образ-
це, полученном от здорового донора, мы измери-
ли концентрации креатинина и общего белка с
помощью прибора URiСКАН-БК, специализи-
рованного анализатора мочи и наборов реагентов
для диагностики протеинурии (“Эйлитон”, Рос-
сия). Результаты измерений представлены на рис. 5.
Видно, что развитие и тяжесть РМП явно корре-
лируют с резким возрастанием соотношения кон-
центраций белок/креатинин. Из представленных
данных видна сложность нормализации по креа-
тинину образцов мочи при РМП продвинутых
стадий, особенно при высокой степени злокаче-
ственности. Так, в образце № 22 соотношение бе-
лок/креатинин примерно в 100 раз выше нормы,
а если выровнять по креатинину этот образец и
нормальный, то будет выявлена 100-кратная раз-
ница в количестве белка. С одной стороны, вырав-
нивание проб по креатинину еще больше подчерк-
нет выявляемые в приведенных выше результатах
эффекты обогащения определенными белками. С
другой стороны, для обнаружения качественных
различий в конкретных белковых продуктах более
наглядным может быть использование проб, вы-
равненных по общему белку (или по сывороточ-
ному альбумину, или трансферрину).

Мы решили сначала провести нормализацию
образцов по общему белку, а затем фракциониро-
вать их: выделить IgG и IgA c ассоциированным
субпротеомом, а затем альбумин с ассоциирован-
ными компонентами. Субпротеом мочи после
этих выделений может оказаться перспективным
для анализа менее представленных белков, кото-
рые могут быть плохо видны в исходном препара-
те, поскольку затенены указанными наиболее бо-
гато представленными белками. Для сравнения
фракций, выделенных одинаковым способом из
разных образцов, желательно наносить их в со-
седние дорожки одного геля. Мы проанализиро-
вали таким образом фракции, полученные из че-
тырех образцов мочи (рис. 6 и 7). На рис. 6 представ-
лены результаты фракционирования в 5‒19%-ном
ПААГ белков исходных образцов мочи (исход-
ные), субпротеома, ассоциированного с сыворо-
точным альбумином (элюаты (СА) белков мочи,
связавшихся с иммуносорбентом, созданным на
основе нанотел к сывороточному альбумину), а
также проскоки белков мочи, не связавшихся ни с
иммуносорбентом на основе нанотел к сывороточ-
ному альбумину, ни с иммуносорбентами, создан-
ными на основе нанотел к иммуноглобулинам.

При таком нормализованном по общему белку
анализе более наглядно видны относительные
различия в представленности конкретных белко-
вых полос внутри каждого образца. На рис. 7
представлен анализ фракций иммуноглобулинов

(IgA и IgG) и ассоциированных с ними белков,
полученных в результате связывания, промывки
и элюции связавшихся белков с колонки, на ко-

Рис. 4. Электрофоретическое разделение белков мочи
в 5–20%-ном градиентном ПААГ во фракциях, полу-
ченных путем иммуноаффинного фракционирова-
ния белков четырех образцов, полученных от боль-
ных РМП, и взятого в 10-кратном избытке контроль-
ного образца (К) от здорового донора: а – элюаты
белков, связавшихся с иммуносорбентом на основе
нанотел к фибриногену; б – элюаты белков, связав-
шихся с иммуносорбентами на основе нанотел к апо-
липопротеину A1 (ɑ2М) или к ɑ2-макроглобулину
(ɑ2М). М – маркер. Стрелками обозначены выявляе-
мые белки ɑ2М и апоА1.
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торой иммобилизованы полученные нами ранее
два разных нанотела, связывающие в совокупно-
сти константные участки IgG и IgA.

Выделенные субпротеомы содержат не только
основные заданные белки, но и другие компонен-
ты, которые потенциально могут быть важными
для диагностических исследований. Получение
фракции проскока, из которой удалены основные
белки, может быть весьма полезным способом
предобработки мочи для последующего исследо-
вания с помощью различных современных мето-
дов, таких как двумерный электрофорез, масс-
спектрометрия и другие.

Особый интерес представляет выделение им-
мунных комплексов из мочи конкретного паци-
ента. При первичном изучении в составе этих
комплексов можно увидеть не только повышен-
ное содержание IgA и IgG на инвазивных стади-
ях болезни, но также и многие другие компонен-
ты, которые потенциально могут быть биомар-

керами патологического процесса у конкретного
пациента.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В представленной работе проанализированы
экспериментальные возможности применения ря-
да полученных нами ранее однодоменных антител
(нанотел) к мажорным маркерным белкам крови
для предобработки препаратов мочи больных
РМП. Показаны уникальные возможности ис-
пользования нанотел и новых инструментов на их
основе (иммуносорбентов, специфически адапти-
рованных парамагнитных частиц или иных носите-
лей) для повышения эффективности неинвазивных
диагностических исследований наряду с такими
традиционными методами, как электрофорез, а, в
перспективе, масс-спектрометрический анализ и
другие самые современные подходы.

Одно из перспективных направлений исполь-
зования нанотел – получение на их основе новых

Рис. 5. Определение концентраций креатинина и общего белка в образцах мочи больных РМП (№ 7, № 10, № 20 и
№ 22), а также в контрольном образце здорового донора. а – Концентрации креатинина и белка (в мг/мл). б – Соот-
ношение концентраций белка и креатинина.
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Рис. 6. Фракционирование исходных образцов мочи (исходные), нормализованных по общему белку, а также их фрак-
ций: субпротеома, ассоциированного с сывороточным альбумином (элюаты (СА)), и субпротеома проскока (проско-
ки) из несвязавшихся с анти-СА-иммуносорбентом белков. Номера образцов мочи указаны над электрофореграммой.
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Рис. 7. Анализ фракций иммуноглобулинов (IgA и IgG) и ассоциированных с ними белков. Сверху указаны номера об-
разцов мочи, которую подвергали фракционированию. M – маркер. Стрелками обозначены белковые продукты, от-
личающиеся от иммуноглобулинов, и потенциально с ними ассоциированные. На одном геле четыре образца слева фрак-
ционировали в восстанавливающих условиях (ДТТ+), а четыре образца справа – в невосстанавливающих (ДТТ-).
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иммуносорбентов (или модифицированных па-
рамагнитных частиц). Насколько нам известно,
число публикаций, посвященных получению и
адаптации нанотел для использования в составе
иммуносорбентов, весьма ограничено. В качестве
примера можно привести недавнюю публикацию
об иммуносорбенте на основе нанотел к β2-мик-
роглобулину для селективной очистки крови от
этого белка, что может отсрочить возникновение
диализного амилоидоза [21]. В этой работе опи-
сан метод создания иммуносорбента с помощью
сайт-специфической пришивки нанотела, пока-
зана высокая эффективность получаемого продук-
та для удаления заданного белка из крови. Потен-
циал наших разработок намного выше. Здесь речь
идет об использовании не одного, а сразу многих
высокоаффинных нанотел, с высокой специфич-
ностью связывающих конкретный мажорный бе-
лок крови или мочи (сывороточный альбумин, им-
муноглобулин A, иммуноглобулин G, фибриноген,
трансферрин, α2-макроглобулин, аполипопротеин
A1, аполипопротеин B, фибронектин, лактофер-
рин). Использованные в данной работе нанотела
получены и описаны в руководимой Тиллибом ла-
боратории ИБГ РАН [10, 12]. Все эти нанотела но-
вые и коммерчески недоступные.

Нами не найдено публикаций об использова-
нии методов фракционирования белков мочи,
основанных на классических антителах. Возмож-
но, это связано с относительно высокой стоимо-
стью и меньшей стабильностью традиционных
моноклональных антител по сравнению с наноте-
лами. Наше преимущество состоит также в том,
что мы имеем продуценты всех используемых в
данной работе нанотел и можем в любой момент
экономично наработать их в бактериальной си-
стеме экспрессии.

Нами показана возможность высокоспеци-
фичного удаления (истощения) или обогащения
конкретного белка мочи с помощью соответству-
ющего иммуносорбента. Таким образом, можно
специфически предобработать препарат мочи,
плазмы крови (что показано нами ранее [12]) или
иной биологической жидкости, удалив нежела-
тельные белки, или наоборот, выделить субпро-
теомы, ассоциированные с конкретным мажор-
ным плазматическим белком-носителем. Такая
предобработка может быть полезной для последу-
ющего анализа маркерных молекул в соответ-
ствующих фракциях, например, с помощью масс-
спектрометрии. Подобные обработки могут быть
также полезны для повышения чувствительности
традиционных методов иммуноферментного и
иммунофлуоресцентного анализа.

Мы использовали комбинированный подход
для исследования образцов надосадка мочи, по-
лученной от пациентов с разными стадиями
РМП. Этот подход заключался в использовании

иммуноаффинных колонок с иммобилизован-
ными нанотелами для специфической предобра-
ботки образцов мочи и последующего фракциони-
рования белков исходной или предобработанной
мочи традиционным методом электрофореза в гра-
диентном SDS-ПААГ, первую версию которого
описал Лэммли много лет тому назад [18]. Удиви-
тельно, но 1D ПААГ-электрофорез, самый попу-
лярный в исследовательских лабораториях вари-
ант, редко используется при проведении клини-
ческих анализов мочи. Мы присоединяемся к
мнению ряда экспертов в области исследования
протеома мочи [16] и видим именно этот относи-
тельно простой метод фракционирования белков
как компромиссный вариант разрабатываемого
рутинного метода клинического тестирования
белков мочи.

Помимо технологических инноваций, связан-
ных с использованием новых высокоспецифиче-
ских нанотел, нами получены следующие важные
результаты. Показано, что развитие РМП сопро-
вождается увеличением содержания мажорных
белков крови практически во всех 22 исследован-
ных образцах мочи больных. Некоторые из этих
белков уже предложены ранее в качестве биомар-
керов РМП. Так, мы подтвердили опубликован-
ные ранее данные и выявили повышение содержа-
ния ряда конкретных маркерных белков в образцах
мочи больных РМП, особенно выраженное при
прогрессировании опухоли от мышечно-неинва-
зивных к мышечно-инвазивным стадиям. Помимо
сывороточного альбумина, трансферрина, IgA и
IgG, нами выявлено также обогащение фибрино-
геном (причем при РМП высокой степени злока-
чественности наблюдали его деградацию), лакто-
феррином, α2-макроглобулином, аполипопротеи-
ном A1, фибронектином, что вполне согласуется с
данными [22–26]. Вариант комбинированного им-
муносорбента, содержащего использованные в
данной работе нанотела к перечисленным выше
маркерным белкам, имеющим диагностический
потенциал для РМП, может использоваться так-
же для разработки неинвазивного диагностиче-
ского метода в ближайшем будущем с целью пер-
вичного скрининга пациентов из группы риска.

Отметим, что при удалении мажорных белков
в колоночном формате возможна неконтролиру-
емая потеря минорных компонентов за счет сорб-
ционных эффектов. Возможно, для исследования
минорных биомаркеров более перспективно вы-
делять-обогащаться заданным субпротеомом с
целью его более детального исследования.

На наш взгляд, особый интерес представляет
выделение иммунных комплексов из мочи кон-
кретного пациента. Наряду с увеличенным содер-
жанием IgA и IgG на инвазивных стадиях болезни
в составе этих комплексов можно увидеть и мно-
гие другие компоненты, которые потенциально
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могут быть биомаркерами патологического про-
цесса у конкретного пациента. Мы планируем ис-
пользовать этот подход в более масштабных иссле-
дованиях с целью идентификации компонентов
иммунных комплексов, которые могут быть ассо-
циированы с ответом иммунной системы пациента
на растущую злокачественную опухоль, которая
контактирует с мочой, что определяет важность ис-
пользования для диагностики именно мочи.

Безусловно, наша работа это лишь первая пи-
онерская работа в направлении разработки ком-
бинированного диагностического метода началь-
ного исследования белков мочи. Мы планируем
дальнейшую работу в этом направлении на осно-
ве полученных результатов. Для нормализации
данных мы предполагаем использовать традици-
онную практику отнесения белковых данных к
концентрации креатинина в моче. Из наших ре-
зультатов следует, что в таком случае еще лучше
будет видна разница между образцами мочи здо-
ровых людей, пациентов с ранними формами
РМП и с мышечно-инвазивными опухолями.
Усреднение по содержанию общего белка может
быть правильным при резком появлении или ис-
чезновении конкретного биомаркера, а для детек-
ции количественных изменений, на наш взгляд,
более удачным будет выравнивание образцов по
креатинину.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант № 20-14-
00305).

Все процедуры, выполненные с участием био-
логических жидкостей, соответствуют этическим
стандартам институционального и/или нацио-
нального комитета по исследовательской этике и
Хельсинкской декларации 1964 года и ее последу-
ющим изменениям или сопоставимым нормам
этики. От каждого участника, включенного в ис-
следование, получено информированное добро-
вольное согласие. Работа одобрена Этическими
комитетами ИБГ РАН (разрешение от 18.01.2021)
и Московского научно-исследовательского он-
кологического института имени П.А. Герцена.
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This article is devoted to the analysis of the experimental possibilities of using a number of previously ob-
tained single-domain antibodies (nanobodies) to major marker blood proteins for the preprocessing of urine
preparations from patients with bladder cancer (BC) and demonstrating the unique possibilities of nanobody-
based tools for non-invasive diagnostic studies along with other traditional methods, such as electrophoresis
and, in the perspective, mass spectrometric analysis. It has been demonstrated that the development of blad-
der cancer in almost all 22 studied samples is accompanied by an increase in the content of major blood pro-
teins in the urine, some of which have already been proposed as biomarkers of bladder cancer. The use of new
immunosorbents based on nanobodies allows for both specific enrichment and removal of specified antigen
proteins and sub-proteomes associated with them from a biological f luid. The isolation of immune complexes
from the urine of a particular patient is of particular interest. During the initial study of these complexes,
along with the increased content of IgA and IgG at advanced stages of the disease, many other components
can be seen in their composition, which can potentially be biomarkers of a pathological process in a particular
patient. We plan to use the approaches proposed in this paper in the future for a larger-scale study of urine
samples from patients with bladder cancer at different stages of disease development in order to identify new
promising biomarkers of bladder cancer.

Keywords: single-domain antibody, nanobody, urinary biomarkers, bladder cancer, immunosorbent, affinity
chromatography, diagnostics


