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Технология прямого репрограммирования позволяет получать различные специфические типы
клеток, включая специализированные нейроны, из легко доступных аутологичных соматических
клеток. Это открывает уникальные возможности для развития персонализированной медицины ‒
от разработки in vitro моделей наследственных и дегенеративных неврологических заболеваний до
создания нейрорегенеративных технологий. За последние 10 лет опубликовано множество различ-
ных протоколов первичного репрограммирования, однако воспроизводимое получение гомоген-
ных популяций репрограммированных в нейрональном направлении клеток по сей день остается
трудновыполнимой задачей. Объединяет все существующие протоколы то, что в них используются
транскрипционные факторы, так или иначе участвующие в эмбриональном нейрогенезе. Можно
предположить, что именно там кроется ключ к получению высокоэффективных и воспроизводи-
мых технологий для осуществления нейрогенеза ex vivo. Анализ функциональных особенностей
транскрипционных факторов в эмбриональном и взрослом нейрогенезе позволит не только усовер-
шенствовать протоколы репрограммирования, но и путем детекции клеточных маркеров точно
определить ‒ на какую стадию нейрогенеза выводит тот или иной протокол. Цель данного обзора ‒
охарактеризовать общие факторы, играющие ключевую роль в нейрогенезе в эмбриональном и
взрослом периодах, а также в клеточном репрограммировании, и оценить соответствие получаемых
в результате репрограммирования клеток формам онтогенетического ряда нервной системы – от
плюрипотентных стволовых клеток до специализированных нейронов.

Ключевые слова: эмбриональный нейрогенез, взрослый нейрогенез, морфогенные факторы, про-
нейрональные факторы, прямое репрограммирование, нейральные стволовые клетки, нейральные
прогениторные клетки, индуцированные нейроны, PAX6, MSI1, GSX2, DLX, ASCL1, NGN2,
BRN2, MYT1l, NEUROD1
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ВВЕДЕНИЕ

До недавнего времени проведение исследова-
ний в области регенеративной терапии некура-
бельных заболеваний центральной нервной си-
стемы (ЦНС) было затруднительным из-за отсут-
ствия возможности получения необходимых
типов клеток нервной ткани, включая все пере-
ходные формы: от мультипотентных стволовых
клеток до высокоспециализированных нейронов.
Создание технологии индуцированных плюрипо-

тентных стволовых клеток (iPSCs; induced pluri-
potent stem cells), а затем и технологии прямого
репрограммирования (получение нейральных
прогениторных клеток напрямую ‒ без стадии
индуцированной плюрипотентности) стало на-
чалом новой эры в области нейрорегенерации
[1‒5]. Известно, что при большинстве нейродеге-
неративных заболеваний преимущественно по-
вреждаются определенные подтипы нейронов.
Так, при болезни Паркинсона дегенерируют до-
фаминергические нейроны среднего мозга, при

Сокращения: ГАМК – γ-аминомаслянная кислота; НСК – нейральные стволовые клетки; РГ – радиальная глия; BMP
(bone morphogenetic protein) ‒ костный морфогенетический белок; drNPCs (directly reprogrammed neural precursor cell) ‒
прямо репрограммированные нейральные прогениторные клетки; DV (dorsal-ventral) ‒ дорсально-вентральная (ось); FGF
(fibroblast growth factors) ‒ факторы роста фибробластов; iPSCs (induced pluripotent stem cells) ‒ индуцированные плюрипо-
тентные стволовые клетки; LGE (lateral ganglionic eminence) ‒ латеральное ганглиозное возвышение; NCCs (neural crest
cells) – клетки нервного гребня; RA (retinoic acid) ‒ ретиноевая кислота; RC (rostral-caudal) ‒ рострально-каудальная (ось).
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болезни Хантингтона повреждаются ГАМКерги-
ческие нейроны стриатума (γ-аминомасляная
кислота (ГАМК) ‒ нейротрансмиттер), при спи-
нальной мышечной атрофии и боковом амиотро-
фическом склерозе дегенерируют двигательные
нейроны [6]. Клеточное репрограммирование от-
крывает перспективы для воссоздания утрачен-
ных специализированных нейронов, а также для
создания специфичных для пациента клеточных
моделей, включая генетические и спорадические
заболевания, для исследования интимных меха-
низмов патогенеза и разработки новых методов
терапии некурабельных на данном этапе психо-
неврологических и нейродегенеративных заболе-
ваний [7, 8].

Некоторые исследователи отмечают, что раз-
витие клеток контролируется не только биохи-
мическим, но и пространственно-временным
контекстом окружения [9‒11]. С этой точки зре-
ния технология получения iPSCs и прямое ре-
программирование принципиально отличаются
друг от друга, поскольку при получении iPSCs
происходит “обнуление” эпигенетического воз-
раста трансформированной клетки [10]. Прямое
репрограммирование соматических клеток взрос-
лого пациента позволяет миновать неустойчивую
и потенциально небезопасную стадию iPSCs и
при этом сохранить основной эпигенетический
“портрет” исходной клетки [11]. Сохранение воз-
растных особенностей обусловливает предпочти-
тельное применение прямо репрограммирован-
ных нейральных прогениторных клеток (directly
reprogrammed neural precursor cells; drNPCs) [2],
например при исследованиях возрастных нейро-
дегенеративных заболеваний, таких как болезни
Альцгеймера и Гентингтона [11].

Открытием многих транскрипционных факто-
ров и целого ряда малых молекул, применяющих-
ся сейчас для прямого репрограммирования, мы
обязаны исследованиям в области биологии раз-
вития нервной системы. Более того, в настоящее
время становится очевидным, что и нейрорегене-
ративные технологии восстановления пирамид-
ной системы при таких заболеваниях, как тяже-
лая спинальная травма или инсульт, с помощью
iPSCs или drNPCs не могут быть разработаны без
глубокого понимания и моделирования процес-
сов эмбрионального нейрогенеза. Простая им-
плантация даже сингенных эмбриональных ней-
ральных стволовых клеток (НСК) не приводит к
полноценной регенерацией взрослой ЦНС вслед-
ствие несовпадения эпигенетических сигналов,
отсутствия градиентов морфогенных факторов и
других важных компонентов клеточного микро-
окружения, без которых нейрорегенерация не-
возможна [9‒11].

Цель обзора – охарактеризовать общие факто-
ры, играющие ключевую роль в нейрогенезе в эм-

бриональном и взрослом периодах, а также в
клеточном репрограммировании и оценить со-
ответствие получаемых в результате репрограм-
мирования клеток формам онтогенетического
ряда нервной системы – от плюрипотентных
стволовых клеток до специализированных ней-
ронов.

НЕЙРОГЕНЕЗ
В ЭМБРИОНАЛЬНОМ ПЕРИОДЕ

В эмбриогенезе развитие нервной системы
или нейральная индукция начинаются на стадии
гаструлы, когда нервная пластина складывается,
образуя нервную трубку, из которой затем разви-
ваются головной и спинной мозг. Источником
различных типов клеток спинного мозга у позво-
ночных служат нейромезодермальные предше-
ственники (neuromesodermal progenitors), распо-
ложенные в каудолатеральной области эпибла-
ста (caudal lateral epiblast) [12‒14]. Процесс
нейральной индукции определятся градиентами
нескольких морфогенных факторов вдоль ро-
стрально-каудальной (rostral-caudal; RC) и дор-
сально-вентральной (dorsal-ventral; DV) осей, что
обеспечивает радиальную и продольную/танген-
циальную миграцию клеток-предшественников.
К основным морфогенам, отвечающим за пат-
терн формирования RC-оси, относят факторы
сигнального пути Wnt, ретиноевую кислоту (reti-
noic acid; RA) и семейство факторов роста фиб-
робластов (Fibroblast Growth Factors; FGF), тогда
как в формировании паттерна DV-оси участвуют
факторы сигнальных путей Wnt и SHH1, а также
семейство костных морфогенетических белков
(bone morphogenetic proteins; BMP) (рис. 1а).

К основным каудализирующим морфогенам
относятся белки семейств WNT, FGF, а также RA.
WNT1 и FGF-8 продуцируются клетками на гра-
нице среднего и заднего мозга и необходимы для
формирования идентичности среднего и заднего
мозга посредством регуляции генов OTX1 (коди-
руемый белок, homeobox protein OTX1, определя-
ет границы переднего и среднего мозга) и GBX2
(кодируемый белок, gastrulation brain homeobox 2,
определяет границы заднего мозга) [15]. Прину-
дительная активация пути Wnt малой молекулой
CHIR99021 способствует формированию регио-
нальных нейрональных предшественников; при
этом чем выше доза CHIR99021 (и активность со-
ответственно WNT), тем большую каудальную
идентичность приобретают клетки [16]. С помо-
щью такого дозозависимого эффекта удалось по-

1 Работы, рассматриваемые в обзоре, выполнены на разных
видах животных ‒ с видоспецифичным написанием генов-
ортологов и кодируемых ими белков. С целью не загро-
мождать текст соответствующими комментариями мы
приводим названия генов и белков по базе GeneCards для
генома человека.
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лучить нейрональные предшественники, идентич-
ные клеткам переднего, среднего, заднего мозга, а
также переднего спинного мозга [16]. Точность до-
зозависимого влияния CHIR99021 на морфоген-
ные свойства белков WNT настолько высока, что
с помощью подбора концентрации этой молекулы
можно получить предшественники, специфичные
для очень близких областей, например вентрально-
го среднего мозга и субталамического ядра [17]. RA
функционирует в обратном, ростральном, направ-
лении и ослабляет влияние сигнальных путей Wnt и
FGF [18, 19]. На молекулярном уровне RA ингиби-
рует экспрессию гена FGF8, тем самым препят-
ствуя дальнейшему удлинению каудального отде-
ла спинного мозга [20, 21].

Транскрипционные факторы семейства SHH
продуцируются хордой и мезодермальной тканью
под вентральным полюсом нервной трубки и за
счет активации одноименного сигнального пути
формируют основной вентральный паттерн, а
транскипционные факторы семейства BMP, в
частности BMP2, BMP4, BMP5, BMP7 и другие,
секретируемые в дорсальной части хорды (roof
plate), и WNT, напротив, определяют дорсальный
паттерн [13, 22, 23]. Эти морфогены формируют
антипараллельные градиенты сигналов, контро-
лирующих работу транскрипционных факторов,
экспрессия которых, в свою очередь, делит спин-
ной мозг на 14 отдельных доменов в DV-направ-
лении с различными типами клеток [24, 25]. Так,

Рис. 1. Факторы нейрогенеза в эмбриональном и взрослом мозге человека. а ‒ Основные морфогенные градиенты эм-
брионального мозга на раннем этапе развития и зоны функционирования пронейрональных транскрипционных фак-
торов в эмбриональном мозге на стадии мозговых пузырей (справа). б ‒ Области экспрессии и мишени пронейрональ-
ных транскрипционных факторов во взрослом мозге. Продольный срез: зубчатая извилина, сетчатка и мозжечок; по-
перечный срез: гиппокамп, субгранулярная (SGZ) и субвентрикулярная/субэпендимальная (SVZ) зоны. На схеме
слоя коры показано, что гены нейрогенина-1 и -2 (NGN1 и NGN2) экспрессируются в пирамидных нейронах всех сло-
ев коры взрослого головного мозга и звездчатых клетках IV слоя коры головного мозга, а ген белка BRN2 (POU3F2)
экспрессируется в пирамидных нейронах II, III и V слоев коры взрослого головного мозга, а также в шванновских
клетках. Обозначения: Ctx (cortex) ‒ кора головного мозга; LGE (lateral ganglionic eminence) ‒ латеральное ганглиоз-
ное возвышение; MGE (medial ganglionic eminence) ‒ медиальное ганглиозное возвышение; RP (roof plate) ‒ дорзаль-
ная часть хорды; FP (floor plate) ‒ вентральная пластина; V0‒V3 (ventral interneurons) ‒ вентральные интернейроны;
pMN (motoneuron progenitors) – прогениторы моторный нейронов.
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градиент SHH за счет активации транскрипцион-
ных факторов семейств PAX (paired box), NKX
(NK2 homeobox 1), DBX (developing brain homeo-
box protein) и IRX (iroquois homeobox protein) в вен-
тральном отделе спинного мозга определяет фор-
мирование предшественников моторных нейро-
нов и интернейронов (V0–V3), а также клеток
вентральной пластины (floor plateс сells). Напро-
тив, клетки нервного гребня и предшественники
интернейронов dI1–dI6 генерируются в дорсаль-
ной части нервной трубки под влиянием градиен-
та BMP [26]. Эмбриональный конечный мозг
включает в себя два основных региона: дорсаль-
ный (паллий) и вентральный (субпаллий). Перед-
няя и боковая части дорсального конечного мозга
образуют неокортекс и палеокортекс, задняя и
медиальная области позже развиваются в гиппо-
камп (архикортекс), кортикальную кромку (один
из основных источников клеток Кахаля–Ретциу-
са) и хороидное сплетение [27]. В вентральной ча-
сти конечного мозга формируются латеральное,
медиальное и хвостовое ганглиозные возвышения,
которые участвуют в формировании базальных
ганглиев, ГАМКергических интернейронов коры и
рострального миграционного тракта [28‒31]. Фор-
мирование этих доменов в эмбриональном мозге
контролируется морфогенами WNT, BMP, SHH,
FGF и PAX6. Экспрессия белков PAX6, WNT и
BMP прежде всего определяет формирование дор-
сального конечного мозга [29, 32], а повышение
уровня SHH – его вентральных отделов [33].
PAX6 относится к факторам транскрипции, экс-
прессия которых формирует границу между дор-
сальным и вентральным отделами мозга совмест-
но с экспрессией гена GSX2, продукт которого,
GSH2, локализуется в вентральной части конеч-
ного мозга [34]. Дорсальная граница экспрессии
GSX2 примыкает к вентральной границе палли-
ального домена PAX6 с узким перекрытием, а пе-
рекрестные репрессивные взаимодействия между
GSX2 и PAX6 устанавливают паллиально-субпал-
лиальную границу [35‒37].

СПЕЦИФИКАЦИЯ ТЕРМИНАЛЬНЫХ 
НЕЙРОННЫХ ПОДТИПОВ

Помимо морфогенов, определяющих RC- и
DV-ориентацию, существует немало транскрип-
ционных факторов, обеспечивающих специали-
зацию формирующихся нейронов. Наиболее ис-
следован этот процесс в регионе конечного мозга,
так как именно из его дорсальной части формиру-
ется кора. Первичные кортикальные нейроны за-
рождаются из активно делящейся радиальной
глии в более глубоком слое (слой VI) и лишь по-
том – в верхнем (слой I), а затем последовательно
генерируются нейроны, находящиеся в слоях V,
IV, III и II. Cначала активируются факторы
FOXP2 (forkhead box protein P2) и CTIP2, ответ-

ственные за формирование нейронов в слоях
V‒VI, после чего появляются клетки, экспресси-
рующие POU3F3 (POU class 3 homeobox 3),
CUX1/2 (Cut-like homeobox 1/2) и LHX2 (LIM ho-
meobox 2) в слое IV, далее клетки, экспрессирую-
щие LMO3 (LIM domain only protein 3) и TLE3
(transducin-like enhancer protein 3) в слое III, и, на-
конец, клетки, экспрессирующие PLXND1 (Ple-
xin D1) в слое II [38]. Показано, что PAX6, NGN1
(Neurogenin 1) и NGN2 определяют образование
глутаматергических нейронов и ингибируют аст-
роглиальную дифференцировку [39‒42]. PAX6
может активировать нейрогенез как через NGN-
зависимый механизм и далее через активацию
факторов нейрогенной дифференцировки NeuroD
(neuronal differentiation), а также TBR1 и TBR2
(T-box brain protein 1/2) [39], так и через NGN-не-
зависимый механизм [32]. Активность NGN1 и
NGN2 индуцируется WNT [42, 43]. Ганглиозные
возвышения дают начало соматостатиновым
ГАМКергическим и холинергическим интерней-
ронам и нейропептид Y-иммунопозитивным (NPY)
интернейронам [31, 44]. Один из основных индук-
торов ГАМКергическх нейронов ‒ транскрипци-
онный фактор ASCL1 (Achaete-scute homolog 1;
ген MASH1) [40, 45‒47]. ГАМКергические нейро-
ны характеризуются экспрессией фактора LHX6
[48, 49], а холинергические ‒ LHX8 или ISL1 [48,
50]. За специализацию нейронов в вентральном
отделе конечного мозга также отвечают гены, ко-
дирующие семейство транскрипционных факто-
ров DLX (Distal-less homeobox) [51, 52], и сигналь-
ного пути SHH: GLI1, GLI2 и GLI3 [53, 54]. В фор-
мировании дофаминергических нейронов черной
субстанции среднего мозга принимают участие
факторы FGF2, FGF8 и WNT. Под их действием
образуются тирозингидроксилаза-позитивные ней-
роны, экспрессирующие гены PITX3 (pituitary ho-
meobox 3) и NR4A2 (кодирует белок NURR1; nu-
clear receptor related 1 protein) [55].

Таким образом, в результате пространствен-
но-временной организации перечисленных фак-
торов транскрипции ‒ мастер-регуляторов ‒ и
запускаемых ими вторичных морфогенетических
и специализирующих факторов в процессе ней-
рональной индукции образуется все многообра-
зие нейронов и глиальных клеток в конечных
структурах головного и спинного мозга. В этом
обзоре мы не будем подробно останавливаться на
факторах специализации терминальных нейро-
нальных подтипов в контексте прямого репро-
граммирования, так как протоколы терминаль-
ной дифференцировки универсальны и не зави-
сят от способа репрограммирования.
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ОСОБЕННОСТИ НЕЙРОГЕНЕЗА
ВО ВЗРОСЛОМ МОЗГЕ

Нейрогенез во взрослом мозге ‒ это возникно-
вение функционально активных нейронов de novo
из клеток-предшественников (радиальная глия,
НСК), происходящее на протяжении всей жизни
в субвентрикулярной (SVZ) и субгранулярной
(SGZ) зонах головного мозга [56, 57]. Нейроге-
нез, впервые обнаруженный у певчих птиц в
70-х годах прошлого века, затем был обнаружен в
SVZ и SGZ мозга мелких млекопитающих, а чуть
позже в тех же зонах мозга приматов и человека
(см. обзоры [58, 59]). В последнее время появля-
ются данные о нейрогенезе и в других областях
мозга млекопитающих, таких как гипоталамус,
нигростриарная система, миндалевидное тело и
различные отделы коры, хотя пока рано утвер-
ждать, что там происходит именно нейрогенез, а
не миграция клеток из SVZ и SGZ [57]. Основные
функции нейрогенеза во взрослом мозге ‒ реге-
нерация ольфакторных клеток и образование
новых нейронов и глиоцитов в структурах, осу-
ществляющих функционирование памяти и
других когнитивных процессов, поддержание
нейрональной пластичности в целом [57‒59]. В
условиях патологии все процессы в нишах ство-
ловых клеток мозга претерпевают существенные
изменения. Так, активация нейрогенеза во взрос-
лом мозге происходит в ответ на массовую гибель
нейронов при инсультах, черепно-мозговых трав-
мах, нейродегенеративных заболеваниях, таких
как болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона,
эпилепсия и др. [57‒59].

Нейральные стволовые/прогениторные клет-
ки субэпендимальной и субгранулярной зон про-
исходят из эмбриональных НСК, образующихся
в процессе раннего нейрогенеза и затем находя-
щихся в состоянии покоя вплоть до постнаталь-
ного периода [60]. Постанатально эти клетки
проходят несколько делений, прежде чем в SGZ
дать начало клеткам радиальной глии (РГ) I типа
или их аналогам ‒ клеткам B1 в SVZ, которые
формируют нишу стволовых клеток взрослого
мозга. Принято считать, что НСК в SVZ и SGZ
взрослого мозга облигатно экспрессируют GFAP
(glial fibrillary acidic protein) и нестин и опцио-
нально SOX2 (sex determining region Y (SRY)-box
2) или SHH, ‒ что свидетельствует о гетерогенно-
сти их популяции [61].

В SVZ клетки РГ I типа подвергаются ассимет-
ричному делению, в результате которого образу-
ются прогениторные клетки II типа, имеющие
астроглиальный фенотип (2а), а также промежу-
точные нейрональные прогениторы (клетки 2b),
дающие начало молодым нейронам [62]. Прогли-
альные клетки 2а характеризуются экспрессией
SHH, WNT, инсулинподобного фактора роста 1
(IGF-1), FGF-2, SOX2 и ядерного белка TLX (T

Cell Leukemia Homeobox) [61]. Активность путей
SHH, WNT, IGF-1 и FGF-2 необходима для диф-
ференцировки и созревания клеток II типа, а ло-
кальные изменения концентрации IGF-1 опреде-
ляют направление миграции [63]. Эти клетки так-
же экспрессируют рецепторы ГАМК и реагируют
на наличие ГАМК в окружающей среде [62]. Кро-
ме ГАМК пролиферацию и созревание клеток II
типа также регулируют дофамин и серотонин, о
чем свидетельствует экспрессия в них генов до-
фаминовых (D2/D3) и серотониновых (5-HT) ре-
цепторов [64, 65]. Пронейрональные клетки 2b,
помимо общих для всех клеток II типа факторов,
экспрессируют гены DCX (Doublecortin), NT3 (neu-
rotrophin-3), TBR2, MASH1, NEUROD1 и PROX1
(prospero homeobox protein 1) [61]. Клетки 2b в
дальнейшем дифференцируются в клетки III типа
(нейробласты и преддеференцированные нейро-
ны). Раннюю стадию формирования этих клеток
называют фазой постмитотического созревания
[62]. В этом процессе клетки III типа меняют
свою пространственную ориентацию на более
вертикальную в толще SGZ и приобретают по-
лярную форму, выпуская дендриты в зубчатый
молекулярный слой и аксоны, уходящие к слою
пирамидных клеток в области CA3 [66]. Далее
эти клетки созревают, формируя дендритные
шипики и удлиняя аксоны в зону CA2 [61]. В мо-
лодых клетках III типа продолжается экспрессия
пронейрональных генов, активных в клетках I и
II типа (DCX, WNT, NOTCH, GABA, NEUROD1 и
PROX1) [67], которую затем заменяет экспрессия
генов зрелых нейронов, таких как BDNF (кодиру-
ет нейротрофический фактор головного мозга),
RELIN (рилин), CREB (cAMP response element-
binding protein), RBFOX3 (RNA binding FOX-1
homolog 3), CALB2 (кальретинин), AP1 (activating
protein 1) [67]. Релин представляет собой гликопро-
теин внеклеточного матрикса, регулирующий про-
цессы миграции, позиционирования нейронов и
формирование дендритных шипиков [68]. Фосфо-
рилирование CREB активирует транскрипцию ге-
нов других ключевых молекул, таких как c-FOS,
JUN-B, BCL-2, GDNF (glial cell-derived neuro-
trophic factor), и различных нейротрофинов для
регулирования выживания и регенерации нейро-
нов [69]. Сигнальный каскад Wnt активирует AP-1,
который представляет собой гетеродимер, состоя-
щий из субъединиц c-FOS и c-JUN, и влияет на
пролиферацию, дифференцицировку и апоптоз
нейронов [70].

SVZ боковых желудочков, или субэпендималь-
ная зона, содержит большое количество НСК,
называемых клетками РГ типа В1, которые мор-
фологически напоминают взрослые радиальные
астроциты, экспрессируют гены GFAP, транспор-
теров глутамата и аспартата, липидсвязывающего
белка мозга и контактируют своими отростками с
капиллярами [57, 71, 72]. Активированные клетки
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САМОЙЛОВА и др.

В1 экспрессируют нестин и ассиметрично делят-
ся с образованием клеток B2, также имеющих
астроглиальный фенотип и взаимодействующих с
капиллярами, но не контактирующих с апикаль-
ной поверхностью эпендимы, а также с образова-
нием транзиторно амплифицирующихся проме-
жуточных клеток типа С, экспрессирующих мар-
керы ASCL1 и DLX. Клетки типа С несколько раз
ассиметрично делятся и формируют пул клеток
типа А (нейроболастов), которые затем мигриру-
ют по ростральному миграционному пути в обо-
нятельные луковицы [57, 71, 73]. Для клеток типа
А характерна экспрессия DCX, CRMP-4 (col-
lapsin-response mediator protein 4), PSA-NCAM
(prostate-specific antigen‒neural cell adhesion mole-
cule), ганглиозида 9-O-ацетил-GD3 и других бел-
ков клеточной адгезии и интегринов, которые
обеспечивают эффективную миграцию клеток к
обонятельным луковицам, регулируемую такими
факторами, как TN-С (тенасцин-С) и РК2 (про-
кинетицин-2) [57].

Нейрогенез во взрослом мозге обычно рассмат-
ривается как ограниченное и упрощенное продол-
жение эмбрионального нейрогенеза [13]. Сходство
эмбрионального и взрослого нейрогенеза, в част-
ности, заключается в том, что и в эмбриональном,
и во взрослом мозге нейроны происходят от клеток
РГ [74]. Однако во взрослом и эмбриональном
нейрогенезе есть и принципиальные различия,
заключающиеся как в особенностях окружения,
так и в ключевых молекулярных механизмах. Так,
анализ транскриптома показал, что эмбриональ-
ные клетки РГ наиболее близки к нейробластам и
транзиторно амплифицирующимся прогенитор-
ным клеткам (ТАП-клетки), в то время как пат-
терн экспрессии клеток РГ во взрослом мозге бо-
лее соответствует дифференцированным астро-
цитам и эпендимальным клеткам [9]. Последние
играют важную роль в формировании ниши ство-
ловых клеток в субэпендимальном пространстве
и SGZ взрослого мозга [75] и отсутствуют в окру-
жении НСК раннего эмбрионального мозга [76].
Эта особенность микроокружения, вероятно, при-
водит к тому, что эмбриональные НСК дифферен-
цируются преимущественно в нейрональном на-
правлении, а взрослые НСК предпочтительно осу-
ществляют глиогенез [9].

В экспериментах с трансплантацией показано,
что культивированные эмбриональные и взрослые
НСК, которые in vitro легко дифференцируются в
нейроны, при пересадке в паренхиму головного
мозга взрослого животного меняют направление
дифференцировки в сторону глиогенеза [13]. Инте-
ресно, что только в зубчатой извилине гиппокампа
трансплантированные клетки могут продуциро-
вать нейроны, хотя и там взрослые НСК окружены
глиальными клетками, отсутствующими на эмбри-
ональных стадиях, такими как зрелые олигоденд-
роциты, NG2-глия и астроциты [13]. Это связы-

вают с наличием специализированных механиз-
мов подавления глиогенеза за счет активации
сигнального пути BMP [13, 77]. Кроме того, обна-
ружено, что трансплантация нейрогенно активных
клеток в зоны ЦНС, где у взрослого организма от-
сутствует естественный нейрогенез, приводит к на-
рушению дифференцировки трансплантирован-
ных клеток, в результате чего они либо сохраняют
стволовость, либо дифференцируются в глию [78].
К этому же выводу пришли исследователи, пока-
завшие резкое снижение экспрессии пронейро-
генных факторов транскрипции, таких как PAX6,
ASCL1 и NGN2, после трансплантации in vivo при
высокой их активности in vitro [79, 80].

Интересно, что эмбриональная радиальная
глия изначально обладает повышенным уровнем
экспрессии нейрогенных факторов транскрип-
ции по сравнению с глией во взрослом мозге [9].
НСК во взрослом мозге способны к нейрогенезу
только через промежуточные формы и без допол-
нительной транскрипционной поддержки на по-
следующих стадиях могут сменить направление
на глиогенез [81]. Показано, что факторы, регу-
лирующие нейрогенез на ранних этапах разви-
тия, такие как PAX6, GSX2, DLX, ASCL1, NGN2
и NEUROD1, также участвуют в регуляции взрос-
лого нейрогенеза [9, 82]. Важное отличие состоит
в том, что эмбриональная радиальная глия изна-
чально склонна к прямой нейрональной диффе-
ренцировке, в то время как для взрослых НСК не-
обходима серия промежуточных делений для на-
работки необходимого уровня пронейрональных
транскрипционных факторов [81, 83‒85].

Еще одно существенное отличие взрослого ней-
рогенеза от эмбрионального связано с особенно-
стями регулирования клеточного цикла. Так, в эм-
бриональном периоде клеточный цикл НСК длит-
ся от 10 до 18 ч, что связано с необходимостью в
короткий срок сформировать достаточно большой
объем нервной ткани, в то время как во взрослом
мозге клеточный цикл радиальных глиальных
клеток в зубчатой извилине, SVZ и SGZ длится от
нескольких суток до двух недель [86‒88].

На основании вышеприведенных сведений
можно прийти к заключению, что взрослые
НСК ‒ это особый, выделенный на ранних эта-
пах развития, пул клеток, имеющий свои функции
и механизмы регуляции пролиферации и диффе-
ренцировки. Ключевой особенностью НСК в ни-
ше стволовых клеток взрослого мозга является
преимущественная склонность к глиогенезу, а не
к нейрональной дифференцировке [13, 89]. Эту
склонность и “глиогенность” микроокружения
взрослого мозга необходимо учитывать при раз-
работке всех нейрорегенеративных технологий,
включающих нейрональную дифференцировку.
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ПРОНЕЙРОНАЛЬНЫЕ 
ТРАНСКРИПЦИОННЫЕ ФАКТОРЫ

В РЕПРОГРАММИРОВАНИИ

В отличие от технологии iPSC, при примене-
нии которой получают плюрипотентные клетки,
аналогичные эмбриональным стволовым клет-
кам (ЭСК), при прямом репрограммировании
могут быть получены как прогениторные клет-
ки, так и нейробласты и нейроны той или иной
степени зрелости [2, 90, 91]. На основании совре-
менных представлений об эмбриональном и взрос-
лом нейрогенезе мы составили онтогенетический
ряд клеток ЦНС ‒ от плюрипотентной ЭСК до
специализированных нейронов ‒ и попытались
систематизировать опубликованные в литературе
протоколы репрограммирования c точки зрения
соответствия получаемых в результате клеток тем

или иным позициям в онтогенетическом ряду
(рис. 2, табл. 1).

Среди факторов транскрипции, играющих
определяющую роль в эмбриональном и взрос-
лом нейрогенезе, при нейрональном репрограм-
мировании применяют такие мастер-регуляторы,
как SOX2 [142] и PAX6 [43]. Последний, в свою
очередь, регулирует экспрессию гена NEUROG2,
продукт которого, белок NGN2, принимает ак-
тивное участие в регулировании пролиферации
НСК [143]. В дополнение к экспрессии SOX2,
PAX6 и NGN2, еще одно общее условие для
успешного нейронального репрограммирования ‒
подавление функции репрессора транскрипции
REST (RE1-silencing transcription factor), также
известного как фактор рестриктивного подавле-
ния нейронов (neuron-restrictive silencer factor;
NRSF). Продукт гена REST подавляет экспрессию

Рис. 2. Онтогенетический ряд клеток, от плюрипотентной ЭСК до специализированных нейронов, и протоколы пря-
мого репрограммирования. Стрелками показано соответствие полученных в результате репрограммирования конеч-
ных типов клеток тем или иным позициям в онтогенетическом ряду. Указаны протоколы, приводящие к получению
смешанной/гетерогенной популяции НСК, НПК, ТАП-клеток, нейробластов (1); охарактеризованных НПК (2);
преддиференцированных нейронов (3); терминально дифференцированных нейронов головного и спинного мозга (4).
Обозначения: ЭСК – эмбриональная стволовая клетка; ТАП – транзиторно амплифицирующиеся предшественники;
НПК – нейральные прогениторные клетки; НСК – нейральные стволовые клентки.
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Таблица 1. Перечень протоколов прямого репрограммирования к рисунку 2

Целевой тип клеток Факторы репрограммирования Литературный источник

НСК

SOX2, KLF4, BRN2, ZIC3 Thier M.C. et al. [92]

OCT4 Zhu S. et al. (2014) [93]

SOX2, HMGA2 Yu K.R. et al. (2015) [94]

SOX2, c-MYC Sheng C. et al. (2018) [95]

OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC, LIN28, NANOG, 
SV40LT

Cheng L. et al. (2017) [96]

SOX2, PAX6 Connor B. et al. (2018) [97]

SOX2 Kim B.E. et al. (2018) [98]

НСК/НПК-подобные 
клетки

CBX2, HES1, ID1, TFAP2A, ZFP42, ZNF423 
или FOXG1, GATA3, NR2A2, PAX6, SALL2, 
TFAP2A, ZFP42

Hou P.S. et al. (2017) [99]

OCT3/4, SOX2, KLF4, l-MYC, LIN28, shp53 Capetian P. et al. (2016) [100]

SOX2, c-MYC Giorgetti A. et al. (2012) [101]

SOX2, c-MYC Castaño J. et al. (2016) [102]

MSI, NGN2, MBD2 Ahlfors J.-E. et al. (2019) [2]

SOX2, PAX6 Maucksch C. et al. (2012) [103]

SOX2 Ring K.L. et al. (2012) [104]

Радиальная глия

ZFP521 Shahbazi E. et al. (2016) [105]

PTF1a Xiao D. et al. (2018) [106]

SOX2 Mirakhori F. et al. (2015) [107]

Нейробласты

miR-302/367 Ghasemi-Kasman M. et al. (2015) [108]

OCT4, SOX2 или NANOG Corti S. et al. (2012) [109]

miR-124, BRN2, MYT1L Yoo A.S. et al. (2011) [110]

miR-124, BRN2, MYT1L Ambasudhan, R. et al. (2011) [111]

miR-124, ASCL1, BRN2, MYT1L Lau S. et al. (2014) [112]

miR-9/9*, miR-124 Huh C.J. et al. (2016) [113]

ASCL1, BRN2, MYT1L Torper O. et al. (2013) [79]

ASCL1, BRN2, MYT1L Pereira M. et al. (2014) [114]

ASCL1, BRN2, MYT1L Vierbuchen T. et al. (2010) [115]

ASCL1, BRN2, NGN2 Meng F. et al. (2012) [116]

ASCL1, BRN2, NGN2 Mertens J. et al. (2015) [117]

ASCL1, BRN2, MYT1L, NEUROD1 Pang Z.P. et al. (2011) [118]

ASCL1, BRN2, MYT1L, NEUROD1 Matsuda T. et al. (2019) [119]

SOX2/ASCL1 или SOX2/NGN2 Araújo J. et al. (2018) [120]

ASCL1, BRN2 (+ shRNA REST) Drouin-Ouellet J. et al. (2017) [121]

ГАМКергические ней-
роны

ASCL1, SOX2 Karow M. et al. (2012) [122]

Глутаматергические 
нейроны

BRN2, MYT1L, FEZF2 Miskinyte G. et al. (2017) [123]

ASCL1 Chanda S. et al. (2014) [124]
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нейронспецифичных генов путем привлечения
других корепрессоров: mSin3A/B [144], N-CoR,
CtBP [145] или CoREST, ‒ блокируя промоторы
кодирующих и некодирующих генов-мишеней
[43]. Будучи негативным мастер-регулятором ней-
рогенеза, REST играет фундаментальную роль
как для поддержания покоящегося пула НСК, так
и в постмитотических нейронах, где он регулиру-
ет экспрессию генов, важных для синаптической
пластичности. REST активен во всех ненейро-
нальных клетках и тканях, где он также подавляет
экспрессию нейронспецифичных генов. Именно
поэтому без инактивации этого супрессора про-
вести пронейрональное репрограммирование со-
матических клеток невозможно [144].

Кроме упомянутых выше мастер-факторов,
таких как SOX2 и PAX6, есть еще немало подкон-
трольных им генов или кофакторов, участвующих
в нейрогенезе и относящихся к потенциальным
факторам репрограммирования. В результате про-
веденного анализа литературы выявлено, что в

различных методиках прямого репрограммирова-
ния применяют и такие факторы, как MSI1 (Mu-
sashi RNA binding protein 1), ASCL1, BRN2, ней-
рогенины, NEUROD1, MYT1L (myelin transcrip-
tion factor 1 like), GSX2, DLX, а также микроРНК
и малые молекулы. Рассмотрим перечисленные
факторы более подробно.

Фактор транскрипции SOX2
SOX2 (SRY-box 2) ‒ многофункциональный

транскрипционный мастер-фактор, участвую-
щий в поддержании пролиферации, плюрипо-
тентности стволовых клеток, развитии нервной
системы и во многих других процессах в организ-
ме [146, 147]. В некоторых исследованиях показа-
но, что уровень экспрессии гена SOX2 в ЭСК
жестко регулируется, а небольшие изменения в
нем приводят к значительным колебаниям на-
правления дифференцировки, так как SOX2, в
противовес OCT4, активно участвует в процессе
мезенхимально-эпителиального перехода [148,

Дофаминергические 
нейроны

ASCL1, NEUROD1, LMX1A, miR-218 Rivetti di Val Cervo et al. (2017) [125]

ASCL1, NURR1, LMX1A, miR-124 (+shp53) Jiang H. et al. (2015) [126]

ASCL1, BRN2, MYT1L, LMX1A, LMX1B, 
FOXA2, OTX2

Pereira M. et al. (2014) [114]

ASCL1, BRN2, MYT1L, LMX1A, LMX1B, 
FOXA2, OTX2

Torper O. et al. (2013) [79]

ASCL1, BRN2, MYT1L, LMX1A, FOXA2 Pfisterer U. et al. (2011) [127]

ASCL1, NURR1, LMX1a Caiazzo M. et al. (2011) [128]

Стриатарные шипико-
вые нейроны

miR-9/9*, miR-124, CTIP2, DLX1, DLX2, 
MYT1L

Victor M.B. et al. (2014) [129]

Парвальбуминсодержа-
щие интернейроны

ASCL1, NURR1, LMX1a Pereira M. et al. (2017) [130]

Серотонинергические 
нейроны

ASCL1, NGN2, NKX2.2, FEV, GATA2, LMX1B Vadodaria K.C. et al. (2016) [131]

ASCL1, FEV, LMX1B, FOXA2 (+ shp53) Xu Z. et al. (2016) [132]

Ацетилхолинергические 
нейроны

ASCL1, BRN2, MYT1L, TLX3, miR-124 Liang X.G. et al. (2018) [133]

NGN2 + малые молекулы Liu M.L. et al. (2013) [134]

Мотонейроны

ASCL1, BRN2, MYT1L, NGN2, LHX3, Hb9, 
ISL1, NEUROD1

Son E.Y. et al. (2011) [135]

NGN2, SOX11, ISL1, LHX3 Liu M.L. et al. (2016) [136]

miR-9/9*, miR-124, ISL1, LHX3 Abernathy D.G. et al. (2017) [137]

NGN2, SOX11, ISL1, LHX3 Tang Y. et al. (2017) [138]

Сенсорные нейроны
BRN3a, NGN1 или BRN3a, NGN2 Blanchard J.W. et al. (2015) [139]

ASCL1, MYT1L, NGN1, ISL2, KLF7 Wainger B.J. et al. (2015) [140]

V2a-интернейроны Purmprphamine, RA, SHH Brown C.R. et al. (2014) [141]

Целевой тип клеток Факторы репрограммирования Литературный источник

Таблица 1. Окончание
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149]. SOX2 также предотвращает выход клеток из
клеточного цикла и дифференцировку НСК [150,
151]. Показано, что нокаут SOX2 значительно
снижает активность пролиферации клеток I типа
в SGZ. Интересно, что некоторые нейроны и
клетки глии сохраняют высокую экспрессию
SOX2, что необходимо для их функционирования
[152]. SOX2 непосредственно регулирует экспрес-
сию пути SHH и одновременно подавляет экс-
прессию NEUROD1 и WNT ‒ чтобы поддерживать
способность НСК к самообновлению [153]. Более
того, SOX2 контролирует экспрессию ядерного
рецептора TLX, который, в свою очередь, поддер-
живает пролиферацию и самообновление взрос-
лых НСК [43].

Bergsland и соавт. [154] обнаружили, что белки
SOX2 запускают в клетках генетическую програм-
му нейрального профиля, активируя нейрональ-
ные энхансеры и пронейрональные гены. В част-
ности, с экспрессией SOX2 была связана активация
генов SOX1, SOX3, OLIG2 (oligodendrocyte tran-
scription factor 2), NCAM (neural cell adhesion mo-
lecule), PAX6 и др. Таким образом, последователь-
ная координация дифференцировки нейронов из
стволовых клеток может быть инициирована экс-
прессией SOX2, что подтверждает его роль в каче-
стве мастер-гена.

В эмбриональном нейрогенезе SOX2 экспрес-
сируется в развивающихся клетках нервной труб-
ки и пролиферирующих предшественниках нерв-
ных клеток. Помимо того, что SOX2 входит в со-
став хорошо известного “коктейля Яманаки”,
необходимого для генерации iPSC [1], его актив-
но применяют в drNPCs. Так, в определенных
условиях культивирования экспрессия SOX2 ин-
дуцировала трансформацию фибробластов мыши
и человека в НСК [104, 155]. Показано, что SOX2
относится к тем немногим транскрипционным
факторам, индукция которых необходима и до-
статочна для прямого репрограммирования мы-
шиных астроцитов [156, 157]. Фактически к тем
же результатам пришла еще одна группа исследо-
вателей [104], преобразовав корковую NG2-глию
в нейроны с помощью ретровирусного вектора с
геном SOX2. А Ring и соавт. [104] показали, что
эктопической экспрессия SOX2 достаточно для
репрограммирования не только мышиных, но и
человеческих эмбриональных фибробластов в
НСК. По-видимому, SOX2, будучи первичным
фактором транскрипции, способен взаимодей-
ствовать с локально нераскрученными участка-
ми ДНК [104, 158]. Выяснилось, что SOX2 сти-
мулирует пронейрональную индукцию через
взаимодействие с другим первичным фактором ‒
ASCL1, а также с PAX6 и NR2E1 (nuclear receptor
subfamily 2 group E member 1) [159, 160]. Так,
Karow и соавт. [161] успешно репрограммировали
клетки первичной культуры перицитов человека
в индуцированные нейроны с помощью факторов

SOX2 и ASCL1. Lujan и соавт. [162] показали, что
лентивирусной трансдукиции факторов SOX2,
BRN2 и FOXG1 (Forkhead box protein G1) доста-
точно для превращения эмбриональных фиброб-
ластов мыши в индуцированные нейральные
клетки-предшественники с потенциалом даль-
нейшей дифференцировки в нейроны, астроциты
и олигодендроциты. Интересно, что комбинация
SOX2 и FOXG1 привела к образованию индуци-
рованных нейронных клеток-предшественников,
которые дали начало астроцитам и функциональ-
ным нейронам. Факторы транскрипции FOXG1 и
BRN2 по-отдельности также генерировали клет-
ки-предшественники нейронов, но образующие-
ся нейроны оказались менее зрелыми, чем под
действием SOX2.

Другая группа исследователей для получения
НПК из фибробластов взрослой мыши использо-
вала комбинацию пяти транскрипционных фак-
торов: SOX2, BRN2, TLX, c-MYC и BMI1 (B lym-
phoma Mo-MLV insertion region 1 homolog) [163].
Полученные клетки обладали свойствами, анало-
гичными первичным НПК, включая уровень про-
лиферации, самообновления и эффективность
дифференцировки. Han и соавт. [164] исследовали
возможность прямого репрограммирования мы-
шиных фибробластов в нейрональные клетки и по-
казали, что сочетание основных факторов: SOX2,
c-MYC и KLF4 (Kruppel like factor 4) ‒ и двух до-
полнительных: BRN4 и E47 ‒ приводило к
успешному репрограммированию. Однако у по-
лученных НПК была нарушена дифференциров-
ка в олигодендроциты. Наконец, Maucksch и др.
[103] показали, что комбинированная эктопиче-
ская экспрессия SOX2 и PAX6 с использованием
невирусной доставки индуцирует преобразова-
ние фибробластов взрослого человека в клетки-
предшественники нейронов. В результате были
получены НПК, экспрессирующие маркеры ней-
ральных предшественников и дифференцирую-
щиеся в функциональные нейроны и астроциты,
но не олигодендроциты.

Фактор транскрипции PAX6

PAX6 (белок аниридии II) ‒ тканеспецифич-
ный фактор транскрипции, один из координиру-
ющих генов при развитии глаз и нервной системы
в эмбриональном периоде. Ген PAX6 экспресси-
руется в НСК и на начальных периодах эмбрио-
нального нейрогенеза, формируя мультипотент-
ный потенциал клеток. В процессе дифференци-
ровки и созревания экспрессию PAX6 ингибируют
некоторые микроРНК, в частности miR-7а [165,
166], так как непрерывная экспрессия PAX6 блоки-
рует дифференцировку [167]. Однако во взрослом
нейрогенезе этот регуляторный механизм функ-
ционирует иначе, обеспечивая повышенную экс-
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прессию в НПК и ограничивая ее в НСК с помо-
щью той же miR-7а [166].

В развивающемся мозге PAX6 выполняет мно-
жество функций: регуляцию клеточного цикла,
нейрогенеза и глиогенеза, формирование про-
странственно-временных паттернов и даже за-
пуск генерации специализированных подтипов
нейронов при взаимодействии с NGN2 [167, 168].
PAX6 запускает экспрессию генов, необходимых
для пролиферации и пронейрональной дифферен-
цировки: HMGA2 (high mobility group AT-hook 2),
CDK4 (cyclin-dependent kinase 4), GADD45G
(growth arrest and DNA damage inducible gamma),
NEUROD1, SSTR2 (somatostatin receptor 2) и HES6
(HES family BHLH transcription factor 6) [152].
Кроме того, PAX6 регулирует экспрессию гена
NEUROG2, продукт которого, белок NGN2, при-
нимает активное участие в регуляции пролифера-
ции и дифференцировки НСК [153].

Интересно, что ряд аналогичных механизмов
запускается и во взрослом мозге млекопитающих
в ответ на травматическую гибель нейронов in vivo
[80, 169]. Показано, что во взрослом мозге млеко-
питающих PAX6 функционирует только вместе с
содержащим BRG1 (Brahma-related gene-1) ком-
плексом BAF семейства факторов ремоделирова-
ния хроматина SWI/SNF [81]. По-видимому, это
обусловлено способностью PAX6 связываться
только со свободной ДНК, которая превалирует в
эмбриональном периоде, но отсутствует во взрос-
лом мозге. PAX6 и BRG1-содержащий BAF-ком-
плекс образуют гетеродимер и активируют регу-
ляторную сеть из трех нейрогенных факторов:
BRN2, SOX4/11 и NFIA/B (nuclear factor 1 A/B-
type) [81]. Стоит отметить, что в эмбриональном
мозге эти механизмы не задействованы, посколь-
ку в нем, как уже отмечалось, превалирует сво-
бодный хроматин и нейрогенез происходит в
нейрогенной среде, не требующей дополнитель-
ной пронейрональной поддержки [169, 170]. Та-
ким образом, по-видимому, только во взрослом
мозге активация PAX6 связана с массивным ре-
моделированием хроматина для активации ниже-
лежащей регуляторной сети.

Примеров прямого репрограммирования с по-
мощью PAX6 не так много, как хотелось бы, но
нескольким группам исследователей удалось по-
лучить функциональные нейроны из глиальных
клеток (астроцитов и предшественников олиго-
дендроцитов) с помощью принудительной экс-
прессии этого фактора [81, 171, 172] (рис. 2).

Фактор транскрипции MSI1

MSI1 (RNA-binding protein Musashi homolog 1)
связывает РНК двумя консервативными тандем-
ными мотивами. Этот белок постоянно экспрес-
сируется в НСК/клетках-предшественниках ‒ от

эмбриональной [173] до взрослой стадии [174]. Он
необходим для поддержания стволовых свойств
НСК, вероятно, путем усиления передачи сигна-
лов NOTCH через репрессию трансляции мРНК
m-NUMB [175]. Мутация в гене MSI1 приводит к
развитию аутосомно-рецессивной первичной мик-
роцефалии. В мозге взрослого млекопитающего
MSI1 присутствует в эпендимальных клетках, суб-
эпендимальных клетках и астроцитах, в нишах
стволовых клеток, но не в микроглии, олигоденд-
роцитах или зрелых нейронах [173, 174]. Показано,
что кластеробразующие пролиферирующие клетки
в SVZ после острой или хронической ишемии, оча-
говой ишемии переднего мозга экспрессируют ген
MSI1, но не экспрессируют GFAP [176].

Ввиду того, что экспрессия гена MSI1 харак-
терна только для НСК, его использование в каче-
стве фактора прямого репрограммирования до-
вольно ограничено, хотя есть работы, в которых
MSI1 был включен в состав репрограммирующих
коктейлей [2]. Используя первичные транскрип-
ционные факторы MSI1 и NGN2 и вторичный
BRN2, авторы получили из мультипотентных ме-
зенхимальных стволовых клеток человека жизне-
способные функциональные НСК, позитивные
на основные маркеры: SOX2, NESTIN, β-III-
TUBULIN и GFAP ‒ и дифференцирующиеся в
нейроны, астроциты и олигодендроциты [2].

Фактор транскрипции ASCL1

ASCL1 (продукт гена MASH1) входит в се-
мейство bHLH (“спираль-петля-спираль”). Для
успешного связывания ASCL1 с ДНК необхо-
дима димеризация с другими белками bHLH.
ASCL1 играет ключевую роль в дифференцировке
нейронов и индукции обонятельных и вегетатив-
ных нейронов [157, 177]. Очень интересны разли-
чия в функциях ASCL1 между эмбриональным
нейрогенезом и нейрогенезом во взрослом мозге.
Так, сниженная активность ASCL1 в эмбриональ-
ный период не приводит к каким-либо серьезным
последствиям, но ингибирование ASCL1 в клетках
зубчатой извилины взрослого мозга практически
полностью останавливает нейрогенез [178]. Экто-
пическая экспрессия MASH1 достаточна для сти-
мулирования нейрональной дифференцировки
эмбриональных стволовых клеток, НСК и ран-
ней постнатальной астроглии [124]. Как и
SOX2, ASCL1 ‒ первичный фактор транскрип-
ции, так что изначально не нуждается в дополни-
тельных кофакторах [179, 180], однако репрограм-
мирование одним ASCL1 оказалось эффективным
только для соматических клеток мыши, но не че-
ловека [161]. Для прямого репрограммирования
соматических клеток человека необходимы как
минимум два фактора транскрипции, например
SOX2 и ASCL1 [161]. Однако результаты, полу-
ченные группой исследователей под руковод-
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ством M. Werning [124], ставят под сомнение этот
факт ‒ им удалось получить TUJ1- и MAP2-поло-
жительные индуцированные нейроны из эмбрио-
нальных и постнатальных фибробластов с помо-
щью одного только фактора ASCL1, правда, с го-
раздо меньшей эффективностью, чем из мышиных
клеток. На этом основании авторы сделали вывод,
что ASCL1 относится к необходимым и достаточ-
ным факторам для прямого пронейронального ре-
программирования. В дальнейших экспериментах
с использованием технологии РНК-секвенирова-
ния в режиме “single cell” они показали [181], что
сверхэкспрессия пронейронального первичного
фактора ASCL1 приводит к четко определенной
инициализации, заставляя клетки выходить из кле-
точного цикла и перефокусировать экспрессию ге-
нов в пронейрональном направлении посредством
активации генов нижележащего сигнального кас-
када. Поначалу первичный генный ответ достаточ-
но однороден, однако дальнейшее проявление
конкурирующей миогенной программы ограничи-
вает эффективность репрограммирования. Инте-
ресно, что фактор FOXO3 (forkhead box O3), кото-
рый играет важную роль в негативном контроле
нейрогенеза в эмбриональном и постнатальном
развитии мозга, также имеет общие гены-мише-
ни с ASCL1 и ингибирует ASCL1-зависимый ней-
рогенез [182, 183]. Так, успешно проведено пря-
мое репрограммирование мультипотентных ме-
зенхимальных стволовых клеток пуповины в
функциональные нейроны коктейлем из трех
факторов транскрипции: ASCL1, SOX2 и NGN2
[120]. В сочетании с Brn2/BRN2 и Myt1L/MYT1L
или с Lmx1a/LMX1A и Nurr1/NURR1 (nuclear re-
ceptor related 1 protein) Ascl1/ASCL1 индуцировал
нейрональную конверсию фибробластов мыши и
человека в культуре [115, 128, 179]. Получившиеся
клетки были названы индуцированными нейро-
нальными клетками. Эти две комбинации трех
транскрипционных факторов также напрямую
превращали астроциты и NG2-глию в нейроны в
полосатом теле взрослой мыши, хотя эти нейроны
не были DARPP32 (dopamine- and cAMP-regulated
neuronal phosphoprotein)-положительными ней-
ронами стриатальной проекции или дофаминер-
гическими нейронами [184]. Очень похожий кок-
тейль факторов использовала и группа M. Werning
[3] для получения функциональных индуциро-
ванных нейронов из клеток крови человека. Это
сочетание факторов BRN2, ASCL1, MYT1L и
NGN2 (BAMN). Ими же продемонстрирована
возможность преобразования функциональных
гепатоцитов мыши в индуцированные нейроны с
помощью факторов Brn2 (BRN2), Ascl1 (ASCL1) и
Myt1L (MYT1L) [185]. Хотя одного Ascl1 (ASCL1)
достаточно для генерации индуцированных нейро-
нов, экзогенный Myt1L (MYT1L) значительно по-
вышал эффективность перепрограммирования и
функциональное созревание полученных клеток

[186]. Некоторые научные группы сообщали, что
явная нейральная индукция с помощью ASCL1
наблюдалась только тогда, когда трансдукцию
проводили с помощью аденовирусного вектора
[80, 187]; при использовании аналогичной кон-
струкции с лентивирусным или ретровирусным
вектором ASCL1 стимулировал глиогенез [187].

Фактор транскрипции BRN2

BRN2 (продукт гена POU3F2) относится к
классу нейрональных транскрипционных факто-
ров POU-III, экспрессируется в клетках-предше-
ственниках SVZ, играя важную роль во взрослом
нейрогенезе, а также в постмитотических пира-
мидных нейронах II, III и V кортикальных слоев
[188, 189]. BRN2 связывается с последовательно-
стью распознавания, которая состоит из двух от-
дельных субдоменов: GCAT и TAAT, ‒ разделен-
ных неконсервативной спейсерной областью из
0, 2 или 3 нуклеотидов [190]. BRN2 совместно с
другими факторами транскрипции регулирует
ряд генов нейрогенеза, таких как Delta1, который
кодирует лиганд NOTCH [191]. Он участвует в
развитии неокортекса у мышей и ассоциирован
с единичным нуклеотидным полиморфизмом
rs1906252, который определяет когнитивный
фенотип ‒ скорость обработки информации
[192]. Также показано, что BRN2 совместно с
BRN1 регулируют радиальную миграцию постми-
тотических нейронов, а их потеря приводит к лами-
нарной инверсии коры головного мозга [193]. Кро-
ме того, BRN1/2 необходимы для миграции клеток
V слоя и для фактического производства клеток
слоев II–IV [194], однако механизмы, осуществля-
ющие этот процесс, пока неясны. Помимо проней-
рональной дифферецнировки BRN2 играет важную
роль в развитии шванновских клеток [195]. Роль
BRN2 в нейрогенезе подтверждается тем, что для
перепрограммирования фибробластов в нейроны
in vitro его можно использовать в сочетании с экс-
прессией MASH1 и MYT1L [115, 179, 184]. Несмот-
ря на решающую роль BRN2 в нейрогенезе, его
гены-мишени и способ действия остаются плохо
изученными. В связи с тем, что BRN2 не относит-
ся к первичным транскрипционным факторам,
он не способен самостоятельно репрограммиро-
вать соматические клетки ‒ для взаимодействия с
ДНК ему необходим “проводник” [179].

Нейрогенины

Семейство нейрогенинов, как и ASCL1, отно-
сится к факторам транскрипции, содержащим
структурный мотив bHLH. В семейство входят
3 фактора: нейрогенин-1 (NGN1), нейрогенин-2
(NGN2) и нейрогенин-3 (NGN3). Из них только
первые два участвуют в развитии нервной систе-
мы. NGN1 присутствует в коре головного мозга и
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выступает в качестве стимулятора дифференци-
ровки за счет связывания со своим кофакторным
комплексом CBP/p300/SMAD1 [196]. Как и ASCL1,
нейрогенины, чтобы связаться с ДНК, формируют
димер с другим фактором bHLH-типа. Коактива-
торный комплекс CBP/p300/SMAD1 связан с ак-
тивностью сигнального пути BMP, поэтому в при-
сутствии NGN1 BMP стимулирует дифференциров-
ку нейронов. В то же время NGN1 опосредованно
блокирует астроцитарную дифференцировку за счет
изоляции комплекса CBP/p300/SMAD1 от ДНК ге-
нов, задействованных в глиогенезе, таких как
факторы транскрипции STAT. В эмбриональном
переднем мозге NGN1 совместно с NGN2 и PAX6
ассоциируется с формированием дорсального
паттерна и спецификацией нейронов.

NGN2 активирует экспрессию пронейральных
генов и управляет нейронной спецификацией, ин-
гибируя экспрессию глиальных генов в НПК [196].
Интересно, что фактор транскрипции OLIG2 сти-
мулирует экспрессию NGN2 в НПК, хотя и
NKX2.2 (homeodomain transcription factors 2.2), и
OLIG2 сами по себе стимулируют глиогенез [197].
Считается, что NGN2 участвует в спецификации
моторных нейронов и вентральных интернейро-
нов [198]. NGN2 ‒ это еще один первичный тран-
скрипционный фактор, так что в сочетании с дру-
гими факторами или малыми молекулами может
репрограммировать человеческие фибробласты в
холинергические нейроны in vitro [2, 120], а клет-
ки крови человека ‒ в индуцированные нейроны
[184]. Ретровирусная экспрессия NGN2 в проли-
ферирующих клетках индуцировала образова-
ние нейронов в спинном мозге, стриатуме и коре
[58, 163]. Такую нейрональную индукцию in vivo
дополнительно можно усиливать факторами роста
или путем совместной экспрессии с BCL2 [199]. В
результате образовывались преимущественно глу-
таматергические пирамидальные нейроны в коре
головного мозга [163] или ГАМКергические, но
DARPP32-негативные нейроны в полосатом те-
ле [80].

Фактор транскрипции NEUROD1

NEUROD1 ‒ транскрипционный фактор ней-
рогенной дифференцировки 1 ‒ также относится
к структурному семейству bHLH. Как и NGN1,
NEUROD1 связывается с коактиваторным ком-
плексом CBP/p300, способствуя регуляции не-
скольких путей дифференцировки клеток в нерв-
ной системе, в том числе тех, которые участвуют
в образовании ранних ганглиозных клеток сет-
чатки, сенсорных нейронов внутреннего уха и
гранулярных клеток, образующих либо слой моз-
жечка, либо слой зубчатой извилины гиппокампа
[200]. NEUROD1 также необходим для морфоге-
неза и поддержания дендритов в коре мозжечка
[200]. С помощью эктопической экспрессии ре-

тровирусным вектором с геном NEUROD1 уда-
лось репрограммировать кортикальные астроци-
ты в глутаматергические нейроны и NG2-глию в
глутаматергические и ГАМКергические нейроны
[125, 201]. Эти преобразованные нейроны давали
спонтанные и вызванные синаптические ответы,
что указывало на их интеграцию в локальные нерв-
ные цепи. Группа М. Werning [115], используя тран-
скрипционные факторы NEUROD1, ASCL1 и
LMX1A и микроРНК miR-128, репрограммирова-
ла человеческие астроциты in vitro и мышиные
астроциты in vivo в дофаминергические нейроны.
Важно заметить, что эффективность репрограм-
мирования повышалась под действием низкомо-
лекулярных соединений, которые способствова-
ли ремоделированию хроматина и активации сиг-
нальных путей TGF-β, SHH и WNT. Они же
показали возможность прямого репрограммиро-
вания фетальных и постнатальных фибробластов
человека в индуцированные нейроны под действи-
ем коктейля факторов BRN2, ASCLl1, MYT1L и
NEUROD1 [118].

Фактор транскрипции GSX2

GSX2 (GS homeobox 2, продукт гена GSX2) –
один из транскрипционных факторов, связываю-
щих последовательность 5'-CNAATTAG-3' ДНК и
отвечающих за вентрализацию конечного мозга
во время эмбрионального развития, где он форми-
рует раннюю спецификацию предшественников
латерального ганглиозного возвышения (LGE),
медиального ганглиозного возвышения (MGE) и
вентральной перегородки [34] и в зависимости от
стадии развития определяет нейронную специ-
фикацию. GSX2 необходим для развития полоса-
тых проекционных нейронов и интернейронов
обонятельной луковицы ‒ двух основных произ-
водных LGE [202]. Аналогично PAX6 и EMX2
(empty spiracles homeobox 2) в дорсальном конечном
мозге, ген GSX2 необходим не только для формиро-
вания паттернов предшественников LGE, но и для
контроля их пролиферации [203]. GSX2 может
экспрессироваться в нескольких областях. Так,
область с высокой экспрессией GSX2 определяет
дорсальную область LGE, которая служит основ-
ным источником интернейронов, тогда как более
вентральная область LGE ответственна за про-
дукцию нейронов полосатого тела [82]. Анало-
гичная картина наблюдается в распределении
экспрессии GSX2 в зубчатой извилине взрослого
мозга: GSX2-положительными НСК чаще обога-
щена дорсолатеральная область [82]. Интересно,
что дорсальнее GSX2-положительных НСК в
зубчатой извилине находится небольшая зона
PAX6-положительных клеток, а в вентральной
зоне пониженной экспрессии GSX2 экспресси-
руется его ближайший гомолог GSX1 и NKX2.1.
Таким образом, в зубчатой извилине взрослого
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мозга формируется 4 различных субдомена:
PAX6-положительный, PAX6/GSX2-положитель-
ный, GSX1-положительный латеральный и меди-
альный субдомены и GSX1/NKX2.1-положи-
тельный вентральный субдомен [37, 82]. Показа-
но, что инактивация PAX6 и GSX2 приводит к
потере отдельных подмножеств нейронов, в част-
ности тирозингидроксилаза-положительных и
кальретинин-гломерулярных нейронов, что сви-
детельствует о важности региональной идентич-
ности НСК как в эмбриональном, так и во взрос-
лом мозге [9, 82, 204]. Однако в ответ на инактива-
цию GSX2 в эмбриональном мозге компенсаторно
расширяются зоны PAX6-положительного дор-
сального домена и GSX1-положительного вен-
трального домена, чего не наблюдается во взрос-
лом мозге [82]. Кроме того, доля утраченных попу-
ляций нейронов при инактивации GSX2 во
взрослом мозге значительно меньше, чем в эм-
бриональном, что говорит об ограниченной роли
GSX2 во взрослом мозге [82]. Для регенеративной
медицины очень важно, что GSX2 участвует в
специфической регуляции нейрогенеза в ответ на
повреждение мозга у взрослых млекопитающих.
Обнаружено, что при постишемическом нейроге-
незе экспрессия GSX2 в зубчатой извилине затра-
гивает те субдомены, в которых отсутствует в нор-
ме, а направленное ингибирование экспрессии
GSX2 в НСК зубчатой извилины останавливает
посттравматический нейрогенез [82]. Еще одно
различие между экспрессией GSX2 в эмбриональ-
ном и взрослом мозге состоит в ограничении рас-
пространения GSX2 среди субпопуляций НСК
зубчатой извилины: в эмбриональном мозге экс-
прессия GSX2 длится до самых поздних стадий, а
во взрослом мозге она ограничена переходом от
НСК к нейробластам через стадию транзиторно
амплифицирующихся предшественников [82].
Интересно, что на этом этапе GSX2 практически
одновременно и активирует, и блокирует дальней-
ший нейрогенез, то есть, чтобы НСК перешли в
транзиторно амплифицирующиеся клетки-пред-
шественники и нейробласты, необходимо сначала
активировать, а затем ингибировать экспрессию
этого транскрипционного фактора. Предполагает-
ся, что основная роль GSX2 во взрослом мозге за-
ключается в привлечении НСК в клеточный цикл.

Фактор транскрипции DLX

Факторы транскрипциии семейства DLX
(DLX1, DLX2, DLX5 и DLX6) регулируют диффе-
ренцировку НСК в преоптической зоне в ГАМКер-
гические нейроны [205]. DLX1 и DLX2 функцио-
нально избыточны, так как их раздельное ингиби-
рование не приводит к серьезным нарушениям
дифференцировки, но совместный нокаут их генов
значительно снижает эффективность образования
ГАМКергических нейронов [206]. По отноше-

нию к GSX2 факторы DLX1 и DLX2 задействова-
ны в нижележащем сигнальном каскаде и их экс-
прессия зависят от уровня GSX2. Так, при пере-
ходе от транзиторных амплифицирующихся
клеток-предшественников к нейробластам экс-
прессия GSX2 сменяется именно на экспрессию
DLX. Также эктопическая экспрессия GSX1 или
GSX2 может индуцировать устойчивую экспрес-
сию MASH1 и DLX во многих областях конечного
мозга [207]. Сходная связь между GSX1 и GSX2,
MASH1 и DLX в восходящем и нисходящем на-
правлениях обнаружена в мозге взрослого чело-
века. Экспрессия MASH1 и DLX снижается в
дорсолатеральной области зубчатой извилины
при ингибировании GSX2 [82]; условная инакти-
вация ASCL1 и DLX приводит к серьезной потере
нейрогенеза во взрослых НСК [178]. В целом, эти
результаты показывают, что генетический каскад
GSX2/MASH1/DLX участвует в координации ней-
рогенеза в эмбриональном и взрослом мозге. Ис-
следования прямого репрограммирования и роли
ASCL1 в нем показали, что активация комплекса
нижележащих генов: ZFP238, SOX8 и DLX3 ‒
ключевой момент работы генной сети ASCL1 [181].

Фактор транскрипции MYT1L

Первичный транскрипционный фактор MYT1L
(myelin transcription factor 1 like) – онтогенетический
репрессор REST (RE1-silencing transcription factor) и
Groucho (transducin-like enhancer; TLE), блокиру-
ющий активацию пронейрональных генных сетей.
Репрессорная функция MYT1L опосредуется ре-
крутированием комплекса, содержащего SIN3B,
путем связывания с ранее не охарактеризован-
ным N-концевым доменом [186]. В соответствии
с его репрессорной функцией сайты связывания
MYT1L сходны в нейронах и фибробластах и пре-
имущественно находятся в открытой конфигура-
ции хроматина. MYT1L подавляет путь передачи
сигналов Notch через супрессию экспрессии не-
скольких его членов, включая HES1 [186]. Нок-
даун MYT1L в развивающемся мозге мыши ими-
тирует фенотип, опосредованный активацией пу-
ти Notch, подтверждая, что MYT1L позволяет
эмбриональным нейронам избегать активации
пути Notch во время нормального развития. Ис-
тощение MYT1L в первичных постмитотических
нейронах активирует непронейрональные про-
граммы и нарушает экспрессию и функциониро-
вание нейрональных генов [186]. Выше описано,
как MYT1L может использоваться в прямом ре-
программировании, где он выступает как первич-
ный транскрипционный фактор, моделирующий
конфигурацию хроматина и подавляющий мио-
генные программы клетки [180, 185‒187].
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МикроРНК

Помимо транскрипционных факторов для пря-
мого пронейрального репрограммирования ис-
пользуются также микроРНК. Это класс некодиру-
ющих РНК длиной 20‒25 нуклеотидов, которые
регулируют стабильность и трансляцию своей
мРНК-мишени посредством связывания с ее 3'-
нетранслируемой областью (UTR) или с кодиру-
ющей последовательностью [208]. МикроРНК
регулируют различные биологические процессы
на всех стадиях развития организма, множество
разных микроРНК участвует и в нейрогенезе. К
ним относится miR-19, которая в эмбриональном
нейрогенезе стимулирует пролиферацию НСК и
экспансию радиальных клеток глии [208]. Кла-
стер miR-17-92, наоборот, ингибирует экспрес-
сию TBR2, предотвращая переход радиальных
клеток глии в нейрональные промежуточные
клетки-предшественники [209]. miR-184, miR-
let-7b, miR-137, miR-9 и miR-124, о которых мы
поговорим далее, оказывают регуляторное дей-
ствие на нейрогенез у взрослых путем нацелива-
ния на различные нейронально экспрессируемые
гены [210‒213].

miR-184 экспрессируется под действием MBD1
(methyl-CpG-binding domain protein 1), который
способен модифицировать структуру хроматина
через взаимодействие с SETDB1 ‒ гистон-лизин-
N-метилтрансферазой. Повышение экспрессии
miR-184 снижает уровень мРНК MBD1 с образо-
ванием отрицательной петли обратной связи, что
способствует пролиферации и ингибирует диф-
ференцировку НСК [213]. Известная мишень
miR-184 ‒ ген NUMB, играющий важную роль в
функционировании эмбриональных НСК и раз-
витии коры [214]. Напротив, miR-let-7b способ-
ствует подавлению пролиферации и стимулирует
дифференцировку нейронов через взаимодей-
ствие с генами TLX и CCND1, последний из кото-
рых кодирует циклин D1 [212].

miR-137 экспрессируется в мозге и способ-
ствует дифференцировке НСК через регулятор-
ную петлю с транскрипционным корепрессором
TLX, снижая уровень мРНК лизинспецифичной
гистон-деметилазы-1 (LSD1), которая, в свою
очередь, подавляет транскрипцию miR-137 [211].
Известно, что MSI1 и miR-137 имеют противопо-
ложные паттерны воздействия на клетки [215].
Также показано, что дисфункция miR-137 спо-
собствует развитию некоторых типов рака чело-
века, таких как нейробластома [216] и мульти-
формная глиобластома [217]. Обнаружено, что
miR-137 может непосредственно нацеливаться на
гистон-деметилазу JARID1B (ген KDM5B) ‒ что
приводит к дифференцировке ЭСК мыши [218], ‒
экспрессируется в митотической фазе клеточного
цикла и сильно активируется во время диффе-
ренцировки ЭСК в нервные клетки [219]. Эта ак-

тивация приводит к репрессии двух факторов
транскрипции ЭСК: KLF4 и TBX3, ‒ на которые
непосредственно воздействует miR-137. Проти-
воположный эффект miR-137 в модуляции про-
лиферации и дифференцировки обнаружен в
НСК взрослого мозга. Так, miR-137 усиливает
пролиферацию и ингибирует дифференцировку
посредством посттранскрипционной супрессии
EZH2 [220]. На основании этих результатов ло-
гично предположить, что выполняемая miR-137
роль определяется контекстом. Интересно, что
наличие хотя бы одного функционального аллеля
miR-137 важно для нормального эмбрионального
развития [221]. Также miR-137 вовлечена в разви-
тие многих психических заболеваний, таких как
шизофрения, большое депрессивное расстрой-
ство, болезнь Хантингтона [221] и другие.

miR-9 ‒ одна из наиболее высокоэкспрессиру-
емых древних микроРНК в развивающемся и зре-
лом мозге позвоночных [222, 223]. Это универсаль-
ная многопрофильная микроРНК, регулирующая
самые разные процессы. Ее уровни экспрессии ди-
намически регулируются во время развития мозга и
во время индуцированного in vitro нейрогенеза
[224]. Если для подавляющего большинства
микроРНК после ассоциации их дуплексов с
комплексом RISC сохраняется только одна цепь
(5' или 3'), то в случае miR-9 направляющая цепь
может быть сгенерирована либо из 5'- (miR-9-
5p/miR-9), либо из 3'-плеча (miR-9-3p/miR-9*) ‒
в зависимости от рассматриваемого гена [225].
Экспрессия miR-9 впервые происходит в середи-
не эмбриогенеза, после специализации основных
подразделов мозга, сначала в конечном мозге, а за-
тем распространяется на более каудальные области
головного и спинного мозга. Во всей ЦНС экс-
прессия miR-9 преимущественно связана с обла-
стями желудочковых НПК [226], хотя некоторые
дифференцированные нейроны также экспресси-
руют miR-9, особенно в дорсальном конечном
мозге и спинном мозге [224]. Экспрессия miR-9
определяет активные нейрогенные области и ре-
гулируется сигнальным каскадом Notch [226]. В
экспериментах in vitro показано, что miR-9/9*
способствует дифференцировке взрослых НСК,
но только совместно с малыми молекулами фор-
сколина или RA [227]. Также выявлена возмож-
ность прямого репрограммирования фетальных
фибробластов человека в постмитотические ней-
роны лентивирусными векторами, содержащими
miR-9/9* и miR-124, посредством активации
NEUROD2. Однако это преобразование зависит
от экспрессии всех трех микроРНК [110]. Удиви-
тельно, но ингибирование miR-9 индуцирует по-
вышенную пролиферацию эмбриональных НПК
[226] или НСК взрослых мышей [227], но с после-
дующим возобновлением дифференцировки
[226], что говорит о факультативности контроля
miR-9 над НПК и НСК. Сообщалось, что miR-9
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может выполнять противоположные функции,
что зависит от клеточного контекста и, вероятно,
связано с дифференциальной экспрессией
мРНК-мишеней и синергизмом между miR-9 и
другими факторами, регулирующими мРНК [224].
У miR-9 много мРНК-мишеней. К ним, напри-
мер, относятся гены семейства HES ‒ основные
эффекторы передачи сигналов Notch и ингибито-
ры дифференцировки путем репрессии проней-
ральных генов, таких как MASH1 [228]. Некото-
рые другие мишени miR-9 также контролируют
пролиферацию НПК. К ним относятся факторы
транскрипции FOXG1 [224], GSX2 [224],
TLX/NR2E1 [229] и ZIC5 [229]. miR-9 и TLX об-
разуют отрицательную петлю обратной связи ‒
чтобы способствовать преждевременной диффе-
ренцировке нейронов [229, 230]. Интересно, что
miR-9 также участвует в ремоделировании ланд-
шафта микроРНК в нервных клетках, например,
ингибируя плюрипотентные факторы LIN28A и
LIN28B ‒ РНК-связывающие белки, которые
блокируют процессинг некоторых микроРНК,
включая miR-let-7 [230]. miR-9 стимулирует диф-
ференцировку нейронов, ингибируя экспрессию
факторов пролиферации и специфических для
предшественников эпигенетических факторов
[226]. Экспрессию miR-9 можно обнаружить и на
более поздних этапах развития клетки. Так, miR-9
временно экспрессируется во время дифферен-
цировки мотонейронов спинного мозга, располо-
женных в боковой моторной колонке и иннерви-
рующих мышцы конечностей. Это действие miR-9
обусловлено ее взаимодействием со своими ми-
шенями: FOXP1 и ISL1/2, ‒ которые экспресси-
руются в мотонейронах [231]. Кроме того, выяв-
лено участие miR-9 в созревании корковых ней-
ронов ‒ ее экспрессию обнаружили в аксонах и
дендритах дифференцированных нейронов [224].

miR-124 ‒ еще одна распространенная в ней-
ральных клетках микроРНК. Считается, что miR-
124 способствует дифференцировке НСК, инги-
бируя экспрессию SOX9, что подтверждается со-
хранением мультипотентности НСК при нокдау-
не miR-124 в SVZ [232]. Экспрессия miR-124 об-
наружена в резидентной микроглии ЦНС, что,
возможно, связано с горизонтальным переносом
микроРНК из нейронов в глию [233]. В результате
макрофаги подавляли маркеры активации главно-
го комплекса гистосовместимости (MHC) класса II
и CD45 в клетках микроглии [234]. Кроме клас-
сического эксперимента, доказавшего эффектив-
ность прямого репрограммирования фибробла-
стов человека с помощью miR-9/9* и miR-124
[110], есть исследование, в котором продемон-
стрирована возможность прямого репрограмми-
рования первичных дермальных фибробластов
взрослого человека в функциональные нейроны с
использованием “коктейля” из miR-124 и факто-
ров транскрипции MYT1L и BRN2 [111].

Малые молекулы

Эпигенетический метод прямого репрограм-
мирования реализуется с помощью малых моле-
кул ‒ низкомолекулярных соединений, влияю-
щих на основные сигнальные пути клетки, до-
ступность и состояние хроматина, метаболизм,
активность цитоскелета и т.д. [235, 236]. Несмот-
ря на то, что в некоторых работах продемонстри-
рована самодостаточность малых молекул как
факторов прямого пронейронального репрограм-
мирования [237, 238], метод характеризуется низ-
кой воспроизводимостью, недостаточной спе-
цифичностью и, как следствие, большой вариа-
бельностью результатов [239]. В связи с этим
большинство исследователей использует малые
молекулы вместе с другими факторами репро-
граммирования. Очень важным вспомогатель-
ным направлением при прямом пронейральном
репрограммировании считается изменение эпи-
генетического фона первичной клетки, которая
чаще всего имеет мезодермальное происхожде-
ние. В первую очередь, этого можно добиться с
помощью молекул, повышающих доступность
ДНК трансформируемых клеток: вальпроевой кис-
лоты, N-фталил-L-триптофана (RG108)) [239] ‒ и
ингибирующих мезодермальную дифференци-
ровку. Например, используя белок Noggin и ма-
лую молекулу А-83-01, ингибируют передачу сиг-
налов TGF-β, SMAD и ALK (anaplastic lymphoma
kinase) [239]. Значительно повышают эффектив-
ность преобразования молекулы, поддерживаю-
щие жизнедеятельность и пролиферацию, такие
как форсколин, опосредующий активацию адени-
латциклазы [134, 240], и Y-27632, ингибирующий
RHO-ассоциированную протеинкиназу (ROCK)
[241]. Кроме того, существуют малые молекулы,
влияние которых на мезодермально-эктодермаль-
ный переход более явное. Например, CHIR99021
ингибирует GSK3β (glycogen synthase kinase 3 be-
ta), тем самым активируя сигнальный путь Wnt,
который, как упоминалось выше, принимает уча-
стие в контроле нейрогенеза; а изоксазол-9 (ISX9) ‒
через опосредованную активацию транскрипцион-
ных факторов семейства MEF2 (myocyte enhancer
factor-2) регулирует активность таких нейраль-
ных транскрипционных факторов, как NEUROD,
ASCL1 и BRN2 [242‒245]. Использование вспо-
могательных факторов позволяет значительно
облегчить процесс преобразования и направлен-
ной дифференцировки и минимизировать число
транскрипционных факторов. Так, с помощью
NGN2, ASCL1, белка Noggin и коктейля малых
молекул (CHIR-99021, SB-431542, LDN-193189,
A-83–01, форсколин и дибутирил-cAMP) удалось
репрограммировать человеческие фибробласты в
функциональные нейроны [246].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного анализа много-

численных протоколов репрограммирования
выявлено, что практически все они основаны на
использовании первичных и вторичных факто-
ров транскрипции, опосредующих нейрогенез в
эмбриональном и взрослом мозге. Наиболее ча-
сто успех репрограммирования обеспечивают
SOX2, PAX6, MSI1 ASCL1, BRN2, нейрогенины,
NEUROD1, MYT1L, GSX2 и DLX. Получаемые в
результате прямого репрограммирования клеточ-
ные типы крайне разнообразны ‒ от стволоподоб-
ных нейральных предшественников/нейральных
прогениторных клеток и клеток, имеющих харак-
теристики радиальной глии, до нейробластов и
“молодых” нейронов, экспрессирующих основ-
ные нейрональные маркеры. Гораздо в меньшем
числе исследований в результате прямого репро-
граммирования удалось получить терминально
дифференцированные типы нейронов: промежу-
точные, моторные, сенсорные и осуществляю-
щие специализированную нейротрансмиссию. В
отличие от технологии iPSC при получении drNPC
большое значение имеет эпигенетический кон-
текст исходных клеток. К важным аспектам отно-
сится инактивация супрессии нейронспецифич-
ных генов в исходных соматических клетках, а
также преодоление исходной “глиогенности”
микроокружения взрослого мозга. Моделирова-
ние микроокружения возможно с помощью раз-
личных подходов, например применения гидро-
гелей, содержащих пронейрональные факторы
роста, микроРНК и малые молекулы, белки вне-
клеточного матрикса, биологически активные са-
мособирающиеся пептиды и др. [247‒251].
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TRANSCRIPTION FACTORS OF DIRECT NEURONAL REPROGRAMMING
IN ONTOGENESIS AND EX VIVO
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Direct reprogramming technology allows obtaining several specific types of cells, including specialized neu-
rons, from readily available autologous somatic cells. This presents unique opportunities for the development
of personalized medicine, from in vitro models of hereditary and degenerative neurological diseases, to novel
neuroregenerative technologies. Over the past decade, a plethora of protocols for primary reprogramming has
been published, yet reproducible generation of homogeneous populations of neuronally reprogrammed cells
still remains a challenge. All existing protocols, however, use transcription factors that are involved in embry-
onic neurogenesis. This, presumably, may constitute the key issue for obtaining highly efficient and repro-
ducible protocols for ex vivo neurogenesis. An analysis of the functional features of transcription factors in
embryonic and adult neurogenesis may not only lead to improvement of reprogramming protocols, but also,
by analyzing cell markers, may determine exactly what stage of neurogenesis a particular protocol will reach.
The purpose of this review is to characterize the general factors that play a key role in neurogenesis for em-
bryonic and adult periods, as well as in cellular reprogramming, and to assess correspondence of the cell forms
obtained as a result of cell reprogramming to the ontogenetic series of the nervous system, from pluripotent
stem cells to specialized neurons.

Keywords: embryonic neurogenesis, adult neurogenesis, morphogenic factors, proneuronal factors, direct re-
programming, neural stem cells, neural progenitor cells, induced neurons, PAX6, MSI1, GSX2, DLX, ASCL1,
NGN2, BRN2, MYT1l, NEUROD1
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Болезнь Альцгеймера (БА) – нейродегенеративное заболевание, неизбежно приводящее к демен-
ции и гибели пациентов. На сегодняшний день не существует патогенетически обоснованных спо-
собов профилактики и лечения БА, а используемые схемы носят симптоматический характер и не
способны значительно замедлить развитие деменции. Основной причиной нейродегенеративных
изменений при БА долгое время считалось накопление в тканях головного мозга, в первую очередь
гиппокампа и фронтальной коры, β-амилоидного пептида (Аβ) – склонного к спонтанной агрега-
ции и обладающего нейротоксическими свойствами продукта процессинга сигнального белка APP
(Amyloid Precursor Protein). Однако попытки терапии БА, основанные на снижении продукции и аг-
регации Аβ, не дали значимых клинических результатов. В настоящее время появляется все больше
аргументов в пользу того, что гиперпродукция Аβ это, в большинстве случаев, не первопричина, а
сопутствующее событие патологических процессов в ходе развития спорадической формы БА. На
первый план выходит концепция нейровоспаления, предполагающая, что ведущую роль в инициа-
ции и развитии БА играют воспалительные реакции, причем как в тканях головного мозга, так и на
периферии. Гипотеза о ключевой роли нейровоспаления в патогенезе БА открывает новые возмож-
ности для поиска путей лечения и профилактики этого социально значимого заболевания.

Ключевые слова: болезнь Альцгеймера, нейродегенерация, β-амилоид, тау-белок, нейровоспаление
DOI: 10.31857/S0026898421050049

ВВЕДЕНИЕ

Термин “протеинопатии” объединяет ряд забо-
леваний, при которых наблюдается агрегация тех
или иных белков в результате их гиперпродукции,
мутаций, приводящих к изменению первичной
структуры, или нарушений фолдинга [1–5]. Проте-
инопатии нервной системы, или нейродегенера-
тивные заболевания, характеризуются постепенно
прогрессирующей гибелью нервных клеток с по-
следующими когнитивными и/или моторными на-
рушениями. Среди нейродегенеративных заболе-
ваний наибольшее социально-экономическое зна-
чение имеет болезнь Альцгеймера (БА) [6, 7].
Течение БА носит затяжной характер с неуклон-
ным, длящимся годами ухудшением состояния па-
циентов. При БА наблюдается прогрессирующая
потеря памяти, когнитивные нарушения и разви-
тие деменции. Исходом БА неизбежно является ги-
бель пациентов (как правило, вследствие сопут-
ствующих осложнений, таких как пневмония, про-
лежни и др.).

Типичная форма БА (спорадическая старче-
ская форма) развивается обычно у лиц старше
65 лет. По состоянию на 2000 г. БА встречается у
1.6% населения в возрасте 65–74 лет, в группе 75–
84 лет количество больных достигает 16%, а у лиц
старше 84 лет увеличивается до 42%. Прогнозиру-
ется неизбежный рост заболеваемости, в первую
очередь, в развитых странах, как следствие увели-
чения продолжительности жизни [6–8]. Помимо
старческой формы БА, существует семейная
(пресенильная) форма, которая связана с гене-
тической предрасположенностью и характери-
зуется ранним развитием (в 45–50 лет) и агрес-
сивным течением [9–12]. Диагностика, лечение
и уход за больными БА представляют серьезную
проблему для экономики развитых стран [7, 13],
при том что сколько-нибудь эффективные сред-
ства лечения БА до настоящего времени отсут-
ствуют [14–16].

Основной причиной развития БА считается
накопление в тканях мозга нерастворимых агре-
гатов так называемого Аβ-пептида (β-амилоида,

УДК 577.24
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далее Аβ). В настоящее время выдвинуты также
альтернативные гипотезы, в которых ключевым
фактором развития БА считаются агрегация ги-
перфосфорилированного тау-белка (таупатия),
хроническое воспаление тканей головного мозга
(нейровоспаление) или накопление мутаций в
мтДНК, приводящее к дисфункции дыхательной
цепи митохондрий и развитию окислительного
стресса [10, 17, 18]. Наиболее перспективным
представляется объединение нескольких гипотез
(β-амилоидной, гипотезы таупатии и постулиру-
ющей ведущую роль нейровоспаления) в единую
концепцию.

β-АМИЛОИДНАЯ ГИПОТЕЗА – ПЕРВАЯ 
ПОПЫТКА ПОНЯТЬ ПРИЧИНУ РАЗВИТИЯ 

БОЛЕЗНИ АЛЬЦГЕЙМЕРА

Ведущий патоморфологический признак, встре-
чающийся в 100% случаев БА и описанный в 1907 г.
А. Альцгеймером, по имени которого впослед-
ствии было названо заболевание, – образование
так называемых сенильных бляшек, выявляемых
окрашиванием посмертных гистологических сре-
зов мозга больных. Впоследствии показали, что
бляшки состоят из фибриллярных агрегатов Аβ
длиной 40–42 а.о., имеющих массу 4 кДа. β-Ами-
лоид образуется в результате протеолиза белка
АРР (amyloid precursor protein), трансмембранно-
го белка, функции которого изучены недостаточ-
но для полного понимания его роли. Известно,
что АРР участвует в межклеточных коммуника-
циях в ходе развития нервной системы и форми-
рования синапсов [19]. Существуют два альтерна-
тивных пути процессинга АРР с участием трех эн-
допротеаз – α-, β- и γ-секретаз. В первом,
неамилоидогенном, пути секретируемая форма
APP (эктодомен) и короткий пептид, обозначае-
мый как р3, генерируются путем расщепления α-
и γ-секретазами; посредством амилоидогенного
пути образуются секретируемая форма АРР и на-
бор пептидов длиной от 30 до 51 а.о. Кроме того,
оба пути протеолиза АРР генерируют внутрикле-
точный фрагмент AICD (Amyloid precursor
protein Intracellular Cytoplasmic/C-terminal Do-
main), участвующий в различных сигнальных
путях и напоминающий внутриклеточный домен,
отщепляющийся при процессинге белка Notch [20].
У здоровых людей (без БА) наиболее представле-
ны три формы Аβ-пептидов: Аβ40 (50%), Аβ38
(16%) и Аβ42 (10%) [21]. За протеолиз АРР по ами-
лоидогенному пути отвечают β- и γ-секретазы
[19]. Функции Аβ в течение долгого времени не
были известны; в основном Аβ-пептиды рассмат-
ривали как “молекулярный мусор” – побочный
продукт процессинга АРР, главную роль в кото-
ром играет расщепление белка-предшественника
на внеклеточный и внутриклеточный фрагменты,
участвующие в межклеточных коммуникациях. В

настоящее время получены данные об антимик-
робной активности Аβ-пептидов, позволяющие
рассматривать их в качестве одного из компонен-
тов системы врожденного иммунитета [22, 23].

Токсичность Aβ для нейронов показана in vitro
и in vivo [24, 25]. Известно, что Аβ-пептиды, пре-
имущественно Аβ42 и в меньшей степени Аβ40,
склонны к агрегации и образованию нераствори-
мых фибрилл [10, 26]. Сенильные бляшки, обна-
руживаемые в мозгу пациентов, умерших от БА,
состоят преимущественно из фибриллярных от-
ложений Аβ. В настоящее время известно, что об-
разованию Аβ-фибрилл предшествует олигоме-
ризация растворимых β-амилоидных пептидов,
при этом растворимые олигомеры более токсич-
ны для нейронов, чем крупные нерастворимые
фибриллы [25, 27, 28]. Ключевое значение накоп-
ления и агрегации Аβ подтверждалось данными,
полученными на пациентах с пресенильной (се-
мейной) формой БА. Эта форма заболевания со-
ставляет до 5–10% от общего количества случаев
БА, носит семейный характер и обусловлена му-
тациями в генах АРР и пресенилинов (компонен-
тов γ-секретазного комплекса), приводящими к
гиперпродукции Аβ или образованию Аβ-пепти-
дов с повышенной склонностью к агрегации [29–
32]. Расположение гена АРР на хромосоме 21 обу-
словливает повышенную частоту и раннее разви-
тие БА у больных синдромом Дауна (трисомия по
хромосоме 21) как следствие увеличения копий-
ности гена АРР [33]. Известны также мутации ге-
на АРР, оказывающие противоположный эффект
и статистически значимо снижающие риск раз-
вития БА [34]. Кроме того, БА ассоциирована с
некоторыми эпигенетическими изменениями,
например, со снижением уровня метилирования
ДНК в области промотора гена APP [35, 36].

На основании изучения наследственных форм
БА и синдрома Дауна сформулирована гипотеза
“амилоидного каскада” (она же амилоидная ги-
потеза) [37–39], остающаяся популярной и сего-
дня. Предполагалось, что β-амилоид, накаплива-
ющийся преимущественно в фибриллярной фор-
ме, сам по себе оказывает токсический эффект,
приводящий к повреждению и гибели нейронов
[10, 37]. В дальнейшем оказалось, что гораздо бо-
лее высокой токсичностью обладают растворимые
мономеры и олигомеры Аβ [25, 27, 28, 40–42]. По
современным представлениям токсическое дей-
ствие избыточного количества Аβ-пептида обу-
словлено его прямым взаимодействием с рядом
белков-рецепторов как на поверхности, так и в ци-
топлазме нейронов. Показано, что мономерная
форма Аβ взаимодействует с комплексом α1β1
Na,K-АТРазы, ингибируя ее активность, что при-
водит к нарушению трансмембранного потенциала
нейронов [41, 42]. Олигомеры Аβ взаимодействуют
с адренергическим рецептором α2А, увеличивая
его активность, что приводит к активации киназы
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3β-гликогенсинтазы (GSK-3β) и последующему
гиперфосфорилированию тау-белка (см. ниже)
[43]. Повышенная концентрация Аβ способствует
гиперактивации NMDA-рецепторов (эксайтоток-
сичности), вызывая нарушение гомеостаза клеточ-
ного кальция [44]. Эффектами токсического дей-
ствия Аβ считаются также нарушения холинерги-
ческой системы, окислительный стресс и др. Все
эти и другие изменения приводят к нарушению
долговременной потенциации, повреждению си-
напсов и нейродегенерации путем апоптоза и не-
кроза [45].

ГИПЕРФОСФОРИЛИРОВАНИЕ
И АГРЕГАЦИЯ ТАУ-БЕЛКА – ВТОРОЕ 

КЛЮЧЕВОЕ СОБЫТИЕ
БОЛЕЗНИ АЛЬЦГЕЙМЕРА

Второй характерный морфологический при-
знак БА – нейрофибриллярные клубки (Neuro-
fibrillary tangles, NFT), которые образуются в ци-
топлазме нейронов (особенно в аксоплазме) и
представляют собой нерастворимые филаменты,
состоящие главным образом из гиперфосфори-
лированного тау-белка (относящегося к группе
белков, ассоциированных с микротрубочками)
[46–48]. Нарушения функций тау-белка приво-
дят к потере стабильности и деполимеризации
микротрубочек; разрушение микротрубочек вы-
зывает разобщение внутриклеточного транспорта
в цитоплазме, потерю синапсов и, в конечном
итоге, гибель нервных клеток. Образование агре-
гатов Аβ сопровождается агрегацией тау-белка и
предшествует развитию структурных нарушений
в тканях головного мозга на более поздних ста-
диях заболевания. Открытым остается вопрос о
взаимосвязи между накоплением олигомеров и
агрегатов Аβ и гиперфосфорилированием тау с
последующей агрегацией, поскольку Аβ – это
секретируемый пептид, который накапливается
в основном в межклеточном пространстве, а тау –
белок внутриклеточный. Одна из предложенных
моделей рассматривает гиперфосфорилирова-
ние тау-белка в качестве основного пускового
механизма его агрегации. Показано, что в фос-
форилировании тау участвуют протеинкиназы:
Ca2+/кальмодулинзависимая протеинкиназа
(CaMKII), протеинкиназа C (РКС), сAMP-за-
висимая протеинкиназа (PKA), GSK-3β, киназы
семейства MAPK: ERK2, JNK и р38/SAPK (про-
теинкиназы, активируемые стрессом) [20, 46, 49–
51]. Активность этих протеинкиназ повышается
при развитии БА, возможно, как следствие реак-
ции на образование олигомеров Аβ, либо в ответ
на воспаление в тканях головного мозга. Одним
из возможных путей активации протеинкиназ,
участвующих в фосфорилировании тау, считается
гиперактивация рецепторов глутамата, вызывае-
мая прямым взаимодействием с Аβ42. В результате

этого наблюдается активация фосфолипазы С,
выход ионов Ca2+ из эндоплазматического рети-
кулума и активация PKC [52]. Кроме того, в ходе
развития БА GSK-3β активируется через адрено-
рецептор α2А после его взаимодействия с Аβ [43].
Таким образом, причиной потери синаптической
активности и апоптоза нейронов может быть не
прямой повреждающий эффект агрегатов Аβ, а
длительный постадийный процесс индукции сиг-
нальных каскадов, приводящих к гиперфосфори-
лированию и постепенной агрегации тау, которая
вызывает нарушение аксонального транспорта с
последующим разрушением синапсов и гибелью
нервных клеток.

Альтернативная гипотеза постулирует прион-
ные свойства некоторых форм Аβ (преимуще-
ственно Аβ42, с определенными особенностями
третичной структуры) и тау-белка с нарушенной
трехмерной структурой, которые таким образом
могут индуцировать патологическое сворачива-
ние и агрегацию как других молекул Аβ, так и тау-
белка и некоторых других белков (в частности
PrPC) [53, 54]. Наибольшей склонностью к индук-
ции отложения амилоида обладает пептид Аβ42,
изомеризованный по остатку аспарагиновой кис-
лоты (Asp7) [55]. Показано, что некоторое коли-
чество Аβ может проникать через мембраны либо
захватываться нейронами по механизму эндоци-
тоза и, по-видимому, таким образом прямо взаи-
модействовать с тау. В опытах in vitro показано
взаимодействие Аβ и тау, сопровождающееся
олигомеризацией тау [56–58]. Инъекции Aβ в
гиппокамп или правое полушарие мозга самцов
трансгенных мышей, экспрессирующих мутант-
ный APP человека, ускоряли агрегацию Aβ транс-
генного происхождения. При этом агрегация Аβ
наблюдается сначала в непосредственной близости
от места введения, а затем отложения Aβ распро-
страняются вдоль аксонов на области мозга, свя-
занные с гиппокампом. Введение в мозг мутантно-
го тау-белка, имеющего повышенную склонность к
агрегации, вызывает распространение образования
NFT в коре мозга мышей, экспрессирующих чело-
веческий тау-белок дикого типа, не образующий
спонтанно агрегаты [59–61]. Имеются убедитель-
ные доказательства того, что β-амилоид и микро-
агрегаты тау-белка способны индуцировать раз-
витие энцефалопатий в результате ятрогенной
передачи в ходе хирургических операций на го-
ловном мозге, при использовании загрязненных
инструментов, либо донорских материалов с при-
месями β-амилоида и агрегатов тау [62–67]. Сле-
дует отметить, что, хотя в описанных случаях ги-
потетической ятрогенной передачи β-амилоида в
мозгу пациентов наблюдалась агрегация Аβ, а в
некоторых случаях тау, это приводило к развитию
болезни Крейтцфельда–Якоба либо ангиоэнце-
фалопатии (Cerebral amyloid angiopathy, CAA, при
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которой β-амилоид откладывается в стенках мел-
ких сосудов мозга), а не классической БА [62, 64].
Таким образом, первоначальное повышение
уровня Аβ может играть роль триггера, запуска-
ющего каскад взаимодействий, приводящих к
массированному накоплению агрегатов сначала
самого β-амилоида, а затем тау-белка, что, в
свою очередь, ведет к гибели нейронов и потере
функций высших отделов центральной нервной
системы. Изучение механизмов взаимодействия
β-амилоида и тау-белка, включая идентифика-
цию их рецепторов в нейрональных клетках, от-
крывает новые возможности для поиска фарма-
цевтических препаратов, препятствующих на-
коплению этих токсичных продуктов в клетках
и в межклеточном пространстве [62].

β-АМИЛОИДНАЯ ГИПОТЕЗА – 
АРГУМЕНТЫ “ЗА” И “ПРОТИВ”

Приведенные выше данные достаточно убеди-
тельно свидетельствуют о важной роли различ-
ных форм Аβ в развитии БА. При этом сама амило-
идная гипотеза не объясняет причин повышения
продукции Аβ при спорадической форме БА, не
связанной с генетической предрасположенностью.
Ясно, однако, что основным фактором, способ-
ствующим развитию БА, является преклонный
возраст. Возможно, повышенное содержание раз-
личных форм β-амилоида в мозгу пожилых людей
связано не столько с их гиперпродукцией, сколь-
ко с возрастным снижением эффективности раз-
личных систем, обеспечивающих утилизацию Аβ.
В качестве факторов, способствующих повыше-
нию концентрации Aβ42, называют возрастные на-
рушения систем фолдинга белков (в частности,
снижение экспрессии белков-шаперонов семей-
ства Hsp70) [69], уменьшение эффективности ути-
лизации Аβ-пептидов с участием микроглии [70], а
также снижение содержания в мозгу неприлизина –
металлопротеазы, обеспечивающей расщепление
Аβ [71, 72]. Есть данные о том, что развитие спо-
радической БА может провоцироваться накопле-
нием токсичного изомера Аβ42, содержащего изоас-
парагин-7, количество которого увеличивается за
счет возрастного снижения каталитической актив-
ности L-изоаспартил-(D-аспартил)-метилтрансфе-
разы (PIMT), ответственной за репарацию остатков
изоаспарагина [73, 74]. Рассматриваются также ги-
потезы о ведущей роли именно повышения про-
дукции Аβ в развитии БА вследствие воспали-
тельных процессов в тканях мозга либо накопле-
ния с возрастом мутаций мтДНК, что приводит к
нарушению транспорта электронов по дыхатель-
ной цепи, повышению продукции активных
форм кислорода (АФК) и окислительному стрес-
су, который запускает множество сигнальных
каскадов, приводящих в том числе к повышению
процессинга APP по амилоидному пути [18]. Од-

нако, хотя важная роль β-амилоида в патогенезе
БА не подлежит сомнению, в настоящее время
получены многочисленные результаты, ставящие
под сомнение тезис о повышении уровня Аβ как о
первопричине спорадической БА [75]. Во-пер-
вых, наиболее склонную к агрегации форму
β-амилоида (Аβ42) находят не только при БА, но и
у здоровых индивидов. Так, ткани головного моз-
га до 40% престарелых, не страдающих БА инди-
видов, содержат β-амилоидные бляшки, количе-
ство которых не уступает количеству бляшек у
лиц с клиническими проявлениями БА [76, 77].
Во-вторых, β-амилоидные включения могут об-
наруживаться во всех отделах мозга, но дегенера-
ции при БА подвергаются только строго опреде-
ленные структуры, в частности, определенные
участки коры и гиппокампа. В-третьих, амилоид-
ная гипотеза не рассматривает первопричины ги-
перпродукции Aβ при спорадической форме БА у
лиц, не имеющих мутаций в генах, участвующих в
продукции Aβ. Между началом образования
β-амилоидных агрегатов и появлением первых
симптомов болезни проходит длительное время
(годы и десятки лет) [8, 78]. Прямое токсическое
действие Аβ на нейроны показано в опытах in vitro
на нейрональных культурах и in vivo путем инъек-
ций в мозг подопытных животных. Однако ток-
сический эффект наблюдали только при исполь-
зовании Аβ в концентрации порядка 1 мкМ, т.е. в
1000 раз превышающей нормальное содержание
β-амилоида в мозгу больных [75]. Наконец, ряд
терапевтических подходов, направленных на
β-амилоид в качестве мишени, например, имму-
низация больных Аβ42, а также использование
моноклональных антител к различным формам
Аβ, потерпели неудачу на стадии клинических
испытаний. В некоторых клинических исследо-
ваниях показано снижение уровня Аβ в мозгу
пациентов, но при этом не наблюдали восста-
новления когнитивных функций и улучшения
состояния больных. Также потерпело неудачу
применение ингибиторов β- и γ-секретаз, на-
правленное на уменьшение продукции Аβ. В
ряде случаев клинические испытания были
прекращены досрочно в силу обнаружения се-
рьезных побочных эффектов. Неэффективны-
ми оказались и прямые ингибиторы олигоме-
ризации и агрегации Аβ [14, 76, 77, 79, 80]. С
другой стороны, неудачи применения “анти-β-
амилоидной” стратегии при БА могут объяс-
няться тем, что, как правило, терапия начина-
ется не раньше развития клинических призна-
ков, когда нейродегенерация зашла уже достаточ-
но далеко, и изменения необратимы. Данные за и
против классической β-амилоидной гипотезы
суммированы в табл. 1.
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РОЛЬ НЕЙРОВОСПАЛЕНИЯ В ПАТОГЕНЕЗЕ 
БОЛЕЗНИ АЛЬЦГЕЙМЕРА – ВОЗМОЖНАЯ 

ПЕРВОПРИЧИНА НАКОПЛЕНИЯ
β-АМИЛОИДА

В течение двух последних десятилетий боль-
шое внимание привлекают воспалительные про-
цессы в ЦНС, развитие которых, как показано
независимо многими авторами, связано с патоге-
незом БА. Оказалось, что для БА характерно хро-
ническое воспаление тканей головного мозга в
виде активации микроглии и астроцитов, секре-
ции ряда провоспалительных цитокинов, оксида
азота (NO) и повышения уровня АФК, оказываю-
щих цитотоксический эффект на нейроны. Также
в мозгу при БА повышается уровень экспрессии
рецепторов, участвующих в развитии воспали-
тельного ответа. У пациентов с БА происходит
повышение продукции TNF-α, IL-1, IL-6 и ком-
понентов системы комплемента как в мозгу, так и
на периферии (в составе плазмы крови), а также
возрастает количество мРНК и рецепторов TLR4,
активность NF-κB и уровень АФК [17, 81–85].
Сходные данные получены на трансгенных мы-
шах, экспрессирующих мутантные формы АРР и
пресенилинов, и склонных к накоплению Аβ-аг-
регатов и развитию когнитивных нарушений, соот-
ветствующих симптомам БА у человека [86]. Кроме
того, стало известно, что вероятность развития
спорадической формы БА коррелирует с некото-
рыми аллельными вариантами генов, участвующих
в иммунном ответе – TLR4, CD14 (корецептор

TLR4), CD33, TREM2 (Triggering receptor expressed
on myeloid cells 2), CR1 (рецептор комплемента) и
IL-6 [83, 84, 87, 88]. Подавление синтеза TNF-α с
помощью ингибитора 3,6′-дитиоталидомида или
лентивирусных RNAi-конструкций замедляет ней-
родегенеративные процессы и восстанавливает ко-
гнитивные функции (в первую очередь, способ-
ность к запоминанию и обучению) у модельных
животных [82, 89]. У мышей с генетически детер-
минированной гиперпродукцией IL-6 астроцита-
ми, начиная с 6-месячного возраста развивается
прогрессирующая нейродегенерация [90], что
доказывает цитотоксическое действие на нейро-
ны в ходе воспаления. Кроме того, ряд работ (ре-
троспективные исследования и прямые клини-
ческие испытания) показывает, что длительное
применение нестероидных противовоспали-
тельных препаратов (НПВП) замедляет развитие
БА у пациентов и оказывает положительный эф-
фект на модельных животных [91–94]. Воспале-
ние в ЦНС способно вызывать многие эффекты,
приписываемые β-амилоиду: активацию проте-
инкиназных каскадов, приводящих к гиперфос-
форилированию тау-белка, повышенную актив-
ность NMDA-рецепторов, окислительный стресс
и др. [95].

Имеются убедительные данные о взаимосвя-
зях между развитием нейровоспаления и накоп-
лением β-амилоида. Показано, что олигомеры и
фибриллярные агрегаты Аβ способны индуциро-
вать нейровоспаление посредством активации

Таблица 1. Аргументы в поддержку β-амилоидной гипотезы и основные возражения

ЗА ПРОТИВ

Мутации в АРР, β- и γ-секретазах увеличивают риск 
развития БА

Остаются под вопросом исходные причины повышения 
уровня Аβ при сенильной (спорадической) форме БА 
при отсутствии мутаций в генах APP и секретаз

Повышен риск раннего развития БА при трисомии
по хромосоме 21 (болезнь Дауна)

Аβ42 и β-амилоидные агрегаты обнаруживаются в мозгу 
клинически здоровых индивидов

Известны мутации APP, снижающие риск развития БА Между началом накопления и агрегации Аβ и последую-
щими изменениями в мозгу проходят годы и десятки лет

Имеются данные о прионной природе β-амилоида У пациентов, получавших терапию препаратами донор-
ского гормона роста, загрязненного β-амилоидом, раз-
виваются болезнь Крейтцфельда–Якоба или 
энцефалоангиопатии, а не классическая БА

Введение Аβ in vitro и in vivo приводит к развитию 
цитотоксичности, накоплению амилоида и развитию 
клинических признаков у лабораторных животных

Концентрация вводимого Аβ на порядки превышает 
значения, выявляемые в мозгу при естественном разви-
тии БА

Максимальной токсичностью обладают не Аβ-фиб-
риллы, а олигомерные формы

Поражаются только отдельные участки мозга, хотя агре-
гацию Аβ находят во всех отделах

Существуют изоформы Аβ с повышенной токсичностью Попытки лечения БА, направленные на снижение про-
дукции Аβ или блокирующие его олигомеризацию, тер-
пят неудачу
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микроглии с последующей секрецией провоспа-
лительных цитокинов и простагландинов [96].
Таким образом, накопление Аβ может способство-
вать апоптозу нейронов не только через каскады с
участием тау-белка, но также путем инициации
хронического воспаления в тканях головного мозга.
Показано, что за узнавание мономерной формы Аβ
отвечают рецепторы TLR2/4, способные выступать
индукторами экспрессии провоспалительных ци-
токинов [84, 97]. Многочисленные эксперимен-
тальные и эпидемиологические работы заставляют
предположить, что воспалительные реакции не
только обусловлены накоплением Аβ, но и могут
действовать как первичный пусковой механизм в
случае спорадической формы БА. Показано, что
БА с высокой вероятностью может развиваться как
отдаленное последствие травмы головного мозга, в
том числе хирургических операций [98–100]. В не-
которых случаях речь может идти не только о пер-
вичном нейровоспалении, но и о хронических вос-
палительных процессах на периферии вследствие
персистирующих инфекций или метаболических
расстройств. Положительные данные в этом на-
правлении получены в экспериментах на мышах.
Например, регулярные интраперитонеальные инъ-
екции липополисахаридов (ЛПС) или поли(I:C) (в
качестве аналога вирусных РНК) вызывали на-
копление Аβ42 в гиппокампе и коре головного
мозга мышей, активацию астроцитов и снижение
когнитивных способностей [101–103]. Эпиде-
миологические исследования обнаруживают кор-
реляцию между БА и предшествующими инфек-
циями, вызывающими хронические воспалитель-
ные реакции [8]. Показано, что существенным
фактором риска развития БА является герпесви-
русная инфекция (особенно вызванная герпесви-
русами типа 1 и 2). Герпесвирусная ДНК с высокой
частотой обнаруживается в составе β-амилоидных
бляшек, а размножение вируса в нейрональной
культуре индуцирует накопление Аβ [104–106].
Развитие ВИЧ-инфекции часто сопровождается
так называемым ВИЧ-ассоциированным нейроко-
гнитивным расстройством (HIV-associated neuro-
cognitive disorder, HAND). При этом в мозгу паци-
ентов повышается синтез Аβ и образуются β-ами-
лоидные бляшки. ВИЧ персистирует в микроглии
и астроцитах головного мозга и вызывает повы-
шение продукции провоспалительных цитокинов:
IL-6, IL-1, TNF-α и IL-8 [107]. Опубликованы так-
же сообщения о возможной связи цитомегалови-
руса и вируса гепатита С с развитием БА [108].
Кроме того, описана ассоциация БА с парадонти-
том, хламидийными инфекциями и некоторыми
другими воспалительными заболеваниями, вы-
зываемыми Chlamydia pneumoniae, Porphyromonas
gingivalis и Treponema denticola [16, 109–112]. Нако-
нец, метаболические нарушения, приводящие к
развитию воспалительных реакций (классиче-
ский пример – сахарный диабет), существенно

повышают риск БА [45, 113]. В настоящее время
накапливаются данные о том, что при хрониче-
ских воспалительных процессах на периферии
возможна реакция головного мозга в виде актива-
ции клеток микроглии и астроцитов и секреции
провоспалительных цитокинов. С одной сторо-
ны, известно, что головной мозг, отделенный от
кровеносной системы гематоэнцефалическим
барьером (ГЭБ), относится к иммунопривилеги-
рованным органам. С другой стороны, ГЭБ про-
ницаем для периферических моноцитов и проста-
гландинов. Кроме того, в мозгу существуют участ-
ки (циркумвентрикулярные органы, например,
эпифиз), в которых ГЭБ отличается повышенной
проницаемостью [114]. Таким образом, хрониче-
ское воспаление на периферии или персистирова-
ние медленных инфекций в ЦНС (как в случае гер-
песвирусов и ВИЧ) может индуцировать в тканях
головного мозга воспалительную реакцию как
первопричину гиперпродукции Аβ, развитие па-
тологического каскада в виде таупатии и нейро-
дегенерации и, в конечном итоге, спорадической
БА. Показано, что воспаление способствует про-
лиферации и активации астроглии, после чего ак-
тивированные астроциты начинают секретиро-
вать повышенные количества как Аβ40, так и Аβ42
[101–103, 107]. Воспаление также ускоряет олиго-
меризацию Аβ за счет образования и секреции
комплексов, выступающих в качестве центров
олигомеризации, например, инфламмасомы, со-
держащей белок NLRP3 (криопирин) [8]. Повы-
шенная концентрация олигомеров Аβ в дальней-
шем может служить дополнительным индукто-
ром нейровоспаления. В результате воспаление и
накопление Аβ образуют порочный круг, способ-
ствуя прогрессии заболевания [115]. При этом от-
ложения фибриллярных агрегатов β-амилоида (в
том числе у здоровых людей) могут рассматри-
ваться не как патологический процесс, а как один
из способов утилизации Аβ-пептидов. В случае
наследственной формы БА к воспалению приво-
дят не хронические инфекции или нарушение ре-
гуляции активности микроглии, а перегрузка тка-
ней нервной системы олигомерами Аβ, гипер-
продукция которых вызвана мутациями в генах
АРР и/или пресенилинов.

Аβ-ПЕПТИД КАК ЗВЕНО
ВРОЖДЕННОГО ИММУНИТЕТА

В течение длительного времени Аβ-пептиды
рассматривали исключительно как побочные про-
дукты процессинга АРР. Последние данные позво-
ляют предположить, что выработка Аβ может отно-
ситься к неспецифичным защитным механизмам,
предохраняющим мозг от проникновения инфек-
ционных агентов. Показано, что добавление в
культуральную среду различных форм Аβ-пепти-
дов подавляет размножение многих бактерий,
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включая Escherichia coli, Staphylococcus, Streptococ-
cus, Listeria и др. [22]. В работе D.K. Kumar и со-
авт. [25] показано, что трансгенные мыши, экс-
прессирующие Аβ человека, менее восприимчи-
вы к менингиту, вызываемому Salmonella enterica,
введенной непосредственно в мозг, по сравне-
нию с мышами дикого типа. Сравнили также вы-
живаемость трансгенных нематод Caenorhabditis
elegans и культуры клеток нейроглиомы, экс-
прессирующих Аβ-пептид, с выживаемостью не-
матод и культуры нейроглиомы дикого типа, ин-
фицированных Candida albicans. Оказалось, что
трансгенные культуры и нематоды были более
устойчивыми. Обнаружилось, что Аβ-пептиды
образуют фибриллы на поверхности клеток возбу-
дителя, препятствуя его размножению. В этом
плане активность Аβ-пептида напоминает “клас-
сические” антибактериальные пептиды млекопи-
тающих, например, LL-37 [22]. Описаны также ан-
тивирусные свойства β-амилоида. Так, в культуре
клеток глиомы, экспрессирующих Аβ-пептид, по-
давляется репликация вируса простого герпеса че-
ловека типа 1 (HSV-1) [116]. На трансгенных мышах
5XFAD, экспрессирующих мутантный Аβ-пептид
человека, и в 3D-культуре нейронов человека пока-
зано, что олигомеры Аβ прямо взаимодействуют с
поверхностным гликопротеином HSV-1, замедляя
инфекционный процесс. С другой стороны, герпе-
свирусная инфекция индуцировала гиперпродук-
цию Аβ у мышей 5XFAD и в 3D-культурах [117].
Таким образом, Аβ-пептид оказывается не “моле-

кулярным мусором”, а компонентом врожденного
(неспецифичного) иммунитета [118]. Мозг, как
“иммунопривилегированный” орган, в котором
отсутствует или ограничена работа адаптивного
звена иммунитета, нуждается в высокой активно-
сти механизмов врожденного иммунитета для за-
щиты от инфекций. Соответственно, воспалитель-
ные реакции в центральной нервной системе могут
запускать сверхэкспрессию Аβ в качестве защитно-
го механизма. В результате, спорадическую БА
можно рассматривать как следствие сложного вы-
бора между возможным инфекционным пораже-
нием мозга “сейчас” и нейродегенерацией “через
20 лет”. При этом способность Аβ при чрезмерном
накоплении приводить (согласно амилоидной
гипотезе) к нейродегенерации в виде отдален-
ных последствий не могла оказаться под влия-
нием естественного отбора, поскольку клиниче-
ское развитие БА начинается уже после выхода
человека из репродуктивного возраста. Схема
возможного развития БА с участием нейровоспа-
лительных процессов показана на рис. 1.

Гипотеза о ведущей роли воспалительных ре-
акций в патогенезе БА открывает новые возмож-
ности в плане поиска стратегий терапии и/или
профилактики БА. Здесь обращает на себя вни-
мание большое количество мета-анализов, пока-
зывающих, что длительное применение НПВП
снижает риск возникновения БА и замедляет раз-
витие симптомов [91–94, 119, 120]. Согласно не-
которым данным, применение НПВП после по-

Рис. 1. Гипотетический механизм развития болезни Альцгеймера с учетом эффектов, обусловливаемых нейровоспа-
лением. Гиперпродукция Аβ может индуцироваться воспалительными реакциями при спорадической форме или быть
следствием мутаций в генах, участвующих в процессинге АРР, при сенильной форме БА. Образование большого ко-
личества олигомеров Аβ, в свою очередь, индуцирует воспалительную реакцию в мозгу, формируя порочный круг.
Воспаление приводит к гибели нейронов как напрямую (например, путем окислительного стресса), так и опосредо-
ванно через гиперфосфорилирование тау и другие эффекты.
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явления симптомов БА не имело положительного
эффекта, но у людей, не имеющих симптомов БА,
статистически значимо снижало риск их разви-
тия в течение 2–3 лет [121–123]. Положительный
эффект НПВП показан также в экспериментах на
моделях БА (грызунах) [94]. Полученные данные
позволяют говорить о перспективности подхода
к профилактике БА путем своевременной тера-
пии или предотвращения воспалительных забо-
леваний.

Один из ключевых рецепторов, играющий
роль как в развитии воспалительных реакций, так
и в утилизации Аβ – это TLR4. Известно, что
TLR4 наряду с некоторыми другими рецепторами
узнает ЛПС (эндотоксины грамотрицательных
бактерий), запуская при этом сигнальные каска-
ды Akt–GSK-3β и NF-kB, приводящие к гиперпро-
дукции провоспалительных цитокинов и АФК
макрофагами и нейтрофилами [124]. TLR4 спосо-
бен узнавать не только ЛПС, но и множество дру-
гих лигандов, однако лишь некоторые из них вы-
зывают гиперактивацию сигнального пути, веду-
щего к провоспалительной реакции [125]. В
нервной системе TLR4 экспрессируется глиаль-
ными макрофагами (микроглией) и астроцитами
[126]. Помимо прочих лигандов, TLR4 узнает
олигомерную форму Аβ. При этом реакция на
взаимодействие TLR4 с Аβ может осуществляться
двумя путями. В норме TLR4 играет важную роль
в утилизации Аβ путем фагоцитоза [70], тогда как
при развитии БА активация TLR4 β-амилоидом
приводит к гиперпродукции провоспалительных
цитокинов [127, 128]. В связи с этим TLR4 можно
рассматривать как возможную терапевтическую
мишень при БА.

Один из естественных лигандов TLR4 – секре-
тируемая форма Hsp70, ключевого белка-шапе-
рона. Подобно некоторым цитокинам Hsp70
способен секретироваться из клеток по неклас-
сическому механизму [129–131]. Рекомбинант-
ный Hsp70 обладает противовоспалительным
действием и ингибирует некоторые провоспали-
тельные регуляторные каскады. Введение реком-
бинантного Hsp70 блокирует продукцию TNF-α
и АФК нейтрофилами и макрофагами в ответ на
ЛПС [132–138]. Взаимодействие Hsp70 с TLR4
приводит к быстрому фагоцитозу образовавшего-
ся комплекса [139].

В последнее время появляются данные об эф-
фективности экзогенного (внеклеточного) Hsp70
как нейропротективного фактора. В наших рабо-
тах [139–141] показано, что рекомбинантный
Hsp70, меченный Alexa-fluor или радиоактивным
йодом, легко проникает в мозг при интраназаль-
ном введении. Субхроническое интраназальное
введение рекомбинантного Hsp70 приводило к
снижению концентрации Аβ, активации нейро-
генеза и восстановлению когнитивных функций у

мышей, моделирующих БА: бульбэктомирован-
ных мышей и трансгенных мышей 5XFAD [140,
141]. При этом анализ транскриптома гиппокампа
трансгенных мышей 5XFAD, получавших реком-
бинантный Hsp70, выявил существенное сниже-
ние экспрессии генов, ответственных за развитие
нейровоспаления [141], и повышение экспрессии
генов, отвечающих за презентацию антигенов, в
частности, MHC классов I и II [142]. Изменения
транскриптома также показывают повышение
уровня маркеров нейрорепарации и активности
систем синтеза нейромедиаторов после введения
экзогенного Hsp70 [142]. В независимых работах
получены трансгенные мыши и дрозофилы, сек-
ретирующие Hsp70 в межклеточную среду. Выра-
женный нейропротективный эффект внеклеточ-
ного Hsp70 наблюдали в линиях, полученных пу-
тем скрещивания продуцентов внеклеточного
Hsp70 с трансгенами, экспрессирующими Аβ42 и
склонными к развитию нейродегенеративных
процессов [143]. Возможно, Hsp70, будучи лиган-
дом TLR4, “переключает” его с провоспалитель-
ной активности на фагоцитоз Аβ. Таким образом,
при разработке новых средств терапии или про-
филактики БА Hsp70 и другие белки, обладаю-
щие противовоспалительной активностью, мо-
гут рассматриваться как перспективные нейро-
протекторы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Сегодня можно с уверенностью говорить о
том, что Аβ-пептид – необходимый, но недоста-
точный участник процесса, в конечном итоге
приводящего к развитию БА [144]. Накопление
Аβ во многих случаях наблюдается и у клиниче-
ски здоровых индивидов и не может считаться
единственной причиной болезни. Не менее важ-
ную роль в патогенезе БА играют гиперфосфори-
лирование и агрегация тау, окислительный стресс
и нейровоспаление. Более того, согласно послед-
ним данным, именно нейровоспаление различного
генеза может быть исходным стимулом, ведущим к
накоплению Аβ и развитию спорадической БА.
Кроме того, возможно, именно регуляторные кас-
кады, запускаемые воспалением, а не накопление
Аβ, приводят к гиперфосфорилированию тау и ин-
дукции других механизмов нейродегенерации.
Идентификация нейровоспаления в качестве
важного фактора патогенеза БА открывает новые
направления поиска средств терапии и/или про-
филактики этого заболевания.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (№ 19-14-00167, ДГ).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.
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BETA-AMYLOID, TAU PROTEIN AND NEUROINFLAMMATION:
AN ATTEMPT TO COMBINE DIFFERENT HYPOTHESES
OF THE PATHOGENESIS OF ALZHEIMER’S DISEASE

D. G. Garbuz1, *, O. G. Zatsepina1, and M. B. Evgen’ev1

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

*e-mail: dgarbuz@yandex.ru

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disease that leads to dementia and death of patients. There
are no pathogenetically relevant methods for the prevention and therapy of AD; all current treatments are
purely symptomatic and not able to significantly delay the onset of dementia. The main cause of neurodegen-
eration in AD has long been thought to be the accumulation in brain tissues, primarily in the hippocampus
and the frontal cortex, of β-amyloid peptide (Aβ), which is prone to spontaneous aggregation and has neuro-
toxic properties in high concentration. Aβ is a product of the signaling protein APP (Amyloid Precursor Pro-
tein) processing. Nevertheless, attempts to treat AD based on the methods of decreasing the production and
aggregation of Aβ have not yielded significant clinical results. Currently, there are more and more arguments
in favor of the fact that the overproduction of Aβ in most cases of AD is not the root cause, but a concomitant
event of pathological processes associated with old age. The concept of neuroinflammation comes to the fore,
suggesting that inflammatory reactions play a leading role in the initiation and development of AD, both in
the brain tissues and in the periphery. The hypothesis about the key role of neuroinflammation in the patho-
genesis of AD opens up new possibilities for finding ways to treat and prevent this socially significant disease.

Keywords: Alzheimer’s disease, neurodegeneration, β-amyloid, tau protein, neuroinflammation
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смотрены современные подходы к идентификации структурных повторов в белках, в том числе осо-
бенности специализированных баз данных белковых доменов. Обсуждается роль белков со струк-
турными повторами в патогенезе различных заболеваний, а также перспективы их использования в
качестве каркасов для создания лекарственных препаратов. Проанализированы современные под-
ходы к пониманию механизмов эволюционного развития белков со структурными повторами.

Ключевые слова: структурные домены, структурные повторы, молекулярные функции, эволюция
DOI: 10.31857/S0026898421050037

ВВЕДЕНИЕ
За последние 20 лет интерес к белкам со струк-

турными повторами заметно увеличился в связи с
их распространенностью, уникальностью функ-
ционирования и взаимосвязью с патогенезом раз-
личных заболеваний. Структурные повторы очень
разнообразны как по длине (от нескольких амино-
кислот до структурных доменов из 100 и более
остатков), так и по аминокислотному составу [1].
Предполагается, что до 25% всех белков содержат
какой-либо повтор [1–3], при этом такие повторы
находят почти в каждом третьем белке человека [1, 4].

Белки со структурными повторами участвуют,
как правило, в выполнении различных функций,
например, в регуляции функционирования кле-
точных органелл [5], связывании нуклеотидов [6],
формировании антивирусного ответа [7], в меха-

низмах клеточной вирулентности [8], передаче
сигналов [9] и многих других.

Современные исследования указывают на су-
ществование связи между структурными повто-
рами в белках и различными заболеваниями [10–
12]. Например, патогенез таких заболеваний, как
рак предстательной железы, доброкачественная
гиперплазия предстательной железы и ревмато-
идный артрит связывают с полиморфизмом дли-
ны глутаминовых и глициновых повторов андро-
генного рецептора [13, 14].

Кроме того, белки с повторами интересны для
специалистов в области белковой инженерии и
дизайна синтетических белков. Они рассматри-
ваются в качестве перспективных стабильных
каркасов для конструирования белков, которые
способны распознавать мишени со сродством и

Сокращения: ТПП – тетратрикопептидный повтор (tetratricopeptide repeat, TPR); ЛБП – лейцин-богатый повтор (leucine-
rich repeat, LRR); АнкП – анкириновый повтор (ankyrin repeat, AR); АрмП – армадилловый повтор (armadillo repeat,
ArmR); HEAT (Huntingtin-EF3-PP2A-TOR1) – хантингтин, фактор элонгации 3, фосфатаза 2А, киназа; ТИМ – триозофос-
фатизомераза (triosephosphate isomerase, TIM); WD40 – β-трансдуцин; AFP (antifreeze proteins) – белки антифризы; СММ –
скрытая марковская модель (hidden Markov model); DARPins (designed ankyrin repeat proteins) – искусственные белки с
АнкП; dArmRP (designed armadillo repeat protein) – искусcтвенные белки с АрмП; CTPR (consensus tetratricopeptide repeat
protein) – консенсусный белок с ТПП.

УДК 577.322
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специфичностью в ряде случаев большими, чем у
антител [15, 16].

Такие белки используют и для проверки тео-
рий эволюционной молекулярной биологии. По-
вторы принято рассматривать как удачную эво-
люционную стратегию, поскольку регулярность
вторичной структуры и разнообразие трехмерной
сборки приводят к существованию молекул раз-
ного размера со множеством значимых функций
[17]. Как правило, структурные повторы (струк-
турные домены, мотивы) имеют высокую степень
идентичности, что свидетельствует в пользу гипо-
тезы об общем предке, содержащем один струк-
турный повтор или мотив [17]. При этом предпола-
гается, что на ранних этапах эволюции эффектив-
ность функциональной активности достигалась
путем олигомеризации одиночных повторов [18].
Однако есть примеры белковых комплексов с по-
вторами, которые образуются как из олигомеров
с единичными повторами, так и из одной цепи с
множественными структурными повторами. К
тому же процесс кооперативного сворачивания
белка с множественными повторами термодина-
мически более выгоден, чем сворачивание го-
моолигомерного белка из мономеров [18].

В нашем обзоре обобщены современные взгля-
ды на структурные характеристики белков с повто-
рами, механизмы их функционирования, осо-
бенности эволюционного развития, взаимосвязь
с патогенезом заболеваний, а также оценены
перспективы их использования в качестве кар-
касов для создания высокоэффективных лекар-
ственных препаратов.

МЕХАНИЗМ ВОЗНИКНОВЕНИЯ ПОВТОРОВ

Структурные повторы представляют собой
множественные копии участков различной дли-
ны белковой цепи. Повторы часто формируют
домены или структурные мотивы, определяющие
функционирование всего белка. Многочисленные
исследования изменений в расположении конце-
вых доменов (т.е. перестановки N- и C-концевых
доменов в белках) показали, что основная роль в
таких перестановках отводится механизму дубли-
рования генов, кодирующих белки, слиянию и
потере концевых доменов, а не появлению новых
структурных доменов [19–30].

Поскольку предполагается, что повторы
структурных доменов образуются за счет внут-
реннего дублирования, то при тандемном дубли-
ровании в гене копия встраивается рядом с ее ис-
точником [17, 31]. При этом сходство аминокис-
лотных последовательностей может отражать
информацию о недавних дублированиях [32].

Формирование коротких белковых повторов
может быть обусловлено образованием ДНК-
шпилек при гипермутабильности минисателлит-
ных локусов (повторяющихся единиц длиной бо-
лее 10 нуклеотидов) в процессе рекомбинации [1,
33]. При этом число доменов может увеличиваться
способом, аналогичным дублированию миниса-
теллитных локусов, т.е. существуют “горячие точ-
ки”, которые фланкируют повторяющиеся регио-
ны [34]. Если такие рекомбинационные мотивы
расположены в интронах, то дупликацию можно
рассматривать как перетасовку экзонов. Однако
перетасовка экзонов не может объяснить эволю-
цию всех доменных повторов, так как в некоторых
случаях перестановки повторов обнаруживаются и
в отдельных экзонах. Следовательно, если такие
мотивы существуют, то некоторые специфичные
структурные повторы кодируются экзонами, в то
время как другие повторы закодированы в основ-
ном в интронах [32]. Различие в размерах повто-
ряющихся белковых структурных единиц соотно-
сят с размером дублирующейся области ДНК.
При этом принято различать микросателлитные
[35, 36], минисателлитные [1, 33] и сателлитные
повторы ДНК [31]. Пример кодирования струк-
турных повторов в белке небулине [32, 37] пока-
зан на рис. 1.

Анализ 24 эукариотических протеомов [32]
позволил утверждать, что формирование повто-
ряющихся областей обусловлено одновременным
дублированием сразу нескольких доменов: при
этом дублирование одного домена встречается
реже. Кроме того, дублирование встречается в ос-
новном в середине белковой цепи между другими
повторами [32]. Количество доменов, участвую-
щих в каждом дублировании, может значительно
различаться в пределах семейств доменов [32, 38,
39]. Дублирование определенного количества до-
менов в некоторых семействах обусловлено
функциональными или структурными ограниче-
ниями, как это показано для небулина [32, 37].
Тенденция к дублированию определенного числа

Рис. 1. Кодирование структурных повторов в небулине человека.

Экзоны
Суперповторы

Домены
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доменов найдена в некоторых семействах доме-
нов [32]. Также утверждается [32], что отсутствует
корреляция между размером домена и количе-
ством повторов, т.е. более крупные структурные
повторы дублируются с той же частотой, что и ма-
лые. Следовательно, можно предположить, что ме-
ханизм, лежащий в основе дупликации повторов,
не зависит от размера дублированной области. Дуб-
лирование внеклеточных доменов частично объяс-
няется перетасовкой экзонов [32].

Опираясь на результаты сопоставления белко-
вых повторов с кодирующей последовательно-
стью ДНК, изучили распределение шаблонов ин-
тронов/экзонов у нескольких видов организмов и
предложили разделить эти гены на два класса
[40]. Гены первого класса имеют случайную дли-
ну экзона, который формируется за счет накопле-
ния интронов через случайные вставки внутри
повторяющихся единиц. Гены второго класса со-
стоят исключительно из экзонов, соответствующих
повторяющимся единицам, за счет чего образуются
локальные повторы интронов/экзонов [40].

Однако несмотря на активный поиск принци-
пов возникновения структурных повторов в бел-
ках, единый механизм этого явления до сих пор
не установлен.

КЛАССИФИКАЦИЯ БЕЛКОВ
С ПОВТОРАМИ

Большое количество белков, содержащих по-
вторяющиеся элементы, привело к необходимо-
сти их классификации с целью понимания взаи-
мосвязи между аминокислотной последователь-
ностью, структурой и функцией, а также их
эволюционного развития.

В основе одной из первых классификаций белков
с повторами лежали структурные различия таких
повторов, при этом выделяли β-пропеллеры, β-три-
листники, анкириновые повторы (АнкП), лейцин-
богатые повторы (ЛБП), тетратрикопептидные
(ТПП) и армадилловые повторы (АрмП) [17].

В настоящее время выделяют пять основных
классов белков со структурными повторами, ко-
торые различаются длиной повторяющихся еди-
ниц и общей структурной организацией. Часть
классов делят на подклассы на основе структур-
ных и функциональных особенностей молекул
белков [41] (рис. 2).

К классу I относятся белки и пептиды, образо-
ванные повторами из одного или двух аминокис-
лотных остатков, которые могут формировать
кристаллиты (мелкие кристаллы, не имеющие яс-
но выраженной ограненной формы), в большин-
стве случаев вредоносные для живых организмов.
Структуры класса I соответствуют микросател-
литным повторам ДНК [35, 36]. Неограниченный
размер и высокая стабильность кристаллитов
препятствуют применению к ним существующих

методов деградации. Именно эти свойства при-
нято рассматривать как основу цитотоксичности
таких повторов [42], что подтверждено многочис-
ленными экспериментами по влиянию таких аг-
регатов на живые организмы [43–47]. Участки с
такого рода повторами преимущественно гидро-
фильны и имеют высокую степень неупорядочен-
ности [48, 49]. Примером структуры класса I яв-
ляется кристаллит, образованный глутаминовым
полипептидом [13, 50, 51], для которого характер-
на ассоциация с рядом нейродегенеративных за-
болеваний, в том числе с болезнью Хантингтона
[45, 52]. В настоящее время примеры таких струк-
тур отсутствуют в PDB, доступны только смоде-
лированные структуры некоторых представите-
лей этого класса [50, 53].

К классу II относятся фибриллярные структу-
ры с повторами из трех–семи аминокислотных
остатков, стабилизированные межцепочечными
взаимодействиями. К основным представителям
этого класса относятся коллаген [54] и спираль-
ные (двух- и более) структуры полипептидов [55].
Первичная структура коллагена состоит из три-
пептидного повтора GlyXY, где X и Y – любые
остатки (в основном, пролин или его гидроксили-
рованная форма, гидроксипролин). Трехмерные
структуры коллагена представляют собой протя-
женные полипролиновые тройные спирали [54,
56, 57]. На сегодняшний день выделяют 29 раз-
личных типов коллагенов [58].

Спиральные (двух- и более) структуры поли-
пептидов различаются гептадными повторами,
представленными консенсусной последовательно-
стью (abcdefg)n, обычно с гидрофобными остатка-
ми в положениях a и d и полярными остатками в
других положениях [59, 60]. При этом структуры
более высоких порядков, образованные такими
спиралями, могут сильно отличаться по перио-
дичности [55]. В отличие от класса I, структуры
класса II имеют определенный размер и стабиль-
ность. Структуры класса II соответствуют мини-
сателлитным повторам ДНК [33, 36].

К классу III принято относить белки с повто-
рами из 5–40 остатков [61], в которых один повто-
ряющийся элемент определяет формирование
конечной складчатой структуры. В составе этого
класса выделяют два подкласса белков – с соле-
ноидными и несоленоидными структурами. Со-
леноидные структуры представляют собой осо-
бым образом свернутые полипептидные цепи, из
которых формируются белки с массивными
удлиненными структурами, отличающиеся от
большинства глобулярных белков [61]. Повторя-
ющейся структурной единицей соленоидных
белков является специфический сегмент, состо-
ящий обычно из 12–45 а.о. При этом структура
белка формируется из одной, двух, трех или даже
четырех сегментных конструкций, соединенных
петлями. Сегментные конструкции в таких белках
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могут быть представлены α-спиралями, β-листа-
ми, полипролиновыми спиралями. По специ-
фичности сегментных конструкций различают
α-спиральные или β-структурные соленоиды,
α/β-соленоиды [61–64]. К соленоидным белкам
класса III относят группу белков с ЛБП (α/β-со-
леноид) [65–67]¸ белки-антифризы (antifreeze

proteins, AFP) (β-структурные соленоиды) [68],
белки с АнкП-, АрмП-, ТПП- и HEAT-повторами
(HEAT repeats) (α-спиральные соленоиды) [69–
72]. К несоленоидным структурам класса III от-
носятся молекулы, имеющие сложную укладку, в
центре которой находятся протяженные β-листы,
формирующиеся за счет межцепочечных водо-

Рис. 2. Структурная классификация белков с повторами, основанная на различиях в длине повторяющихся единиц и
общей структурной организации. Приведены примеры типичных белков каждого класса с указанием PDB-кодов их
структур.
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родных связей и взаимодействия неполярных бо-
ковых цепей структуры с повторяющимися эле-
ментами [73]. В качестве примера таких белков
можно привести, например, люминальный домен
кальнексина [74], P-домен кальретикулина [75], по-
верхностный белок A Borrelia burgdorferi [76]. Как и
структуры класса II, структуры класса III соответ-
ствуют минисателлитным повторам ДНК [33, 36].

К белкам класса IV относятся белки с “закры-
тыми” (не удлиненными) структурами с повтора-
ми из 30–60 аминокислотных остатков [77, 78].
Отдельные подклассы этого класса представлены
белками со структурами α/β-бочонков (α/β barrel),
ТИМ-бочонков (triosephosphate isomerase barrel,
TIM barrel), пропеллеров (propeller), β-трилист-
ников (β-trefoil) и α/β-трилистников (α/β-trefoil),
α/β-призм (α/β-prism) и трансмембранных β-бо-
чонков (transmembrane β-barrels). ТИМ-бочонки яв-
ляются самой распространенной структурной по-
вторяющейся единицей каталитических доменов,
они присутствуют примерно в 10% всех известных
ферментов [79, 80]. β-Пропеллеры представляют
собой структуру, сформированную 4–8 высоко-
симметричными β-листами в форме лопастей,
расположенных тороидально вокруг центральной
оси. При этом образуется активный сайт белка,
похожий на воронку [81]. Так, например, нейра-
минидаза вируса гриппа представляет собой ше-
стилопастный β-пропеллерный белок, активный в
форме тетрамера. Этот белок катализирует отщеп-
ление фрагментов сиаловой кислоты от белков
клеточной мембраны, что способствует нацелива-
нию вновь продуцируемых вирионов на неинфи-
цированные клетки [82]. Повторы β-трансдуцина
(WD40) представляют собой β-пропеллерные
структуры с 4–16 лопастями. Такие белки выпол-
няют множество функций, включая передачу сиг-
налов, регуляцию транскрипции и регуляцию
клеточного цикла [83, 84]. β-Пропеллерные фи-
тазы, содержащие шестилопастный β-винт, спо-
собны гидролизовать сложноэфирные связи в
молекуле фитата, основной форме накопления
фосфатов в растениях [85]. β-Трилистники пред-
ставляют собой структуру, состоящую из шести
β-шпилек, каждая из которых образована двумя
β-листами. Вместе они образуют β-бочонок с тре-
угольной “шапочкой”, состоящей из трех β-шпи-
лек [86, 87]. Как структурная единица β-трилист-
ник был идентифицирован в ингибиторе трипсина
Кунитца (Kunitz STI protease inhibitor) некоторых
растений [88, 89], в интерлейкинах-1α и -1β [90, 91],
в факторах роста фибробластов 1 и 2 [18]. Структу-
ры α/β-трилистников образованы β-шпильками, в
структуре которых есть периферические α-спира-
ли. В качестве примера белков с такими повторами
можно привести белки семейства лектинов [92].

Структура α/β-призмы представляет собой,
как следует из ее названия, треугольную призму,
каждая сторона которой содержит повторы из па-
ры α-спиралей и антипараллельного β-листа, со-

стоящего из трех β-участков. При этом α-спирали
расположены внутри структуры, а β-листы – пре-
имущественно снаружи. В качестве примера бел-
ков с α/β-призмами можно привести семейство
карбоксивинилтрансфераз [93].

Белки с трансмембранными β-бочонками
встречаются только во внешних мембранах гра-
мотрицательных бактерий, в клеточных стенках
грамположительных бактерий и наружных мем-
бранах митохондрий и хлоропластов [78]. В число
этих белков входят белки внешней мембраны
OmpA и OmpX [94, 95], порины OmpF и PhoE [96],
субстрат-специфичные порины LamB (Laminin
subunit beta-1) и ScrY (Sucrose porin) [97], TonB-
зависимые транспортеры сидерофоров железа
FhuA и FepA [98]. Структуры класса IV соответ-
ствуют сателлитным повторам ДНК [31].

Белки класса V – это белки с большими повто-
ряющимися единицами, способными независи-
мо сворачиваться в стабильные домены. Размер от-
дельных структурных единиц составляет 50–60 а.о.
Структуру молекулы белков с такими повторами
можно представить как “бусинки на нити” (“beads
on a string”), в которой отдельные бусинки соответ-
ствуют глобулярным доменам. Классическим при-
мером таких доменов служит домен “цинковый
палец” (Zn-finger) [99, 100] – наиболее распро-
страненный ДНК-связывающий мотив, стабили-
зированный одним или двумя ионами цинка. В
отдельный подкласс этого класса принято выде-
лять молекулы, имеющие протяженную и полу-
жесткую структуру за счет плотного соединения
между повторяющимися модулями. Такие кон-
струкции представляют собой спектриноподоб-
ные повторы (spectrin-like repeats), образованные
100–130 а.о. Каждый повтор при этом сформиро-
ван пучком из трех–пяти α-спиралей, располо-
женных вдоль оси молекулы. Некоторые α-спи-
рали этих связок длиннее других, что позволяет
соседним повторяющимся модулям взаимодей-
ствовать друг с другом вдоль оси в стержневой кон-
струкции [101]. К белкам с такими структурами от-
носятся спектрины [101], белок клеточной адгезии
Ebh (cell-wall-associated adhesion protein Ebh) [102],
семейство куллинов (сullin) [103]. В отдельный
подкласс выделяют полужесткие конструкции,
образованные β-структурными доменами длиной
около 60 а.о., например, белки системы компле-
мента (Sushi repeats or complement control protein
(CCP)), такие как селектины [104] и кадгерины
[105]. Структуры класса V, как и структуры класса
IV соответствуют сателлитным повторам ДНК [31].

Таким образом, существующая классифика-
ция белков со структурными повторами позволя-
ет утверждать, что длина 20–50 а.о. соответствует
“горячей точке” структурного разнообразия. По-
вторы именно такой длины могут укладываться в
соленоиды, спирали, “бусинки на нитке” или в
разные типы закрытых конструкций. Кроме того,
повторы, в основе которых лежат β-листы, фор-
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мируют более разнообразные структуры, чем
структуры, содержащие α-спирали. Так, на осно-
ве β-листов в качестве повторяющихся структур мо-
гут формироваться β-соленоиды, β-спиральные
складки, однослойные антипараллельные β-струк-
туры, β-трилистники или β-пропеллеры. При этом
α-спиральные структуры в основном ограничивают-
ся α-спиральными катушками и α-соленоидами [41].

В дополнение отметим, что в ряде работ повторы
делят на идеальные, почти идеальные и неидеаль-
ные. За основу такого деления приняты значении
расстояния Хэмминга (число позиций, в которых со-
ответствующие символы двух последовательностей
одинаковой длины различны) между консенсусной
последовательностью и выровненными последова-
тельностями областей с повторами [49, 106, 107].
Среди белков с известной трехмерной структурой
практически отсутствуют белки с идеальными по-
вторами, поскольку они приобретают “неидеаль-
ность” из-за мутаций (вставки, делеции) в процессе
эволюции. При этом идеальные повторы занимают
особое место среди белковых повторов, поскольку
каждый остаток в повторе обладает высокой струк-
турной и функциональной значимостью, как, на-
пример, в структуре коллагена или некоторых струк-
турах, содержащих повторы, сформированные β-ли-
стами [54, 56, 57, 108].

ТАКСОНОМИЧЕСКАЯ 
РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ БЕЛКОВ

С ПОВТОРАМИ

Структурные повторы в белках встречаются
во всех царствах живых организмов. Количество

структурных повторов в различных семействах
белков может сильно варьировать. В среднем, у
эукариотических организмов оно выше, чем у
прокариотических, что связано с их полифунк-
циональностью [32, 109, 110]. Высказываются
также предположения, что такие повторы слу-
жат дополнительным источником изменчивости
эукариотических организмов для компенсации
низких скоростей их генерации (биологической
продуктивности) [1]. Считается, что не менее 25%
всех белков и треть всех белков из протеома чело-
века содержат структурные повторы [1, 2].

Разбивка структурных повторов по длине на че-
тыре группы: гомоповторы (длина 1 а.о.), микропо-
вторы (1–3 а.о.), маленькие повторы (4–15 а.о.), до-
менные повторы (>15 а.о.) позволила проанали-
зировать распределение содержания повторов
различной длины во всех белках базы UniProt
[111] (табл. 1).

Аналогичный анализ по выявлению различий
в длине структурных повторов у эволюционно
различных групп организмов, включая вирусы,
проведен в [113] (табл. 2).

В целом утверждается [111], что чуть более 50%
белков содержат хотя бы один структурный по-
втор, при этом, как правило, в белках эукариот
число повторов больше, чем у архей и бактерий.
Отмечена также положительная корреляция [111]
между длиной аминокислотной последователь-
ности и количеством структурных повторов в мо-
лекуле белка. Эукариотические белки содержат,
как правило, более одного конкретного повтора.
Это согласуется с данными об участии структур-
ных повторов в регуляции экспрессии генов и пе-

Таблица 1. Распределение количества записей в базе UniProt, содержащих гомоповторы, микроповторы, корот-
кие повторы и доменные повторы*

* Данные из [111]. 
Примечание. Анализ повторов проводили с помощью библиотеки TRAL [112].

Доля и характеристика повтора Археи Бактерии Эукариоты

Все белки
Количество записей в UniProt 19370 332327 181814
Средняя длина 288 313 436
Число повторов 6420 103842 92472
Доля всех повторов 0.331 0.312 0.509
Доля гомоповторов 0.006 0.006 0.086
Доля микроповторов 0.117 0.109 0.245
Доля коротких повторов 0.217 0.208 0.328
Доля доменных повторов 0.051 0.049 0.143

Белки с повторами
Средняя длина 355 404 572
Доля гомоповторов 0.019 0.019 0.169
Доля микроповторов 0.354 0.350 0.482
Доля коротких повторов 0.654 0.667 0.644
Доля доменных повторов 0.154 0.157 0.281
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редаче сигналов [114, 115], т.е. более сложным ор-
ганизмам для выполнения большего числа функ-
ций требуется больше повторов. Отметим также,
что короткие структурные повторы встречаются
чаще, чем длинные [111, 116, 117]. Согласно [113],
структурные повторы у эукариот встречаются ча-
ще по сравнению с бактериями и археями.

Проведен анализ появления 11780 мотивов из
шести аминокислотных остатков, состоящих из
двух случайно расположенных аминокислот (по-
вторы вида ASSSSS, RGGRGG, PAPAPA), в 97 эу-
кариотических и 25 бактериальных протеомах
[118]. Сравнение частоты встречаемости таких
мотивов в разных протеомах позволило оценить
возможное филогенетическое родство различных
таксономических царств. Так, отряд протистов
Diplomonadida филогенетически более близок к
бактериям, чем к эукариотам, а таксономические
группы Stramenopiles и Amoebozoa ближе друг к
другу, чем к другим царствам эукариот [118]. Кро-
ме того, неупорядоченные гомоповторы (повто-
ры, состоящие из аминокислотных остатков, спо-
собствующих неупорядоченности) чаще встреча-
ются в эукариотических, чем в бактериальных
протеомах [119, 120].

И хотя структурные повторы более представ-
лены у эукариот, чем у прокариот [121], изучение
специфичных повторов в белках позволяет вы-
явить особенности их таксономического распре-
деления. Так, масштабные исследования различ-
ных таксонов показали, что 98% протеомов бак-
терий и 78% протеомов архей содержат хотя бы
один белок с ТПП [122]. Специфическая функ-
ция отдельного ТПП-содержащего белка, вероят-
но, определяет уровень вирулентности микроор-
ганизма [8, 123]. Белки хотя бы с одним АнкП
идентифицированы в 57% бактериальных и 9%
архейных протеомах, при этом АрмП найден в
77% случаев [122]. Кроме того, как показано не-
давно, почти 85.6% видов бактерий (набор дан-

ных из [122]) содержат не менее двух повторов, а
три повтора найдены более чем у половины (52%)
из них [122].

ИДЕНТИФИКАЦИЯ ПОВТОРОВ В БЕЛКАХ: 
АЛГОРИТМЫ И БАЗЫ ДАННЫХ

Алгоритмы идентификации повторов в белках
Учитывая распространенность, уникальность

функционирования и связь повторов с патогене-
зом различных заболеваний, распознавание струк-
турных повторов в белках представляет актуаль-
ную задачу. Структурные повторы часто “не иде-
альны”, содержат ряд эволюционных мутаций
(замены, вставки, делеции), поэтому некоторые из
них трудны для идентификации. Разработаны спе-
циальные алгоритмы и программы поиска структур-
ных повторов в белках. По алгоритму, лежащему в
основе работы существующих программ поиска и
идентификации повторов в белках, их можно разде-
лить на пять основных групп (табл. 3).

Использование Фурье-анализа для поиска
структурной периодичности в белках не требует
предварительных данных о наличии самих повто-
ров. Такой способ подходит для идентификации
длинных повторов без вставок (в фибриллярных
белках, таких как коллаген или спиральные
(двух- и более) структуры полипептидов, класс II)
и инделей, и является ab initio методом [124, 125].
Методы кластеризации, включающие алгоритмы
расширения коротких строк, позволяют иденти-
фицировать тандемные повторы с инделями и да-
ют хорошие результаты при идентификации ко-
ротких (менее 15–20 а.о.) повторов [126, 127]. Алго-
ритмы выравнивания последовательностей самих
на себя эффективны для обнаружения длинных
повторов (более ~ 10 а.о.), однако они часто не
идентифицируют короткие повторы и не различа-
ют тандемные и чередующиеся повторы [128, 129].
Подходы, основанные на профилях скрытых мар-

Таблица 2. Различия длины структурных повторов у организмов разных эволюционных групп*

* Данные из [113].

Таксономическая 
группа

Число последова-
тельностей

Число последова-
тельностей с 
повторами

Белки, содержащие 
повторы, %

Средняя длина 
повтора

Всего 554241 28003 5 15
Археи 19525 351 2 11
Бактерии 333691 6794 2 17

Эукариоты
Грибы 33613 3996 12 14
Растения 42101 3601 12 13
Позвоночные 18292 1461 8 14
Беспозвоночные 27607 3372 12 19
Вирусы 16852 889 5 14
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ковских моделей (СММ и сравнение профилей
СММ–СММ), идеальны для обнаружения длин-
ных “неидеальных” повторов [130, 131]. Однако
они требуют заранее сформированного выравни-
вания предполагаемых повторов и, следовательно,
не подходят для автоматизированного крупномас-
штабного анализа ab initio. Кроме того, результа-
тивность этих методов зависит от качества вырав-
нивания последовательностей, используемых в ка-
честве основы и полноты СММ-профилей.

В настоящее время для поиска некоторых спе-
цифичных повторов применяют также комбини-
рованные и специализированные методы иден-
тификации периодичности в белках. Так, метод
поиска внутренней симметрии в белках (detec-
tion of internal symmetry) реализован в программе
CE-Symm (https://github.com/rcsb/symmetry/re-
leaseshttps://github.com/rcsb/symmetry) для поис-
ка ТИМ-бочонков и β-пропеллеров [132]. Про-
грамма AnkPred (http://bioinf.iiit.ac.in/AnkPred/)
использует подход на основе применения графов,
правила на основе вторичной структуры для
идентификации АнкП в белках [133]. Программы
ProSTRIP (http://cluster.physics.iisc.ernet.in/pros-
trip/https://bio.tools/prostrip) [134] и Swelfe
(https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/
Swelfehttps://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-
bin/Swelfe) [135] используют комбинированные
алгоритмы специализированного конформаци-
онного алфавита (conformational alphabet analy-
sis) и динамического машинного обучения для
поиска повторов на всех уровнях белковой ор-
ганизации молекул. Метод TAPO (https://bioin-
fo.crbm.cnrs.fr/index.php?route=tools&tool=2)

для поиска повторов в трехмерных структурах
белков в дополнение к атомным координатам
анализа использует периодичность в конформа-
ционном алфавите, распределении вторичной
структуры, картах контактов аминокислотных
остатков и расположении направления элемен-
тов вторичной структуры [136]. Сервер Reptile
(http://reptile.unibe.ch) позволяет производить
протеомно-вероятностный поиск идеальных по-
второв в белках паразитических и других организ-
мов на основе сравнительной геномики [137]. Для
поиска структурных повторов в белках также мож-
но использовать метод разбиения структурного
пространства с последующим анализом энергети-
ческого ландшафта [138]. Отметим, что на сего-
дняшний день наиболее правильным для выявле-
ния повторов в белках считается использование
комбинации доступных программных продуктов.

Базы данных структурных повторов в белках

На основе протеомных данных можно прово-
дить систематический масштабный анализ амино-
кислотных последовательностей белков с целью
идентификации в них специфических мотивов и
повторов и проведения дальнейшего анализа их из-
менчивости, структуры, функции и эволюционно-
го развития. Необходимо с высокой точностью на
уровне аминокислотной последовательности уста-
новить границы доменов для последующего мно-
жественного выравнивания. Данных о третичной
структуре для визуального определения границ
доменов и наличия повторов во многих белковых
семействах не существует. Для решения таких за-

Таблица 3. Алгоритмы идентификации повторов в белках

* Серверы, действующие на дату написания.

Алгоритм Характерис-
тика повтора Пример ресурса *

Фурье-анализ (Fourier transform 
analysis)

Длинные повторы 
без инделей

REPPER (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/repper)

Выравнивание последователь-
ностей самих на себя (sequence 
self-alignment (SSA))

Более 15 а.о., без 
инделей

RADAR (https://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/radar/)
TRUST (https://www.ibi.vu.nl/programs/trustwww/)
REPRO (https://www.ibi.vu.nl/programs/reprowww/)

Профиль скрытых марковских 
моделей (СММ) (Hidden Markov 
Models, HHMs))

Длинные “неиде-
альные” повторы

PFAM (http://pfam.xfam.org/)
SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/)
PROSITE (https://prosite.expasy.org/)
TPRPRED (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/tprpred)

Сравнение профилей
СММ-СММ
(HMM-HMM or profile-profile 
comparisons)

Длинные “неиде-
альные” повторы

HHREPID (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/)
TRAL (https://www.vital-it.ch/software/tral)

Кластеризация коротких строк 
(Short string extension algorithms)

Менее 15–20 а.о., 
с инделями

T-REKS (https://bioinfo.crbm.cnrs.fr/index.php?route= 
tools&tool=3)
XSTREAM (https://amnewmanlab.stanford.edu/xstream/)
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дач с помощью различных биоинформатических
подходов созданы специализированные базы дан-
ных структурных мотивов. Сведения о структур-
ных повторах, их количестве и границах отдельных
доменов можно найти также в базах данных белко-
вых доменов и семейств, представляющих инте-
грированные и хорошо аннотированные ресурсы
(табл. 4).

В основе каждой базы данных, содержащей
информацию о структуре белков, их укладке, до-
менной организации, лежат определенные алго-
ритмы работы. Поскольку эти алгоритмы в ряде
случаев различаются, а в базы данных, имеющих
один и тот же алгоритм, обычно введены дополни-
тельные условия или ограничения (например, на-
бор правил ProRule в PROSITE; дополнительный
анализ отсутствия схожих участков, вставок и де-

леций в Pfam), выходные данные для одного и того
же объекта могут сильно различаться [113, 150].

Тем не менее, описанные базы данных содержат
сведения и подходы к проведению биоинформати-
ческого анализа структурных повторов с целью
оценки их распределения в протеомах, специфич-
ности длин и аминокислотного состава, изучения
функциональных и структурных данных. Так, на-
пример, база данных PRDB включает инструменты
для оценки тенденции белков со структурными по-
вторами быть неструктурированными и позволяет
анализировать консервативные неповторяющие-
ся домены, примыкающие по аминокислотной
последовательности к таким повторам [145]. В ба-
зе данных RepeatsDB приведена аннотированная
иерархическая классификация, кластеризующая
уровни по структурному сходству (класс > топо-
логия > укладка), дополненная классификацией

Таблица 4. Базы данных белковых семейств, доменов и структурных повторов

* Серверы, действующие на дату написания.
** На 02.2021 г.

Тип 
структурного 

повтора
База данных Основные характеристики** Адрес сервера*

Белковые 
семейства 
и домены

Pfam [139] 18259 белковых семейств http://pfam.xfam.org/

SMART [140] 1300 белковых доменов http://smart.embl-heidelberg.de/

InterPro [141] Интеграция профилей и характери-
стик из баз данных CATH, CDD, 
HAMAP, MobiDB Lite, Panther, 
Pfam, PIRSF, PRINTS, Prosite, 
SFLD, SMART, SUPERFAMILY
и TIGRfams

https://www.ebi.ac.uk/interpro/

PROSITE [142] 311 моделей; 1296 профилей https://prosite.expasy.org/

SUPFAM [143] Аннотации 63244 последовательно-
стей из UniProt

http://supfam.org/

UniProt [144] 563972 аннотированных последова-
тельностей; интеграция профилей и 
характеристик других баз данных

https://www.uniprot.org/

Структурные 
повторы

Protein Repeat DataBase 
(PRDB) [145]

2380528 повторов в 836670 белках https://bioinfo.crbm.cnrs.fr/index.php? 
route=databases&tool=17

RepeatsDB [146] Аннотация и классификация 100 941 
повторов в 14 072 отдельных белко-
вых цепях, доступных в банке дан-
ных трехмерных структур белков 
PDB (https://www.rcsb.org/) [147]

https://repeatsdb.org/

LRRfinder [148] Поиск и анализ ЛБП; более 4000 
уникальных природных ЛБП

http://www.lrrfinder.com/lrrfinder.php

HRaP [149] Поиск гомоповторов и повторяю-
щихся неструктурированных моти-
вов в эукариотических и 
бактериальных протеомах

http://bioinfo.protres.ru/hrap/
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род (clan) > семейство на основе гомологии по-
следовательностей и присутствии специфичных
мотивов (на основе данных базы Pfam) [146]. Не-
которые репрезентативные базы данных содер-
жат структурно-функциональную информацию о
подробно охарактеризованных семействах бел-
ков со структурными повторами, например та-
ких, как ЛБП [148]. База HRaP [149] позволяет
идентифицировать гомоповторы и повторяющи-
еся неструктурированные мотивы в эукариотиче-
ских и бактериальных протеомах.

Имеющиеся данные, несмотря на большое раз-
нообразие подходов к идентификации структурных
повторов в белках и доступных баз данных, охваты-
вают только некоторые типы повторов и/или ис-
следуются на отдельных геномах/протеомах. Таким
образом, создание всеобъемлющего ресурса данных
по-прежнему представляет собой перспективное
направление для улучшения понимания значимо-
сти структурных повторов в белках.

СТРУКТУРНЫЕ ПОВТОРЫ
И ПАТОГЕНЕЗ ЗАБОЛЕВАНИЙ

Многочисленные исследования доказывают
существование связи между белками со струк-
турными повторами и различными заболевания-
ми (табл. 5).

Так, например, нейродегенерация, связанная
с β-пропеллерным белком BPAN (β-propeller pro-
tein-associated neurodegeneration), характеризует-
ся ранним началом судорог, задержкой развития
и умственной отсталостью [156]. Полиморфизм
гена WDR45 идентифицирован как у мужчин, так
и у женщин с этим заболеванием [155, 156]. Наслед-
ственные мутации в гене рецептора липопротеинов
низкой плотности – белка, в структуре которого
содержится по крайней мере один β-пропеллер,
приводят к развитию семейной гиперхолестерине-
мии. При этом заболевании повышается концен-
трация липопротеинов низкой плотности и холе-
стерина, что приводит к развитию коронарного

Таблица 5. Заболевания, ассоциированные с некоторыми специфичными структурными повторами

Структурный повтор Характеристика нарушения Ассоциированное заболевание Ccылка

Полиглутаминовый и 
полиглициновый повторы

Полиморфизм длины повто-
ров андрогенного рецептора

Рак предстательной железы, доб-
рокачественная гиперплазия пред-
стательной железы, ревматоидный 
артрит, болезнь Хантингтона

[151–153], [45, 52]

β-Пропеллеры Гетерозиготные или гомози-
готные мутации гена Х-хро-
мосомы, кодирующего 
повтор WD40

Нейродегенерация, связанная с 
β-пропеллерными белками
(β-propeller protein-associated neu-
rodegeneration, BPAN) рассеян-
ность, миоклония, эпилеп-
тические спазмы, эпилептиче-
ские синдромы (синдром Веста 
и синдром Леннокса–Гасто)

[154–156]

ЛБП Мутации гена, кодирующего 
белки, содержащие ЛБП

Миопия (близорукость), мито-
хондриальная энцефаломиопа-
тия, болезнь Крона

[157–159]

ТИМ-повторы Мутации белка β-D-галакто-
зидазы, содержащего ТИМ-
повторы

GM1-ганглиозидозы, мукополи-
сахаридоз типа IV или синдром 
Моркио

 [160, 161]

АнкП Низкая экспрессия мышеч-
ных белков, содержащих 
АнкП

Мышечные заболевания, рабдо-
миосаркома

[162–164]

АрмП Мутации гена, кодирующего 
белок с АрмП

Опухоли кишечника, прогрессия  [165, 166]

β-Трилистники Мутации генов, кодирующих 
белки, содержащие β-три-
листник

Врожденные нарушения глико-
зилирования (опухолевый каль-
циноз) (FTC) и синдром гипер-
фосфатемии–гиперостоза (HHS)

[167–170]

Спектриноподобные 
повторы

Низкий уровень дистрофина, 
содержащего спектринопо-
добные повторы

Атрофия мышц мышечная дис-
трофия Дюшенна

[171, 172]
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атеросклероза и ишемической болезни сердца [156,
173]. При наследственных формах болезни Пар-
кинсона часто обнаруживаются мутации в гене
LRRK2, кодирующем протеинкиназу 2, которая
содержит ЛБП, однако механизм возникнове-
ния заболевания у носителей мутаций в этом ге-
не не установлен [174]. Одной из возможных
причин болезни Крона – аутоиммунного воспа-
лительного заболевания желудочно-кишечного
тракта, считаются мутации в гене CARD15, влия-
ющие на аминокислотные последовательности в
ЛБП домена активации белка каспазы (caspase
recruitment domain-containing protein 15) [159].
Болезнь Хантингтона – аутосомно-доминант-
ное нейродегенеративное заболевание, обуслов-
ленное увеличением числа копий тринуклеотид-
ных повторов CAG в гене белка хантингтина [175,
176]. Ряд заболеваний, включая рак предстатель-
ной железы, доброкачественную гиперплазию
предстательной железы, мужское бесплодие и
ревматоидный артрит также связывают с поли-
морфизмом длины глутаминовых и глициновых
повторов в молекулах рецепторов андрогенов
[153]. К наследственным заболеваниям из группы
лизосомных болезней накопления (lysosomal
storage diseases) относится мукополисахаридоз
типа IV, или синдром Моркио, который характе-
ризуется значительными деформациями скелета,
особенно грудной клетки [177], а также GM1-ган-
глиозидозы. Эти заболевания связывают с мута-
циями в β-D-галактозидазе, содержащей в своей
структуре ТИМ-повторы [160, 161]. GM1-гангли-
озидозы обусловлены дефектом или недостатком
β-галактозидазы, что приводят к нарушению мета-
болизма человека и накоплению субстратов (ган-
глиозида GM1, гликопротеинов и кератансульфа-
та) главным образом в центральной и перифериче-
ской нервной системе [178]. Функциональная
недостаточность АнкП-содержащих белков в ске-
летных мышцах приводит к развитию различных
заболеваний [162, 164]. Мутации гена APC (adeno-
matous polyposis coli), кодирующего большой белок с
множеством функциональных АрмП, приводят к
развитию опухолей кишечника [165]. Мутации ге-
нов, кодирующих GalNAc-трансферазу, содержа-
щую в своей структуре повторы β-трилистника, при-
водят к врожденным дефектам гликозилирования,
при которых нарушается синтез гликанов, их присо-
единение к гликопротеинам и гликолипидам, а так-
же синтез гликозилфосфатидилинозита [167–170].
Низкая экспрессия белка дистрофина, содержащего
24 спектриноподобных повтора, приводит к разви-
тию мышечной дистрофии Дюшенна [171, 172].

Отметим также, что многие белки, содержа-
щие структурные повторы, характеризуются вы-
сокими уровнями внутренней неупорядоченно-
сти [12, 107, 179–181], что приводит к их структур-
но-функциональной гетерогенности. Подобная
неупорядоченность считается одним из факторов
вовлеченности таких белков в патогенез различ-

ных заболеваний человека [12, 49, 106]. Так, пока-
зано [182, 183], что доля неупорядоченных остат-
ков увеличивается в белках, содержащих гомопо-
вторы, состоящие из заряженных и полярных
аминокислотных остатков, и уменьшается в по-
вторах из гидрофобных остатков. Анализ 122 раз-
личных протеомов показал, что максимальная
доля неупорядоченных остатков характерна для
белков, содержащих гомоповторы лизина и арги-
нина, минимальная – для гомоповторов из вали-
на и лейцина [182–184]. При этом гомоповторы,
состоящие из аминокислотных остатков E, S, Q,
G, L, P, D, A и H, ассоциированы с патогенезом
ряда болезней человека. На основе проведенного
анализа создан ресурс HRaDis (HomoRepeats and
human Diseases http://bioinfo.protres.ru/hradis/)
для изучения взаимосвязи гомоповторов с пато-
логиями человека [183]. Приведенные примеры
показывают, что различные структурные повто-
ры, обнаруженные во множестве белков в различ-
ных количествах, играют важную роль в патоге-
незе ряда серьезных заболеваний.

БЕЛКИ С ПОВТОРАМИ В КАЧЕСТВЕ 
КАРКАСОВ ДЛЯ ПРОЕКТИРОВАНИЯ 

НОВЫХ МОЛЕКУЛ
Топологическая сложность и кооперативность,

возникающая из особенностей типичных глобу-
лярных белковых структур, часто представляет
проблему при работе в области белкового дизай-
на. Белки с повторами, такими как АнкП, ТПП и
ЛБП, в отличие от глобулярных белков имеют регу-
лярные, линейно расположенные структурные бло-
ки, что делает их идеальными объектами для анализа
и дальнейшего модулирования свойств [185–189].

Так, предложен список уникальных повторов с
указанием их основных структурных характеристик
[190]. При этом одновременно с общими принци-
пами проектирования белков на основе специфич-
ных структурных повторов выделены определен-
ные классы повторов, наиболее перспективных в
качестве белковых каркасов, основ новых связыва-
ющих реагентов или биоматериалов для биомеди-
цинских и нанотехнологических приложений [190].

На начальных этапах разработки новых искус-
ственных белков на основе структурных повторов
в каждом повторе идентифицируют остатки,
определяющие специфичность укладки. Обычно
с этой целью, используя базы данных белковых
структур (PDB (https://www.rcsb.org/), PDBe-KB
(https://www.ebi.ac.uk/pdbe/node/1)), проводят
поиск консенсусной аминокислотной последова-
тельности. При этом, чем более консервативен
аминокислотный остаток в данном положении,
тем более вероятно, что в конечной синтезируемой
молекуле укладка сохранится [187, 191]. Предло-
жено применять “модульный” подход при ис-
пользовании белков с повторами в качестве кар-
касов для проектирования новых молекул [192].
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В этом случае модули, состоящие из повторяю-
щихся структурных единиц, выравниваются для
идентификации специфических особенностей,
которые впоследствии предполагается заклады-
вать в шаблоны проектируемых белков. Реализа-
ция предлагаемого подхода показана на примере
белков, содержащих ТПП и АрмП [192]. Разра-
ботан вычислительный подход [193], который
объединяет информацию о специфичности ами-
нокислотной последовательности белка и струк-
турные особенности белков с повторами (на ос-
нове Rosetta de novo [194]), для создания “иде-
альных” искусственных стабильных модулей.

Данный подход реализован для шести специфич-
ных повторов (АнкП, АрмП, ТПП, HEAT, ЛБП и
WD40).

Примеры использования ТПП и АнкП в каче-
стве белковых каркасов показаны на рис. 3.

В настоящее время на основе некоторых по-
второв разработано несколько библиотек белко-
вых семейств, активно использующихся в дизайне
новых лекарственных препаратов и бионанотех-
нологических продуктов (табл. 6).

Белок DARPins (Designed Ankyrin Repeat Pro-
teins) – один из примеров белка, сконструирован-
ного на основе АнкП-повтора (рис. 3б) [197, 198].
DARPins считается перспективным стабильным
каркасом для конструирования белков, распозна-
ющих мишени со сродством и специфичностью
(способностью связываться только с определен-
ным антигеном) большей, чем у антител [197–
200]. На основе белка DARPins разрабатывается
также новое поколение белков LoopDARPins с
расширенными эпитопными характеристиками
[199]. DARPins также рассматривают как микро-
бициды (антисептические лекарственные сред-
ства) против ВИЧ [201]. Кроме того, специфич-
ный для опухолевых клеток антиген DARPins,
слитый с белковым токсином, используют для
диагностики онкологических заболеваний [202].

Аналогичные исследования проводятся также
на белках, содержащих АрмП [203–206], и белках
с ЛБП [207–209]. Так, белки dArmRP (Designed
armadillo repeat proteins [206]) в настоящее время
рассматриваются в качестве каркасов, связываю-
щих пептиды модульным способом [210, 211].

На основе белков, содержащих ЛБП, предло-
жена библиотека каркасов [209], с помощью ко-
торой можно осуществить дизайн молекул и ре-

Рис. 3. Представление использования ТПП и АнкП в
качестве белковых каркасов. а – Структура одного
ТПП-повтора, и кристаллическая структура искус-
ственного белка с четырьмя ТПП-повторами (PDB:
2AVP) [195]. б – Структура одного АнкП, и кристал-
лическая структура искусственного белка, содержа-
щего четыре АнкП (PDB: 6MOG) [196].

а

б

Повтор Упаковка повторов

C

C

C

C

N

N

N

N

Таблица 6. Примеры использования некоторых повторов в качестве каркасов семейств искусственных белков

Повтор Семейство 
белков Характеристика/применение

АнкП DARPins Повышенные эпитопные характеристики, микробициды против 
ВИЧ, диагностика ракаLoopDARPins

АрмП dArmRP Связывание пептидов модульным способом

β-Пропеллерные повторы Pizza
Tako
Cake

Строительные блоки для бионанотехнологичных продуктов

ЛБП Хорошая растворимость при физиологических значениях pH, 
продуктивность, протеолитическая стабильность

HEAT-повторы αRep Термостабильность, хорошая экспрессия

ТПП CTPR Термостабильность, противоопухолевые агенты, нановолокна, 
монослои и наноструктурированные тонкие пленки, подложка 
для синтеза наночастиц и нанокластеров

Двухспиральные повторы TALE Редактирование генома
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шить проблемы их низкой растворимости при
физиологических значениях pH, низкой продук-
тивности и протеолитической нестабильности
[212]. На основе ТПП-повторов разработаны биб-
лиотеки консенсусных белков CTPR (consensus
tetratricopeptide repeat proteins) для специфиче-
ского связывания с белками, взаимодействующи-
ми с супрессорами различных опухолевых обра-
зований [213–215] (рис. 3а). Модульные свойства
CTPR и особенности их самосборки позволяют
разрабатывать различные надмолекулярные ар-
хитектуры, такие как нановолокна, упорядочен-
ные монослои, наноструктурированные тонкие
пленки [216–218]. Кроме того, особенности по-
верхностей CTPR позволяют использовать их в
качестве подложки для синтеза металлических
наночастиц и формирования металлических на-
нокластеров [216, 219, 220].

Белки, содержащие β-пропеллерные структу-
ры, также часто применяют в белковой инжене-
рии [156]. Так, глюкозодегидрогеназу (GDH), со-
держащую шестилопастную β-пропеллерную
структуру, использовали для создания биодатчи-
ка глюкозы [221]. В результате получен химерный
белок GDH, имеющий более высокую термоста-
бильность, более высокую стабильность связыва-
ния кофакторов и повышенную специфичность к
субстрату [221]. Эти свойства были приписаны уси-
лению гидрофобных взаимодействий из-за мута-
ций на С-конце β-пропеллерного домена. β-Про-
пеллерный домен нейраминидазы вируса гриппа
часто используется при разработке лекарственных
средств [222–224]. Получены эффективные инги-
биторы нейраминидазы гриппа, которые замедля-
ют или останавливают прогрессирование гриппоз-
ной инфекции [224].

На основе β-пропеллерных повторов рекон-
струированы идеально симметричные 6- и 8-ло-
пастные белки – Pizza6 [225] и Tako8 [226] соот-
ветственно. Искусственные белки предлагается
использовать в качестве строительных блоков в
бионанотехнологических разработках [226, 227].

Обсуждается также перспектива использова-
ния белков с HEAT-повторами в качестве каркаса
для искусственных белков [228–230]. Описано
новое семейство искусственных белков αRep, со-
зданных на основе термостабильных HEAT-по-
добных повторов, которые хорошо экспрессиру-
ются и обладают стабильностью [228–230].

Архитектура эффекторных белков, подобных
активатору транскрипции (transcription activator-
like effector, TALE), основана на канонических
двухспиральных повторах, каждый из которых
участвует в распознавании одной конкретной це-
почки ДНК [231, 232]. Спирали, расположенные
вокруг центральной оси, формируют общую сверх-
спиральную структуру белка для связывания дуп-
лекса ДНК [232, 233]. Сконструированные таким
образом молекулы, нацеленные на определенные

последовательности ДНК, предлагается использо-
вать в редактировании генома [234, 235].

Таким образом, белки со структурными повто-
рами представляют интерес в качестве строитель-
ных блоков для инженерии новых лекарственных
препаратов, белковых наноструктур и наномате-
риалов, а также для разработки новых биоматери-
алов и функциональных гибридных материалов.

ЭВОЛЮЦИОННОЕ РАЗВИТИЕ
БЕЛКОВ С ПОВТОРАМИ

Возникновение структурных повторов в бел-
ках считается удачной эволюционной стратегией,
так как регулярность вторичной структуры и раз-
нообразие трехмерной сборки приводят к суще-
ствованию молекул разного размера с множе-
ством значимых функций [17].

Эволюционный анализ белков человека с по-
вторами, проведенный на 61 эукариотическом
протеоме [116], показал, что большинство повто-
ров являются древними, при этом их число и по-
рядок копирования сохраняются в процессе ви-
доизменений организма. Эволюция повторов в
белках (не H. sapiens) отражает процессы дубли-
рования и появления делеций в ходе эволюции
организмов. Сходные результаты получены и при
изучении протеомов растений [236].

Анализ идентичности аминокислотных последо-
вательностей в белках со структурными повторами
различных видов показал, что число повторов уве-
личивается за счет одновременной дупликации сра-
зу нескольких доменов [32, 237]. Кроме того, такие
повторяющиеся единицы часто дублируются в
центр региона с повторами. Такой механизм проти-
воречит эволюционному развитию других белков,
увеличение структуры которых происходит за счет
добавления доменов к концевым участкам.

Предложена гипотеза, согласно которой по-
вторы с высокой степенью гомологичности име-
ют общего предка, содержащего один повтор [17].
На ранних этапах эволюции эффективность
функциональной активности может достигаться
путем олигомеризации одиночных повторов [18].
Однако есть примеры белковых комплексов с по-
вторами, которые образуются как из олигомеров
с единичными повторами, так и из одной цепи с
множественными повторами. При этом процесс
кооперативного сворачивания белка с множе-
ственными повторами термодинамически более
выгоден, чем сворачивание гомоолигомерного
белка из мономеров [17].

Некоторые повторы в белках гипервариабель-
ны, т.е. количество повторяющихся модулей
внутри повторяющейся области сильно изменя-
ется в пределах эволюционно короткого времени
за счет вставок (расширения) или удаления (со-
кращения) структурных единиц. В некоторых
белках эти изменения происходят так быстро, что
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их можно наблюдать не только у разных видов, но
и в одной популяции при адаптивных [238] и ней-
тральных условиях [239].

Эволюционный анализ набора данных для
109 полностью секвенированных геномов много-
клеточных животных [240] показал, что белки с не-
зависимо сворачивающимися повторами имеют
меньше ограничений на изменение числа повторов
по сравнению с белками, повторяющиеся единицы
которых сворачиваются кооперативно. Это пока-
зывает, что вставки и делеции, влияющие на струк-
туры повторяющихся единиц, обычно негативно
влияют на взаимосвязь белок–функция. Кроме то-
го, предполагается, что согласованная эволюция,
т.е. эволюционное развитие, при котором пара-
логичные гены внутри одного вида более тесно
связаны друг с другом, чем с членами одного и то-
го же семейства генов близкородственных видов,
является одной из положительных эволюцион-
ных стратегий для ряда белковых семейств с по-
вторами [240]. Повторы в таких белковых семей-
ствах содержат больше инделей, что приводит к
появлению дополнительных функций, связан-
ных с совместной эволюцией паразита и хозяина,
реакцией на стресс и развитием нервной системы
[240]. Адаптация организмов при этом ускоряет
изменение числа повторов, уменьшая вариабель-
ность последовательностей между отдельными
единицами. Если же вид начинает участвовать в
эволюционной гонке с паразитом, то согласован-
ная эволюция обеспечивает более высокую ча-
стоту повторений инделей с целью увеличения ге-
нетической изменчивости, направленной против
паразитирующего организма [240].

Исследование и реконструкция изменений не-
которых белковых семейств позволяет судить об
особенностях эволюционного развития специфи-
ческих повторов в белках. Так, например, предпо-
лагается, что специфичная архитектура ТИМ-по-
втора могла возникнуть на ранних этапах эволю-
ции биосинтеза белка в качестве идеального
каркаса для метаболического перехода от рибози-
мов, пептидов и геохимических катализаторов к
современным белкам-ферментам [80]. Предпола-
гаемая функция мышечного белка небулина, со-
держащего до 20 суперповторов (один такой су-
перповтор содержит семь повторяющихся доме-
нов небулина), − регуляция длины миофибрилл
[241]. Следовательно, можно предположить, что
увеличение длины небулина за счет большего
числа структурных повторов связано с увеличе-
нием длины миофибрилл в некоторых тканях
[37]. Несмотря на широкий диапазон размеров
пропеллерных повторов в белках, их лопасти ча-
сто имеют сходные последовательности, что ука-
зывает на общее происхождение [242]. Анализ ра-
бот [227, 242, 243] позволяет предположить, что
большинство β-пропеллерных повторов возникло в
результате дивергентной эволюции за счет разнооб-
разия лопастей у более древних организмов.

Однако, несмотря на большое количество иссле-
дований, посвященных эволюции белков, содержа-
щих специфические структурные повторы, одно-
значного понимания механизма формирования та-
ких белков на сегодняшний день не существует.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В нашем обзоре систематизированы данные
по классификации белков со структурными по-
вторами, их таксономическому распределению, а
также особенностям структуры и функциониро-
вания. Объяснены механизмы возникновения
структурных повторов. Рассмотрены подходы к
идентификации повторов (биоинформатические
алгоритмы поиска и специализированные базы
данных), а также основные проблемы данной за-
дачи и способы ее решения. Систематизированы
данные о связи белков с повторами с патогенезом
различных заболеваний, описано использование
белков с повторами в качестве объектов исследо-
ваний в области белковой инженерии и дизайна
синтетических белков.

За последние два десятилетия идентифициро-
вано множество глобулярных и неглобулярных
белков, содержащих структурные повторы [17,
41]. Традиционные биоинформатические подхо-
ды, разработанные для анализа глобулярных до-
менов, не всегда могут применяться к белкам с
повторами. И хотя наблюдается устойчивый про-
гресс в разработке новых инструментов прогнози-
рования и исследования как последовательностей,
так и структур таких белков, лишь небольшая доля
таких исследований посвящена сравнительным
или комплексным интегрированным данным.
Структурные повторы обнаруживаются в белках с
разнообразными функциями. На сегодняшний
день предпринято только несколько попыток клас-
сифицировать биологические роли таких белков с
целью поиска взаимосвязи повтор–функция [1, 4,
244]. Отметим, что большинство исследований по-
священо отдельно взятым протеомам или только
нескольким специфическим повторам.

Таким образом, исследование структурных по-
второв в белках, понимание взаимосвязи между
особенностями их последовательности и структур-
но-функциональными свойствами, выявление ме-
ханизмов их эволюции представляется перспек-
тивным направлением современной молекуляр-
ной, структурной и эволюционной биологии.
Полученные при этом результаты будут способ-
ствовать успешному конструированию новых мо-
лекул для применения в медицине, нанотехноло-
гиях и создания новых биоматериалов.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Российского фонда фундаментальных
исследований в рамках научного проекта № 20-
14-50211.
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Жизнедеятельность клетки в значительной степени зависит от точной регуляции экспрессии генов.
Одним из механизмов такой регуляции является формирование нуклеиновыми кислотами вторич-
ных структур, среди которых особое место занимают гуаниновые квадруплексы (G-квадруплексы,
или G4). G-квадруплексы – динамические структуры, стабильность которых определяется их раз-
мером, ионным составом и природой образующих их нуклеиновых кислот, и регулируется разнооб-
разными белковыми факторами. Гуаниновые квадруплексы играют важную роль в регуляции многих
процессов, происходящих на ДНК и РНК, – от поддержания гомеостаза теломер до определения сайта
посадки рибосомы на мРНК. Благодаря этому G-квадруплексы считаются перспективной мишенью
для противоопухолевой терапии, а их детальное изучение представляет важную задачу современной
биологии. В обзоре рассмотрена структура и термодинамические свойства G-квадруплексов, их биоло-
гические функции, а также их взаимодействие с некоторым ядерными белками.

Ключевые слова: гуаниновые квадруплексы, G4, ДНК, РНК, вторичные структуры нуклеиновых
кислот, экспрессия генов
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ВВЕДЕНИЕ

Дезоксирибонуклеиновая кислота (ДНК) –
полимерная молекула спиральной структуры, со-
стоящая из двух закрученных друг вокруг друга ан-
типараллельных комплементарных полинуклео-
тидных цепей. Удержание цепей осуществляется за
счет водородных связей, образуемых, в основном,
комплементарными пуриновыми и пиримидино-
выми азотистыми основаниями с формированием
пар аденин–тимин и гуанин–цитозин [1]. Этот тип
взаимодействия, названный уотсон–криковским,
лежит в основе большинства конформаций ДНК, в
частности, правозакрученных B-ДНК и A-ДНК
[2–4] и левозакрученной Z-ДНК [5]. Кроме того,
уотсон–криковские взаимодействия обеспечива-
ют около 60% взаимодействий внутри вторичных
структур РНК [6].

В то же время, азотистые основания могут
вступать не только в уотсон-криковские, но и в
другие взаимодействия, формируя ряд неканони-
ческих структур, в том числе гуаниновые (G)
структуры, среди которых главное место занима-

ют G-квадруплексы [7]. В настоящее время из-
вестно, что квадруплексы, способные формиро-
ваться как на ДНК, так и на РНК, выполняют в
клетке ряд функций: поддерживают структуру те-
ломер, вносят вклад в компартментализацию хро-
матина, координируют работу транскрипционных
факторов и модификаторов ДНК и гистонов, а так-
же принимают участие в регуляции трансляции.
Таким образом, G-квадруплексы играют важную
роль в поддержании гомеостаза, регуляции метабо-
лизма и пролиферации клетки, что делает их
привлекательными мишенями для противоопу-
холевых, противовирусных и антибактериаль-
ных препаратов и, в перспективе, медикамен-
тов, нацеленных на лечение некоторых генети-
ческих заболеваний. Стоит отметить, что за
последние десятилетия синтезировано множе-
ство лигандов, специфически связывающих гуа-
ниновые квадруплексы и снижающих пролифе-
ративную активность клеток [8]; некоторые ли-
ганды уже проходят клинические испытания в
качестве противоопухолевых средств [9]. Гуани-
новые квадруплексы применяют также в клини-

УДК 577.218:577.22
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ческой диагностике [10, 11]. Интересной пред-
ставляется возможность использования гуанино-
вых структур на ДНК в молекулярной электронике
и проектировании нанопроводов и наносенсоров.
Показано, что гуаниновые квадруплексы, абсорби-
рованные на слюдяном субстрате, переносят заряд
на расстояния до нескольких сотен нанометров,
причем регистрируемая сила тока составляет от
десятков до сотен пикоампер [12]. Наконец, не-
давно обнаружили, что гуаниновые квадруплек-
сы можно использовать в качестве компонента
молекулярной системы выявления патогенной
кишечной палочки Escherichia coli K88 в продук-
тах питания [13].

Учитывая многообразие вариантов примене-
ния гуаниновых квадруплексов, более детальное
изучение особенностей их динамики и функций
крайне важно не только для более полного понима-
ния механизмов регуляции экспрессии генов и мо-
лекулярных основ патогенеза различных заболева-
ний, но и для разработки новых подходов к их лече-
нию, а также для развития нанотехнологий.

В нашем обзоре рассмотрены особенности
структуры G-квадруплексов, их разновидности,
биологические функции и факторы, влияющие
на стабильность этих структур in vitro, in cellulo и
in vivo.

СТРУКТУРЫ ГУАНИНСОДЕРЖАЩИХ 
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ

Нуклеотидные последовательности типа
Gx1NL1Gx2NL2Gx3NL3Gx4 (где x > 3) (табл. 1) мо-
гут образовывать гуаниновые тетрады (гуанино-
вые квартеты) за счет Хугстиновского спаривания
четырех входящих в их состав гуанинов [14–16]. Гу-
аниновая тетрада стабилизирована восемью водо-
родными связями – четырьмя N2–H⋅⋅⋅N7 (2.87 Å) и
четырьмя N1–H⋅⋅⋅O6 (2.84 Å) [17] (рис. 1а). Три и
более G-тетрады могут собираться в “стопки”,
образуя правозакрученные или, реже, левозакру-

ченные спиральные структуры – G-квадруплек-
сы, или G4, стабилизированные одновалентными
катионами [18, 19] (рис. 1б). Расстояние между
двумя соседними гуаниновыми тетрадами в G4 со-
ставляет (в зависимости от конформации входя-
щих в их состав гуанинов) 3.39–3.55 Å, что близко
по значению к расстоянию между двумя парами ос-
нований в B-ДНК (3.4 Å) [20]. Молекулярно-дина-
мические расчеты показывают, что катионы, ста-
билизирующие гуаниновые квадруплексы, участ-
вуют в самых ранних этапах их формирования [21].

Несколько молекул ДНК, содержащих гуани-
новые треки, могут образовывать так называемые
гуаниновые нанопроволоки (G-wires) с парал-
лельной укладкой (рис. 1б), что впервые показали
в 1994 году для теломерной последовательности
d(G4T2G4) тетрахимены [22]. Согласно данным
атомно-силовой микроскопии и кристаллогра-
фического анализа, на всем своем протяжении G-
нанопроволока имеет единообразную высоту и
ширину, близкую к диаметру G-тетрады, и может
изгибаться и перекручиваться [23]. Позднее с ис-
пользованием атомно-силовой микроскопии вы-
сокого разрешения выявили необычные свойства
нанопроволок, образованных последовательно-
стью d(G4T2G4) в водном растворе. Оказалось,
что данные структуры могут отличаться перио-
дичностью расположения входящих в их состав
квадруплексов (4.3, 2.2 и 0.9 нм) и способом их
укладки – левозакрученной (4.3 и 2.2 нм), зигза-
гообразной (4.3 нм) и, в редких случаях, правоза-
крученной (0.9 нм). Также показано, что гуанино-
вые нанопроволоки обладают повышенной жест-
костью по сравнению с ДНК-дуплексами [24].

Гуаниновые квадруплексы могут включать од-
ну, две или четыре молекулы нуклеиновой кисло-
ты. В соответствии с этим выделяют две основные
группы квадруплексов – внутримолекулярные или
межмолекулярные. Поскольку в последовательно-
стях нуклеиновых кислот, образующих G-квад-
руплексы, гуаниновые треки чередуются с другими

Таблица 1. Некоторые последовательности, формирующие гуаниновый квадруплекс, в геноме человека

Примечание: полужирным обозначены гуаниновые треки, непосредственно вовлеченные в формирование G-квадруплексов.

Ген Последовательности Нуклеотидная последовательность

hTELO (TTAGGG)3

CMYC Pu27 TTATGGGGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGG

CKIT
ckit1 CAGAGGGAGGGCGCTGGGAGGAGGGGCTG

ckit2 CCCCGGGCGGGCGCGAGGGGAGGGGAGGC

VEGF CCCGGGGCGGGCCGGGGGCGGGGTCCCGGCGGGGCGGAG

HIF-1α GCGAGGGCGGGGGAGAGGGGAGGGGCGCG

BCL2 Pu39 GTCGGGGCGAGGGCGGGGGAAGGAGGGCGCGGGCGGGGA

KRAS GGGAGGGAGGGAAGGAGGGAGGGAGGGA
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нуклеотидами, последние формируют петли – ла-
теральные, диагональные и пропеллерные (двой-
ные возвратные) – в соответствии с их располо-
жением внутри квадруплекса. В основе разнооб-
разия структур гуаниновых квадруплексов лежит
их способность комбинировать петли разного ти-
па [25].

В зависимости от топологии – укладки молекул
нуклеиновой кислоты – гуаниновые квадруплексы
подразделяются на параллельные, антипараллель-
ные и гибридные; топология же прямо зависит от
гуанин-гликозидного торсионного угла, определя-
ющего конформацию (син- или анти-) гуаниновых
оснований, образующих G-квадруплекс (рис. 2а).
Например, тетрамолекулярный квадруплекс может
иметь только параллельную топологию, так как все
составляющие его гуанины имеют анти-конфор-
мацию. В то же время, до 50% гуанинов, входя-
щих в состав моно- и бимолекулярных G-квад-
руплексов, могут иметь син-конформацию, по-
этому такие G4 могут быть как параллельными,
так и антипараллельными (содержащими комби-
нацию гуанинов с син- и анти-конформацией)
(рис. 2б) [17].

Богатые гуанином последовательности поли-
морфны и, как правило, могут образовывать не-
сколько структурно различающихся квад-
руплексов. Например, теломерная ДНК челове-
ка, состоящая из пяти (TTAGGG) повторов,
способна образовывать, как минимум, два раз-
ных внутримолекулярных G4 с разной длиной
петель [26]. Стоит отметить, что длина петель
является важной характеристикой G-квад-
руплекса, влияющей на его стабильность. Экс-
перименты по УФ-плавлению, проведенные для
21 библиотеки G-квадруплексов на ДНК, имею-

щих одинаковую параллельную топологию типа
“двойная возвратная петля”, но петли разной
длины (1–3 н.), показали, что увеличение общей
длины петель на один нуклеотид вызывает паде-
ние температуры плавления (Tm) и изменение
свободной энергии при температуре 37°C (ΔGVH)
[27]. Наглядным примером формирования раз-
личных структур на одной нуклеотидной после-
довательности могут служить два гуаниновых
квадруплекса, формируемых последовательно-
стью Pu27 (5'-TGGGGAGGGTGGGGAGGGT-
GGGGAAGG-3') гена CMYC – myc-1245 и myc-
2345 (рис. 3). Показано, что квадруплекс myc-1245
типа L161 (длины петель (L) составляют 1, 6 и 1 н.
соответственно) имеет температуру плавления на
15°C ниже, чем myc-2345 типа L121 [28].

Изучено также влияние длины петель на тер-
модинамические свойства и топологию гуани-
новых квадруплексов, образованных РНК-по-
следовательностями. С помощью библиотеки
гуаниновых квадруплексов, формируемых на
18 РНК-последовательностях генома человека,
проведен сравнительный анализ стабильности
G4 на РНК с длинами петель от 1 до 15 н. в раство-
ре с концентрацией KCl от 1 до 100 мМ. Оказа-
лось, что, как и в случае с G4 на ДНК, стабиль-
ность гуаниновых квадруплексов РНК обратно
пропорциональна длине петель [29].

ЯМР-анализ и спектрометрия кругового дихро-
изма (КД-спектрометрия) гуаниновых квадруплек-
сов myc-2345 (GGG-T-GGG-GA-GGG-T-GGG) и
myc-1234 (GGG-A-GGG-TG-GGG-A-GGG), име-
ющих идентичную топологию и длины петель, по-
казали, что на стабильность и термодинамические
характеристики G4 влияет не только длина пе-
тель, но и их нуклеотидный состав. Оказалось,

Рис. 1. Неканонические гуаниновые структуры ДНК. а – Строение гуаниновой тетрады: четыре гуанина образуют
квартет, стабилизированный Хугстиновскими взаимодействиями. б – Три гуаниновых тетрады образуют стабилизи-
рованный ионами щелочного или щелочноземельного металла гуаниновый квадруплекс с антипараллельной (слева
вверху) или параллельной (слева внизу) топологией, причем эти два вида топологии могут переходить друг в друга в
зависимости от условий среды.
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что аденины внешних мононуклеотидных петель
myc-1234 выталкиваются из бороздки и повыша-
ют степень обводненности G4, снижая его ста-
бильность, в то время, как более компактные ти-
мины тех же петель myc-2345, напротив, распола-

гаются в плоскости бороздки, что делает этот
вариант myc-G4 энергетически более выгодным и,
следовательно, повышает его стабильность. По-
этому в 20 мМ растворе K+ Tm myc-2345 на 14°C
выше, чем у myc-1234 [30].

Рис. 2. Зависимость особенностей топологии гуаниновых квадруплексов от конформации входящих в их состав гуа-
ниновых оснований. а – Анти- и син-конформация гуанинового основания. б – Некоторые типы топологии гуанино-
вых квадруплексов, образованных комбинациями гуаниновых оснований, имеющих разную конформацию: внутри-
молекулярный G-квадруплекс с антипараллельной топологией “корзина” (basket) с диагональной петлей (верхний
ряд, слева); внутримолекулярный G-квадруплекс с гибридной топологией (верхний ряд, центр); внутримолекуляр-
ный G-квадруплекс с топологией смешанного типа “3+1” (верхний ряд, справа); внутримолекулярный G-квад-
руплекс с параллельной топологией и пропеллерными петлями (нижний ряд, слева); межмолекулярный G-квад-
руплекс с параллельной топологией и пропеллерными петлями, образованный двумя цепями нуклеиновой кислоты
(нижний ряд, справа). Желтые элементы соответствуют анти-конформации, голубые – син-конформации гуаниново-
го основания.
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Рис. 3. Некоторые варианты укладки последовательности Pu27 (5′-TGGGGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGG-3′),
расположенной в промоторе NHEIII1 гена CMYC, в гуаниновый квадруплекс. Слева направо: myc-1234 (TGGGGAG-
GGTGGGGAGGGTGGGGAAGG), myc-2345 (TGGGGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGG), myc-1245 (TGGG-
GAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGG); кружками на схеме отмечены гуаниновые (серые), адениновые (зеленые) и
тиминовые (синие) основания.
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ТИПЫ ГУАНИНОВЫХ КВАДРУПЛЕКСОВ
В геноме человека методами секвенирования но-

вого поколения детектируется более 700000 гуани-
новых квадруплексов [31]. In cellulo (и, по-види-
мому, in vivo) G-квадруплексы имеют преимуще-
ственно параллельную топологию, что отчасти
обусловлено особенностями ионного состава клет-
ки (139 мМ K+, 12 мМ Na+, 0.8 мМ Mg2+ и т.д) [32].

Гуаниновые квадруплексы на ДНК

Согласно результатам ChIP-секвенирования
(проведенного с использованием клеточной ли-
нии HaCaTa), гуаниновые квадруплексы на ДНК
в клетках человека преимущественно образуются
в районах, свободных от нуклеосом [33]. Кроме
того, ряд исследований показал, что в геноме че-
ловека мотивы, потенциально способные образо-
вывать гуаниновые квадруплексы, располагаются
в G/C-богатых, сверхчувствительных к нуклеазам
участках промоторов >40% генов [34], большин-
ство из которых являются протоонкогенами [35].
Кроме того, гуаниновые квадруплексы могут фор-
мироваться на ДНК в области теломерных повто-
ров [36].

В лабораторных условиях in vitro G-квадруплек-
сы на молекуле ДНК получают в основном путем
термической денатурации богатой гуанином по-
следовательности с ее последующим медленным
охлаждением в присутствии соли калия или друго-
го щелочного металла. В клетке G4 в ДНК форми-
руются в ходе транскрипции богатых гуанином по-
следовательностей (РНК-полимеразный комплекс
разрывает водородные связи между цепями ДНК,
позволяя “распаренным” гуанинам вступать во
взаимодействие друг с другом и образовывать не-
канонические структуры). Эта гипотеза подтвер-
ждена данными транскрипции in vitro в комплексе с
атомной силовой микроскопией [37] и in cellulo (в B-
лимфоцитах мыши) – результатами полногеномно-
го футпринтинга нуклеазой S1, узнающей одноце-
почечные неканонические области ДНК [38].

Также показано, что G-квадруплексы могут
формироваться в процессе репликации. Окраши-
вание синхронизированных культур раковых кле-
ток человека антителами BG4 к гуаниновым
квадруплексам показало, что в наименьшей сте-
пени эти структуры образуются в G0/G1-фазе,
когда репликация не происходит. В контрольной
точке G1/S количество G-квадруплексов возрас-
тает примерно в 2.5 раза, а в S-фазе достигает
максимальных значений, увеличиваясь пример-
но в 4.8 раза. Блокирование репликации афиди-
колином – ингибитором ДНК-полимеразы α –
приводит к двукратному снижению количества
сигналов от BG4, что подтверждает важность ре-
пликации для формирования гуаниновых квад-
руплексов in cellulo [39]. Формирование G4 на

ДНК после прохождении ДНК-полимеразного
комплекса обеспечивает дополнительный уро-
вень защиты ДНК от повторного раунда репли-
кации и способствует постепенному подавле-
нию транскрипции и переходу клетки к делению.

Диаметр гуаниновых квадруплексов на ДНК
составляет 24.3–28.7 Å. Благодаря этому, такие
G4 обладают достаточно высоким дестабилизи-
рующим потенциалом в отношении ДНК-дуп-
лексов. Биофизический анализ G4-образующей
последовательности регуляторной области гена
BCL2 показывает, что формирование квадруплек-
са дестабилизирует участки дцДНК, расположен-
ные в пределах 5 п.н. от него [40].

Гуаниновые квадруплексы на РНК
Как сказано выше, гуаниновые квадруплексы

могут формироваться не только на ДНК, но и на
РНК; структура G4 на РНК расшифрована с раз-
решением 0.61 Å [41]. В основе формирования гу-
аниновых квадруплексов на ДНК и РНК лежат
одни и те же процессы, однако, в силу особенно-
стей состава и структуры дезоксирибонуклеино-
вой и рибонуклеиновой кислот стабильность и
структура этих двух типов квадруплексов неоди-
наковы.

Во-первых, согласно данным КД-спектромет-
рии и калийзависимого нативного электрофоре-
за, полученных для РНК-последовательности
(GGAA)10, для формирования G4 на РНК доста-
точно всего двух G-тетрад [42]. Во-вторых, благо-
даря тому, что тимин в РНК замещен урацилом, у
которого отсутствует метильная группа в положе-
нии C5, степень обводненности петель в G4 на
РНК ниже, чем в G4 на ДНК, поэтому первые от-
личаются более высокой Tm и большей стабиль-
ностью [43]. Кроме того, наличие в бороздках
РНК упорядоченных 2′-гидроксогрупп остатков
рибозы обеспечивает образование дополнитель-
ных водородных связей внутри квадруплексов.
Наконец, 2′-OH-группы ограничивают торсион-
ный угол остатка рибозы, что препятствует фор-
мированию син-конформации (и, соответствен-
но, способствует формированию анти-конфор-
мации) азотистых оснований, образующих G4,
поэтому РНК (кроме искусственно созданного
РНК-аптамера Spinach) может формировать толь-
ко параллельные G-квадруплексы в отличие от
ДНК, способной образовывать G4 с различной то-
пологией [44].

Межмолекулярные гуаниновые квадруплексы, 
образованные цепями ДНК и РНК

В процессе транскрипции синтезируемая РНК
может комплементарно связывать ДНК-матрицу,
образуя гибридную структуру ДНК:РНК – R-петлю.
Если обе нуклеиновые кислоты, вовлеченные в
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формирование R-петли, содержат по два близлежа-
щих G-трека, то возможно формирование межмо-
лекулярного гуанинового квадруплекса ДНК:РНК,
поэтому соответствующие пары G-треков на ДНК
называют мнимыми G4-формирующими последо-
вательностями (PHQS). Биоинформатический
анализ показал, что в геномах эукариотических
организмов, начиная с амфибий, PHQS сконцен-
трированы в пределах 1000 н. ниже сайта начала
транскрипции [45]. Интересно, что транскрибиру-
емые области генома содержат больше PHQS, чем
классических G4-формирующих последователь-
ностей: >97% генов человека содержат PHQS и мо-
гут формировать G4 на гибридных молекулах
ДНК:РНК ниже точки начала транскрипции в
приблизительном соотношении 73 G4 на один
ген [46]. Благодаря отрицательному суперскручи-
ванию, создаваемому РНК-полимеразой II и ча-
стично распространяющемуся вверх по цепи ДНК,
в присутствии РНК-транскриптов, несущих необ-
ходимое число G-треков, гуаниновые квад-
руплексы ДНК:РНК могут также образовывать-
ся выше точки начала транскрипции. Этот фе-
номен был открыт в результате анализа ДНК,
состоящей из T7-промотора, фланкированного
парой идентичных олигонуклеотидов (G4TG4
или G4TG4TG4), с помощью in vitro транскрип-
ции [47].

Кроме того, in cellulo в клетках HeLa показано
формирование теломерных G-квадруплексов на
молекулах ДНК:РНК с параллельной топологи-
ей, обладающих достаточно высокой стабильно-
стью (Tm = 51.7°C) [48]; такие ДНК:РНК G4 повы-
шают устойчивость теломер к экзонуклеазам [49].

ВЛИЯНИЕ ИОННОГО СОСТАВА
НА ФОРМИРОВАНИЕ И СТАБИЛЬНОСТЬ 

ГУАНИНОВЫХ КВАДРУПЛЕКСОВ

В силу особенностей строения гуаниновых
квадруплексов, их стабильность во многом опре-
деляется природой входящих в их состав однова-
лентных катионов и уменьшается в следующем
порядке: K+  Rb+ ≥ Na+ > Cs+ ≥ Li+. Таким обра-
зом, наиболее выгодными для формирования гу-
аниновых квадруплексов являются ионы калия,
что хорошо соотносится с их высокой (по срав-
нению с другими ионами) концентрацией в
клетке. Разный эффект различных катионов на
стабильность G4 может объясняться их диамет-
ром и энергией обводнения [50]. Так, ион K+

имеет относительно большой радиус (1.52 Å) и
потому располагается между двумя тетрадами,
что снижает степень его обводненности и позво-
ляет образовывать координационные связи со
всеми восемью O6-атомами гуанинов обеих тет-
рад, в то время как ион Na+ в силу меньших раз-
меров (1.16 Å) умещается внутри одной тетрады,

@

образуя связи только с четырьмя O6 [51, 52]. Ио-
ны лития имеют еще меньший радиус, чем ионы
натрия, и сильно обводнены, в связи с чем гуани-
новые квадруплексы на основе Li+ практически
не образуются. В то же время, присутствие ионов
лития влияет на общий выход гуаниновых квад-
руплексов, образующихся в растворе ионов K+ или
Na+. В первом случае образуется больше квад-
руплексов, т.е. ионы Li+ потенцируют эффект
ионов K+. Во втором случае наблюдается проти-
воположный эффект [53].

Ионы двухвалентных металлов также могут
участвовать в регуляции формирования и дина-
мики неканонических гуаниновых структур. В
частности, ионы металлов подгруппы IIa, как и
одновалентные катионы, могут выступать в роли
стабилизаторов гуаниновых тетрад, составляю-
щих квадруплекс, взаимодействуя с O6-атомами
гуанинов. При этом, как и в ситуации с однова-
лентными ионами, стабильность квадруплексов
коррелирует с диаметром иона и падает в ряду
Sr2+  Ba2+ > Ca2+ > Mg2+ [54, 55]. Интересно так-
же отметить, что G-квадруплексы на ДНК, обра-
зованные при участии ионов Sr2+ в концентраци-
ях, не превышающих 30 мМ, обладают гораздо
большей стабильностью и прочностью, чем, на-
пример, G4(K+) [56]. Достаточно сильным стаби-
лизирующим эффектом по отношению к гуани-
новым квадруплексам обладают (даже в неболь-
ших концентрациях) ионы бария [57], которые
также могут индуцировать формирование G4 из
ДНК-декамеров, содержащих гуанин, что под-
тверждено с помощью кристаллографического
анализа [58].

Некоторые двухвалентные катионы способны
вызывать структурные переходы внутри гуанино-
вых квадруплексов. Например, ионы Sr2+ [59] и
Mg2+ (в комплексе со спермидином) [22] способны
индуцировать формирование G-нанопроволок на
последовательности типа d((G4T2)3G4). Открыт
также интересный эффект кальция. На примере гу-
анинового квадруплекса, сформированного на по-
следовательности d(G4T4G4), показано, что ио-
ны Ca2+ в концентрации 1 мМ вызывают дестаби-
лизацию антипараллельных G4, а постепенное
повышение концентрации кальция индуцирует
изменение топологии – переход антипараллель-
ных квадруплексов в параллельные с дальнейшим
формированием G-нанопроволок [60, 61]. Анало-
гичные структурные переходы вызывают ионы
никеля; при этом эффект Ni2+ можно отменить
добавлением EDTA [62]. Однако поскольку ионы
никеля способны образовывать координацион-
ные связи с N7-атомами гуанинов, их присут-
ствие препятствует образованию водородных
связей между гуанинами и ингибирует форми-
рование G4 de novo [63].

@
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В 2011 году, исследуя G-квадруплекс PS2.M,
Liu и соавт. показали, что ионы свинца способны
вытеснять K+ и Na+ из гуаниновых квадруплек-
сов, не вызывая их структурных переходов. Каж-
дый образовавшийся таким образом квадруплекс
стабилизируется двумя ионами Pb2+, располо-
женными между парами соседних тетрад, что де-
лает G4(Pb2+) компактным и очень стабильным –
температура плавления такого квадруплекса до-
стигает 72°C. Дальнейший анализ показал, что
ионы свинца эффективнее замещают ионы на-
трия, чем ионы калия, что легко объясняется раз-
ницей в уровне стабильности G4(K+) и G4(Na+)
[64]. Интересно также отметить влияние ртути на
гуаниновые квадруплексы: ионы этого токсично-
го элемента с высокой аффинностью связывают
тимин [65], образуют связи (T–Hg2+–T), препят-
ствуют сгибанию ДНК и, следовательно, образова-
нию G4. Кроме того, Hg2+, как и Ni2+, способны из-
менять топологию гуаниновых квадруплексов [66].
В то же время, согласно некоторым данным, ионы
ртути могут оказывать стабилизирующий эффект
на уже сформированные гуаниновые квадруплек-
сы и триплексы [67, 68].

Многие двухвалентные и трехвалентные кати-
оны дестабилизируют гуаниновые квадруплексы
либо ингибируют их формирование. Это, в част-
ности, касается ионов Al3+, Cd2+, Co2+, Cu2+, Fe2+

и Fe3+. Так, к примеру, ионы меди и кобальта, по-
добно ионам никеля и ртути, взаимодействуют с
атомами N7 гуанинов, препятствуя образованию
G-квадруплексов, хотя присутствие высоких кон-
центраций K+ до определенной степени ослабляет
этот эффект и делает возможным образование гуа-
ниновых триплексов [63]. Кроме того, добавление
ионов меди дестабилизирует уже сформированные
гуаниновые квадруплексы, причем этот эффект
нивелируется добавлением EDTA. Это наблюдение
справедливо и в отношении других перечисленных
двух- и трехвалентных катионов, дестабилизирую-
щих G4, включая, как сказано выше, ионы Ni2+.
Интересно отметить, что дестабилизирующий эф-
фект ионов меди полностью ингибируется не толь-
ко EDTA, но и ионами бария в молярном соотно-
шении 1 : 10 (Ba2+ : Cu2+), так как в отличие от мно-
гих других двухвалентных катионов ионы меди не
влияют на топологию G-квадруплексов [57].

Рассматривая влияние различных ионов на ста-
бильность и топологию гуаниновых квадруплек-
сов, стоит отметить, что G4 на РНК преимуще-
ственно схожи с G4 на ДНК. Тем не менее, на при-
мере мРНК NRAS и теломерной РНК TERRA
показано, что только ионы K+, Sr2+ и, до некоторой
степени, Ba2+, способны эффективно стабилизи-
ровать РНК-квадруплексы; в то же время, ионы
Na+, Ca2+ и Mg2+ не оказывают подобного эффек-
та [69]. Двухвалентные ионы тяжелых металлов

(Pb2+, Cd2+ и Hg2+) связывают G4 на РНК и нару-
шают их структуру [70].

РЕГУЛЯТОРНЫЕ ФУНКЦИИ ГУАНИНОВЫХ 
КВАДРУПЛЕКСОВ НА ДНК

Подобно посттрансляционным модификаци-
ям гистонов [71, 72], гуаниновые квадруплексы,
формирующиеся на ДНК, выполняют роль регу-
ляторов репликации, транскрипции и рекомби-
нации, а образование G4 в молекулах РНК влияет
на синтез белка. Поэтому, а также благодаря вы-
сокой частоте встречаемости GC-богатых после-
довательностей в геноме эукариот, гуаниновые
квадруплексы имеют важное значение для поддер-
жания нормального метаболизма клетки, а наруше-
ние регуляции их образования может приводить к
развитию различных заболеваний, нарушению эм-
брионального развития или преждевременному
старению.

В этом разделе обзора рассмотрены биологи-
ческие функции гуаниновых квадруплексов и их
роль в регуляции экспрессии генов.

Регуляция репликации

Известно, что повышение концентрации ионов
K+, стимулирующее формирование G-квадруплек-
сов, ингибирует репликацию ДНК in vitro [73], ука-
зывая на антагонизм между этими двумя процесса-
ми. Показано также, что и сами гуаниновые квад-
руплексы оказывают влияние на активность
репликации. Так, используя FISH-гибридизацию
и иммунофлуоресцентное окрашивание антитела-
ми к фосфорилированному γH2AX, показали, что
обработка культуры иммортализованных фиброб-
ластов человека G4-стабилизирующим лигандом
RHPS4 вызывает образование разрывов теломер-
ной ДНК, причем практически исключительно в
S-фазе, в которой имеет место репликация [74].
Аналогичные данные получены и для G4-стаби-
лизирующих лигандов 360A [75] и PhenDC3 [76].

“Выключение” одной или нескольких хели-
каз, обладающих G4-резольвазной (т.е., развора-
чивающей) активностью, как и использование
G4-стабилизирующих лигандов, приводит к тор-
можению процесса репликации и образованию
соответствующих повреждений ДНК. FISH-ана-
лиз отдельных молекул реплицируемой ДНК по-
казал, что in cellulo в фибробластах мышей, гомо-
зиготных по нулевому аллелю гена, кодирующего
ДНК-хеликазу BLM (Blmm3/m3), скорость движе-
ния репликационной вилки через теломеры су-
щественно ниже, чем в контрольных фибробла-
стах мышей дикого типа [76]. Этот эффект описан
и для ДНК-хеликазы FANCJ в культуре клеток
DT40 курицы [77] и ДНК-хеликазы WRN в клет-
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ках HeLa и культуре первичных фибробластов
IMR90 [78].

Таким образом, G-квадруплексы могут, вы-
ступая в качестве естественных препятствий на пу-
ти движения ДНК-полимеразного комплекса, тор-
мозить репликативную вилку. Это приводит к воз-
никновению делеций в одной из цепей теломерной
ДНК и образованию так называемых хрупких тело-
мер. Для предотвращения этого в клетках суще-
ствует механизм высвобождения ДНК-полимераз-
ных комплексов, блокированных G-квадруплек-
сами, с помощью экзонуклеазы 1 (EXO1): EXO1,
обладающая 5' → 3'-экзонуклеазной и РНКазной
(РНКаза H) активностями, удаляет несколько
нуклеотидов из дочерней ДНК вблизи G4, высво-
бождая ДНК-полимеразный комплекс [79].

В то же время, согласно полногеномному кар-
тированию, у многоклеточных организмов неко-
торые ориджины репликации (от 67% у Drosophila
melanogaster до 90% у Homo sapiens) предваряются
элементами OGRE (Origin G-rich Repeated Ele-
ment), представляющие собой G/C-богатые по-
следовательности, способные формировать G-
квадруплексы [80]. Ориджины этого класса рас-
полагаются в некодирующих областях генома [81]
и, как следствие, в отличие от ориджинов, лока-
лизованных вблизи точек начала транскрипции
генов, их активация не ассоциирована с тран-
скрипцией и осуществляется по иному механиз-
му. Показано, что в геноме курицы гуаниновые
квадруплексы, формирующиеся в элементах
OGRE, участвуют в поддержании оптимальной
активности двух ассоциированных с ними ори-
джинов (med14 и βA) [82]. Оказалось, что in cellulo
в эмбриональных стволовых клетках мыши (линия
CGR8) формирование гуаниновых квадруплек-
сов в OGRE также необходимо для включения
ассоциированных с ними ориджинов реплика-
ции, чья активность не зависит от транскрипции.
Более того, введение с помощью системы CRISPR-
Сas9 OGRE одного из ориджинов репликации в ре-
пликационно и транскрипционно неактивный
участок генома, не содержащий G4-формирую-
щих последовательностей, приводит к образова-
нию нового функционального ориджина репли-
кации на модифицированном участке генома.
Вместе с тем, удаление элемента OGRE из ориджи-
на в значительной степени снижает его активность,
не влияя, однако, на активность транскрипции
ассоциированного с ним гена. Обработка клеток
G4-стабилизирующим лигандом PhenDC3 спо-
собна вызывать активацию OGRE-ассоцииро-
ванных ориджинов репликации и инактивацию
ориджинов, не содержащих G4 в регуляторном
элементе и активируемых транскрипцией близле-
жащих генов (что логично следует из того факта,
что G4, расположенные в промоторной области
гена, преимущественно ингибируют транскрип-
цию (см. ниже)) [81] Поскольку OGRE расположе-

ны на расстоянии 160–280 п.н от ассоциированных
с ними ориджинов [80], можно предположить, что
роль G-квадруплексов в их активации обусловлена
тем обстоятельством, что данные структуры служат
мишенями, с которыми связывается множество
белков, включая некоторые факторы реплика-
ции, например ORC [83].

Гуаниновые квадруплексы принимают уча-
стие в патогенезе заболеваний, связанных с нару-
шением репликации митохондриального генома
и дефектами дыхательной функции клетки. Из-
вестно, что тяжелая цепь мтДНК обогащена по-
следовательностями, формирующими G4. При
этом образование гуаниновых квадруплексов на
мтДНК можно рассматривать как одно из след-
ствий малигнизации клетки [84]. В исследовании
Falabella и соавт., опубликованном в 2019 году,
показано, что in vitro низкие дозы G4-стабилизи-
рующего лиганда RHPS4 не оказывают влияния
на G-квадруплексы ядерной ДНК, но вызывают
резкое ингибирование элонгации митохондри-
ального репликона и транскрипта и делетирова-
ние области генома, кодирующей белки дыха-
тельного комплекса. Роль G4 в данном процессе
подтверждена введением в мтДНК мутации, спо-
собствующей образованию антипараллельного
G-квадруплекса повышенной стабильности, что
вызывало серьезные дефекты в дыхательной си-
стеме клетки [85].

Кроме того, известно, что потенциальные G4-
формирующие последовательности содержатся в
ориджинах репликации некоторых вирусов, на-
пример, вируса саркомы Капоши, где данные по-
следовательности ассоциированы с комплексами
репликации ORC и MCM и необходимы для ста-
бильного поддержания вирусной эписомы в клет-
ке хозяина [86]. Поэтому предполагается, что гуа-
ниновые квадруплексы на ДНК принимают уча-
стие в регуляции репликации вирусных геномов.

Поддержание структуры и функции теломер
Теломеры играют важнейшую роль в поддер-

жании стабильности генома, процессах старения
и в развитии опухолей. По своей природе теломе-
ры представляют собой ДНК-белковые комплек-
сы, защищающие концы хромосом от слипания и
деградации. Теломеры человека состоят из мно-
гократных тандемных TTAGGG-повторов общей
длиной 5000–20000 п.н., оканчивающихся так
называемой T-петлей – структурой, образован-
ной 3′-концевыми участками оцДНК длиной 30–
500 н. В ряду клеточных делений в силу особенно-
стей репликации некодирующей цепи происхо-
дит постепенное укорочение теломерной ДНК.
По достижении теломерами критической длины
пролиферация прекращается, однако в активно
делящихся эмбриональных клетках длина тело-
мер поддерживается за счет активности теломе-
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разы – РНК-зависимой обратной транскриптазы
TERT. Дифференцировка клеток характеризуется,
помимо прочего, подавлением экспрессии генов
плюрипотентности, в том числе теломеразы, но в
процессе малигнизации клеток и дальнейшего об-
разования стволовых опухолевых клеток ген тело-
меразы реактивируется [87].

Благодаря своему нуклеотидному составу, тер-
минирующая оцДНК теломер формирует гуани-
новые квадруплексы Htel. С помощью КД-спек-
трометрии и ЯМР показано, что теломерные гуа-
ниновые квадруплексы, образованные in vitro,
представляют собой смесь параллельных и анти-
параллельных структур с короткими (>3 н.) пет-
лями [88], а данные иммунопреципитации хро-
матина с антителами D1, полученными методом
фагового дисплея, указывают на параллельную
топологию теломерных G4, формирующихся
in cellulo в клетках SiHa [89]. Методами рентгено-
структурного анализа и молекулярного модели-
рования показали, что в теломере в области пере-
хода 3′-концевого G4 в ДНК-дуплекс второй
(считая от G4) атом тимина в дцДНК выступает
наружу, что делает возможным образование триа-
ды TAT, защищающей область между квадруплек-
сом и дуплексом от связывания низкомолекуляр-
ными лигандами, потенциально способными на-
рушить структуру теломер [90].

Теломерные гуаниновые квадруплексы Htel на
ДНК в целом очень стабильны (Tm = 65°C) [91].
Однако данные ИК-спектроскопии in vitro вы-
явили обратно пропорциональную зависимость
между стабильностью теломерных G4 и их кон-
центрацией: в присутствии переизбытка Htel,
обычно стабильных, степень их разворачивания
изменяется с −19 на 7 мл/моль. Этот эффект мо-
жет быть объяснен тем обстоятельством, что не-
многие развернувшиеся G4 в системе с переиз-
бытком ДНК повышают общую обводненность
системы, приводя к разворачиванию еще боль-
шего числа квадруплексов и так далее. Поскольку
концентрация ДНК в ядре клетки крайне высока,
описанный эффект может играть важную роль в
регуляции теломерных гуаниновых квадруплек-
сов in vivo [92]. Кроме того, G-квадруплексы Htel
могут связываться и разворачиваться RecQ-по-
добной хеликазой StyRecQL [93], РНК-хеликазой
DHX36 [94] и другими белками, обладающими
G4-резольвазной активностью, что необходимо
для репликации теломерной ДНК.

Теломерная последовательность человека дает
начало двум некодирующим РНК-транскриптам –
TERC, длиной 11 н. (5'-CUAACCCUAAC-3'), слу-
жащему матрицей для синтеза теломерной после-
довательности теломеразой [95], и TERRA, со-
держащему 96 UUAGGG-повторов. Изучение
молекулярной динамики и устойчивости TERRA
к РНКазе T1 показало, что ее зрелая структура

включает три уникальных элемента – гуаниновые
квадруплексы, образованные группами повторов
((UUAGGG)4U) и ((UUAGGG)8U), и оцРНК
длиной 25 н. [96]. G4-квадруплексы TERRA могут
связываться РНК-хеликазами [97], а также ком-
плексами белков, содержащих домены RGG
(FMRP) [98] или GAR (TRF2) [99]. Кроме того,
TERRA связывается с теломеразой независимо
от TERC, выступая, таким образом, в качестве
конкурентного ингибитора активности теломе-
разы [100].

Свободные радикалы кислорода могут повре-
ждать азотистые основания, составляющие гуа-
ниновый квадруплекс, в результате чего образу-
ются 8-оксогуанин (8oxoG) и 5,6-дигидрокси-
5,6-дигидротимин (тимингликоль (Tg)) (рис. 4),
которые в норме становятся мишенями для си-
стемы эксцизионной репарации оснований (base
excision repair (BER)) [101, 102]. Поскольку тело-
меры расположены на концах хромосом и содер-
жат одноцепочечные участки ДНК и большое ко-
личество остатков гуанина, они особенно уязви-
мы для свободных радикалов кислорода. Из-за
того, что активность 8-оксогуанингликозилазы
(OGG1) в контексте гуаниновых квадруплексов и
оцДНК крайне низка, BER-репарация на теломе-
рах протекает очень медленно, ввиду чего со вре-
менем в теломерах происходит накопление про-
дуктов окисления азотистых оснований, что па-
губно сказывается на их структуре и функции
[103]. С помощью smFRET-микроскопии Lee и
соавт. детально изучили механизм воздействия
азотистых оснований, поврежденных свободны-
ми радикалами кислорода, на структуру гуанино-
вых квадруплексов теломер человека. Оказалось,
что окисление центральных гуанинов теломерно-
го G-квадруплекса приводит к его разворачива-
нию, а также препятствует формированию G4
de novo. Нарушение структуры G4 делает тело-
мерную ДНК более доступной для взаимодей-
ствия с теломеразой и POT1 [104, 105]. Как след-
ствие, происходит активация теломеразы [106] и
POT1-опосредованная инициация формирова-
ния комплекса шелтеринов, который (как пока-
зано in vivo в культуре Schizosaccharomyces pombe)
препятствует посадке на теломеру ферментов си-
стемы репарации [107]. Как результат, происхо-
дит удлинение теломеры и накопление в ней про-
дуктов окисления свободными радикалами. Кро-
ме того, полноразмерный POT1 связывается
in vitro и in cellulo с хеликазой BLM и, в еще боль-
шей степени, с хеликазой WRN [108], разворачи-
вающими гуаниновые квадруплексы, что приво-
дит к усилению разрушительного эффекта окис-
ления гуанина на гомеостаз теломер.

Образование Tg в петле гуанинового квад-
руплекса поблизости от образующих его G-тетрад
также нарушает структуру G4. Это происходит
из-за того, что в теломерном G-квадруплексе ти-
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мин принимает участие в укладке петель ДНК, а
неплоская конформация Tg нарушает укладку со-
седних оснований. Две дополнительные OH-
группы в положениях C5 и C6 в молекуле Tg не
только создают дополнительное стерическое пре-
пятствие для образования тесных контактов внут-
ри петли, но и повышают гидрофильность основа-
ния и степень обводнения квадруплекса, что вы-
зывает его дестабилизацию. Поскольку Tg в
меньшей степени, чем 8-оксогуанин, дестабили-
зирует G-квадруплекс, то и связывание Tg-моди-
фицированной теломеры белком POT1 менее вы-
ражено, чем в случае 8oxoG-модифицированных
теломер. Противоположная картина наблюдается
в случае теломеразы, по-видимому, из-за того,
что РНК-компонент теломеразы связывается с
ДНК эффективнее, чем с POT1 [104].

Показано, что синтетические последователь-
ности (TTAGGG)5, содержащие 8oxoG, в раство-
ре K+/Na+ образуют гибридные G-квадруплексы
с выпетливанием области поврежденного гуани-
на [105]. Теоретически это должно нивелировать
эффект мутации. Однако поскольку теломеры че-
ловека содержат огромное количество (TTAGGG)-
повторов [109], окисление содержащихся в них
гуанинов и тиминов на глобальном уровне рано
или поздно приводит к дестабилизации гуанино-
вых квадруплексов и вызывает вышеозначенные
эффекты. Кроме того, продукты окисления азо-
тистых оснований больше подвержены дальней-

шему окислению, чем нативные пурины и пири-
мидины, поэтому повышение концентрации 8-
оксогуанина в теломерах приводит со временем к
накоплению в них гидантоина, а постоянная ре-
парация гликозилазами NEIL (которые активно
колокализуются с G-квадруплексами) с течением
времени приводит к истощению теломер и нару-
шению регуляции их функции [105].

Регуляция рекомбинации

В клетках дрожжей Saccharomyces cerevisiae G-
богатая последовательность 5′-GAGGGGAGG-
GGAAGGGGAGGGGAA-3′ хромосомы IV, ас-
социированная с введением двухцепочечных
разрывов в ДНК в процессе мейоза, образует G-
квадруплекс. Согласно данным, полученным с
помощью КД-спектрометрии, атомно-силовой
микроскопии и анализа сдвига электрофоретиче-
ской подвижности, этот и другие G4 узнаются и
связываются с C-концевым доменом компонента
синаптонемного комплекса in vitro и in vivo [110,
111], поэтому предполагается, что формирование
G-квадруплексов необходимо для нормального
формирования синаптонемного комплекса и
успешного кроссинговера в процессе мейоза.

In silico анализ генома человека позволил вы-
явить 32996 “горячих точек” рекомбинации, со-
держащих G4-формирующие последовательно-
сти, что косвенно указывает на участие гуанино-

Рис. 4. Повреждение азотистых оснований в ДНК под воздействием активных форм кислорода. а – Образование 8-ок-
согуанина (8oxoG): гидроксильный радикал атакует связь N7=C8 с образованием интермедиата, который в процессе
дальнейшего окисления может трансформироваться в 8-гидроксогуанин (8-OHGua); способный, в свою очередь, пе-
реходить в 8-оксогуанин. б – Образование тимингликоля (Tg): гидроксильный радикал атакует связь C5=C6, при этом
образуется гидроксигидропироксид тимина, который далее восстанавливается до тимингликоля.
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вых квадруплексов в регуляции мейотической
рекомбинации у высших эукариот [112]. Также
показано, что Blm–/– эмбриональные стволовые
клетки человека и мыши характеризуются боль-
шим количеством спонтанных обменов между
сестринскими хроматидами (SCE) в районе G4-
формирующих последовательностей. Это наблю-
дение подтверждает роль гуаниновых квадруплек-
сов в активации рекомбинации у высших эукариот
[113], поскольку, как сказано выше, хеликаза BLM
обладает G4-резольвазной активностью [114].

Формирование 3D-структуры хроматина

Относительно недавно продемонстрировали
роль гуаниновых квадруплексов в формировании
3D-структуры хроматина. Так, Hou и соавт. [115]
показали, что расположенные на границах топо-
логически ассоциированных доменов (ТАДов)
генома последовательности ДНК, обогащенные
G4-образующими мотивами, перекрываются с
большим количеством сайтов посадки архитек-
турных белков CTCF и SMC3, а образуемые этими
мотивами гуаниновые квадруплексы могут (по-
добно сайтам связывания CTCF) выполнять
функцию инсуляторов, способствуя разделению и
выпетливанию соседних ТАДов, связанных ком-
плексом когезинов. Кроме того, с помощью атласа
ReMap выявлен высокий уровень перекрывания
последовательностей, образующих гуаниновые
квадруплексы, с сайтами связывания регуляторов
хроматина, в частности, гистоновой деметилазы
PHF8 [115]. Это наблюдение свидетельствует о
том, что формирование гуаниновых квадруплек-
сов ассоциировано с локальной декомпактизаци-
ей хроматина. Об этом же свидетельствуют и дру-
гие данные. Так, показано, что in cellulo в геноме
человека гуаниновые квадруплексы, образующие-
ся в области островков CpG (CGI) активного хро-
матина, колокализованы с ДНК-(цитозин-5)-ме-
тилтрансферазой DNMT1 и окружены гипоме-
тилированными участками ДНК [116]. Эти
наблюдения позволили сделать вывод, что образо-
вание гуаниновых квадруплексов в районе CpG-
островков приводит к связыванию и ингибирова-
нию цитозин-5-метилтрансферазы DNMT1 и спо-
собствует потере метильной метки на C5 в регу-
ляторной области генов [116]. G4 на РНК также
принимают участие в регуляции структуры хро-
матина. В частности, теломерная РНК TERRA
взаимодействует с гистоновой деметилазой LSD1,
удаляющей метильные группы с молекул гистонов
H3, моно- и диметилированных по остаткам Lys4 и
Lys9 [117], причем TERRA может выполнять роль
аллостерического регулятора деметилирующей ак-
тивности LSD1 [118]. LSD1 предпочтительно свя-
зывает гуаниновые квадруплексы, образованные
элементом GG(UUAGGG)8UUA РНК TERRA.
Сайт связывания LSD1 с гуаниновыми квад-

руплексами в TERRA отличается от сайта связы-
вания гистона H3, но перекрывается с сайтом
связывания нуклеосомной ДНК, располагаясь
между аминокислотными остатками 227 и 251
SWIRM/аминооксидазного домена белка [96].

Оказалось также, что области образования гу-
аниновых квадруплексов перекрываются с сайта-
ми посадки факторов транскрипции, таких как
E2F4 и регулятор экспрессии инсулина NEUROD1.
Иными слова, многие энхансерные области гено-
ма способны формировать эти вторичные струк-
туры [115]. Более того, в экспериментах in silico и
in cellulo показано, что одноцепочечные петли
соседних квадруплексов, формирующихся на ас-
социированных с энхансерами длинных (500–
1500 п.н.) G4-образующих последовательностях
(Long G4-capable regions – LG4), часто комплемен-
тарны друг другу, благодаря чему LG4 могут форми-
ровать особую третичную структуру – G4K (“G4
Kiss”) [119]. Наличие же G4-образующих после-
довательностей в промоторах предполагает воз-
можность образования гибридных энхансер-про-
моторных гуаниновых квадруплексов, т.е. гуани-
новые квадруплексы потенциально способны
регулировать активность экспрессии генов на
уровне формирования и поддержания контакта
между его регуляторными областями [119, 120].

Таким образом, гуаниновые квадруплексы мо-
гут играть важную роль в регуляции формирова-
ния хроматинового ландшафта на разных его
уровнях, начиная с образования контактов между
энхансерами и промоторами и заканчивая ком-
партментализацией хроматид. В то же время, по-
прежнему малоизученным остается влияние гуа-
ниновых квадруплексов (и других вторичных
структур ДНК) на динамику формирования нукле-
осом и наоборот.

Регуляция транскрипции
Как сказано выше, гуаниновые квадруплексы

обнаружены в промоторных областях протоонко-
генов, где они, как правило, формируются на коди-
рующей цепи после первого раунда транскрипции
и создают препятствие для связывания транскрип-
ционных факторов и продвижения РНК-полиме-
разы II [121]. Наиболее хорошо изучена роль гуа-
ниновых квадруплексов в регуляции транскрип-
ции протоонкогена CMYC, играющего важнейшую
роль в эмбриогенезе, генерировании плюрипо-
тентных стволовых клеток и патогенезе онкологи-
ческих заболеваний. В промоторной области гена
CMYC, в положении –142…–115 п.н. (выше промо-
тора P1) (рис. 5) расположена регуляторная об-
ласть NHEIII1, содержащая на 5′-конце богатую
гуанином последовательность Pu27 (5'-TGGG-
GAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGG-3'). Эта
область чувствительна к ДНКазе I и S1-нуклеазам
и регулирует до 80% активности гена in cellulo



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 5  2021

ГУАНИНОВЫЕ КВАДРУПЛЕКСЫ В МЕТАБОЛИЗМЕ КЛЕТОЧНОГО ЯДРА 783

[122]. Согласно данным ЯМР, эта последователь-
ность может образовывать несколько внутримо-
лекулярных гуаниновых квадруплексов с парал-
лельной топологией и разной длиной петель,
наиболее стабильный из которых – myc-2345
(GGG-T-GGG-GA-GGG-T-GGG) [28, 30]. В со-
стоянии дуплекса NHEIII1 поддерживает актив-
ное состояние CMYC, сворачивание же указанно-
го участка ДНК в гуаниновый квадруплекс при-
водит к подавлению экспрессии гена in cellulo. G4
блокирует связывание с регуляторной областью
CMYC факторов транскрипции, например, Sp1,
инициирующего сборку CMYC-активирующего
комплекса FUSE/FBP/FIR/TFIIH [123]. Струк-
тура G4, расположенного в CMYC-NHEIII1, тер-
модинамически очень стабильна и при физиоло-
гических концентрациях ионов калия их темпе-
ратура плавления может достигать 90°C [124].

Последовательности, гомологичные Pu27 про-
моторной области гена CMYC, найдены также в
регуляторных областях SOX2, CDH4, BRD7 и еще
13 генов [125].

Другой ген, регуляция активности которого во
многом определяется присутствием в его промо-
торной области гуанинового квадруплекса, –
протоонкоген BCL2, неконтролируемое повыше-
ние экспрессии которого приводит к дерегуляции
системы апоптоза и малигнизации клеток [127].
G-богатая область Pu39, расположенная в поло-
жении –58…–19 п.н. (выше промотора P1) регу-
ляторной области гена BCL2, может формировать
15 разных гуаниновых квадруплексов, однако только
три из них обладают достаточно высокой стабиль-
ностью [128]. Стабилизация гуаниновых квад-
руплексов в BCL2-Pu39 лигандами, например PDF,
приводит к подавлению транскрипции гена [129].
Среди других генов, в промоторах которых могут
формироваться гуаниновые квадруплексы, по-
давляющие их транскрипцию, – гены рецептор-
ной тирозинкиназы CKIT [130, 131], эндотели-
ального фактора роста VEGF [132], гомеобоксa
HOXC10 [133], индуцируемого гипоксией факто-
ра HIF1 [134] и других.

Интересно, что формирование гуаниновых
квадруплексов в промоторе гена не всегда при-
водит к снижению уровня его экспрессии. При-
мером этого является OCT4, кодирующий фак-
тор транскрипции, поддерживающий плюрипо-
тентность эмбриональных стволовых клеток и
участвующий в дедифференцировке опухолевых
клеток. С использованием эмбриональных кле-
ток человека (CCTL14) и клеток остеосаркомы
(U2OS) показано, что in cellulo богатая гуанином
последовательность, расположенная вблизи сай-
та начала транскрипции OCT4, образует парал-
лельный G-квадруплекс, необходимый для под-
держания высокого уровня экспрессии гена. Вве-
дение точечной мутации G18A в указанную
область дестабилизирует G4 и приводит к замет-
ному снижению активности гена, которая восста-
навливается до исходного уровня при обработке
клеток N-мезопорфирином IX (NMM) – стаби-
лизирующим лигандом гуаниновых квадруплек-
сов [135]. Гуаниновые квадруплексы в промоторе
положительно влияют на транскрипцию генов
релаксина [136], инсулина [137, 138], а также ти-
розингидроксилазы [139].

Наконец, известно, что на активность тран-
скрипции влияет формирование на ее начальных
этапах межмолекулярных гуаниновых квадруплек-
сов ДНК : РНК. Так, изучение гена NRAS с исполь-
зованием in vitro транскрипции РНК-полимеразой
T7, сайт-специфического мутагенеза и люцифераз-
ного анализа в клетках HEK293, показало, что фор-
мирование таких G4 подавляет транскрипцию ге-
на in vitro и in cellulo [46]. Считается, что квад-
руплексы ДНК : РНК участвуют также в регуляции
терминации транскрипции, поскольку могут фор-
мироваться сразу после прохождения РНК-поли-
меразой II обогащенных гуанином участков, рас-
положенных после сайта полиаденилирования.
Эти 3′-концевые G4, образованные ДНК и РНК,
привлекают хеликазу сенатаксин (SETX), кото-
рая разворачивает R-петли, открывая доступ
5' → 3'-экзонуклеазе Xrn2 к 3'-терминирующему
сайту транскрипции, что приводит к высвобож-
дению синтезированной РНК [140].

Рис. 5. Схема строения гена CMYC. Ген CMYC человека содержит несколько промоторов (P0, P1, P2, P3). Перед про-
мотором P1 (в положении –142…–115) расположен элемент NHEIII1, включающий последовательность Pu27 (в рам-
ке), способную образовывать гуаниновые квадруплексы с параллельной топологией, отличающиеся длиной, нуклео-
тидной последовательностью петель и термодинамическими характеристиками [126].

P0 P1 P2 P3

–142 –115 0
CTG ATG

поли-А1
поли-А2

NHEIII1

5'-TGGGGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGG-3'

Экзон 1 Экзон 2 Экзон 3
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Роль в патогенезе при экспансии
нуклеотидных повторов

В основе патогенеза ряда неврологических за-
болеваний лежит неконтролируемое увеличение
(экспансия) числа идентичных олигонуклео-
тидных повторов в регуляторных областях генов.
К примеру, при боковом амиотрофическом скле-
розе (ALS) и лобно-височной деменции (FTD) на-
блюдается экспансия гексануклеотидного повто-
ра HRE (GGGGCC) в некодирующей области
гена C9ORF72. В норме C9ORF72 содержит не
более 25 HRE; симптомы заболевания начинают
проявляться, когда количество HRE достигает
нескольких сотен [141]. Тандемы повторов
(G4C2)n могут образовывать гуаниновые квад-
руплексы. Топология G-квадруплексов, сформи-
рованных последовательностью (G4C2)n, зависит
от количества повторов (G4C2): G-квадруплексы
d(G4C2)4 в 100% случаев антипараллельны;
d(G4C2)2, d(G4C2)3 и d(G4C2)5 образуют как па-
раллельные, так и антипараллельные G-квад-
руплексы; G4, образованные d(G4C2)n другой дли-
ны, имеют в основном параллельную топологию. С
помощью КД-спектроскопии и ЯМР показано, что
G-квадруплексы d(G4C2)2 с параллельной тополо-
гией представляют собой симметричный тетрамер,
а с антипараллельной – асимметричный димер
[142]. Формирование (G4C2)n-G4 в некодирую-
щей области C9ORF72 приводит к обрыву тран-
скрипции, а на его транскрипте – к некорректной
инициации трансляции. В результате в клетке на-
капливаются укороченные РНК-продукты и ди-
пептиды, оказывающие цитотоксический эф-
фект и усугубляющие патологический процесс.

Гуаниновые квадруплексы, образуемые в об-
ласти экспансии олигонуклеотидов, участвуют в
патогенезе и других заболеваний, таких как бо-
лезнь Альцгеймера [143] и синдром ломкой X-хро-
мосомы [144].

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ГУАНИНОВЫХ 
КВАДРУПЛЕКСОВ С ЯДЕРНЫМИ БЕЛКАМИ

В связи с многообразием функций гуаниновых
квадруплексов, точная регуляция их формирова-
ния необходима для поддержания гомеостаза
клетки. Важную роль в этом процессе играют осо-
бенности белкового состава клетки, зависящего,
например, от стадии клеточного цикла [145].

Ниже рассмотрены ядерные белки, участвую-
щие в регуляции формирования и разрушения гу-
аниновых квадруплексов в ДНК.

Хеликазы нуклеиновых кислот
Выявлено более 20 ДНК- и РНК-хеликаз, об-

ладающих G4-резольвазной активностью in vitro,
in cellulo и in vivo. Среди них упомянутые выше эу-

кариотические ДНК-хеликазы суперсемейства
RecQ (Pif1, BLM, WRN), содержащие железо-
серный кластер (XPD, FANCJ, DDX11, RTEL1),
DEAH-box-содержащие РНК-хеликазы DHX9 и
DHX36 (RHAU) и другие [146].

Хеликазы XPB и XPD, элементы комплекса
TFIIH эукариот, необходимого для инициации
транскрипции РНК-полимеразой II и репарации
ДНК [147], связывают гуаниновые квадруплексы
в промоторных областях активно транскрибируе-
мых генов: С использованием ChIP-seq показано,
что около 40% пиков XPB и XPD соответствуют
нуклеотидным последовательностям, образующим
G-квадруплексы. Биохимический анализ подтвер-
дил взаимодействие XPB и XPD с квадруплексами,
а также способность XPD разворачивать G4 на
ДНК. Предполагается, что гуаниновые квадруплек-
сы связываются XPB, для чего необходима АТPаз-
ная активность белка, после чего к образовавшему-
ся комплексу присоединяется XPD, вызывающая
дестабилизацию и разворачивание G4 [148]. XPB
и XPD связывают преимущественно межмолеку-
лярные гуаниновые квадруплексы на ДНК, кото-
рые могут образовываться в ориджинах реплика-
ции [149].

Хеликаза FANCJ (Fanconi anemia complementa-
tion group J protein) принимает участие в репарации
межцепочечных сшивок ДНК в клетках человека,
а ее мутации ассоциированы с анемией Фанкони,
характеризующейся прогрессирующим наруше-
нием функции костного мозга и предрасположен-
ностью к онкологическим заболеваниям [150].
Хеликаза FANCJ может также связывать и разво-
рачивать G-квадруплексы [151], благодаря чему
играет важную роль в репликации формирующих
их последовательностей [152]. Согласно результа-
там анализа мутаций K141A/K142A хеликазы
FANCJ, за связывание с гуаниновыми квад-
руплексами ответственен ее N-концевой пептид
AKKQ [153]. FANCJ-AKKA связывает также TTA-
петли гуаниновых квадруплексов теломер, содер-
жащих 8-оксогуанин, и укорочение этих петель
до длины в один тимин приводит к снижению аф-
финности FANCJ к теломерным G4 [154]. По-ви-
димому, взаимодействие FANCJ с 8oxoG играет
роль в разворачивании поврежденных гуаниновых
квадруплексов, расположенных на теломерной
ДНК, необходимой для их дальнейшей репарации.
Поскольку, благодаря домену PIP-box, хеликаза
FANCJ может связываться с PCNA и REV-1, в на-
стоящее время изучается вовлеченность указан-
ных белков в процесс FANCJ-опосредованного
разворачивания гуаниновых квадруплексов [154].
В связывании G-квадруплексов FANCJ важную
роль играет железосерный кластер белка: вариан-
ты хеликазы, несущие мутации C283R, C283S и
A349P, и, следовательно, лишенные способности
координировать FeS-кластер, обладают пони-
женным сродством к G4 в реплисоме [155].
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РНК-хеликазы DEAH-box могут разворачи-
вать как G4 на ДНК, так и G4 на РНК в направле-
нии 3′ → 5′. Это касается, в частности, хеликаз
DHX9 и DHX36. In silico показано, что DHX9 и
DHX36 связывают и разворачивают гуаниновые
квадруплексы, формирующиеся в 5′-НТО мРНК
транскрипционных факторов и эпигенетических
регуляторов вблизи старт-кодонов. Разворачива-
ние G4 способствует сборке 80S рибосомы на ка-
нонических кодонах и активации трансляции
основной изоформы белка [156]. DDX36 пре-
имущественно разворачивает G-квадруплексы с
параллельной топологией [157], причем этот
процесс происходит быстрее, если одноцепочеч-
ная последовательность богата аденином (пока-
зано для одномолекулярных G4 на ДНК и тетра-
молекулярных G4 на РНК) [158]. N-концевой
домен DDX36 участвует в связывании данного
белка с гуаниновым квадруплексом, образован-
ным на ДНК [159].

DEAD-box-содержащая РНК-хеликаза DDX5,
играющая важную роль в патогенезе онкологиче-
ских заболеваний (повышение уровня ее экспрес-
сии характерно для большинства видов опухолей
человека [160–162]), также обладает G4-резольваз-
ной активностью в отношении внутримолекуляр-
ных гуаниновых квадруплексов, сформированных
как на РНК, так и на ДНК. Так, показано, что
in cellulo DDX5 узнает и разворачивает G-квад-
руплексы в NHEIII1-области промотора CMYC, а
также G-квадруплексы в мРНК CMYC. Несмотря
на то что DDX5, как и другие хеликазы, обладает
АТРазной активностью, DDX5-опосредованное
разворачивание гуаниновых квадруплексов не
требует гидролиза АТР [163].

Поли(АDP-рибоза)-полимеразы
Поли(ADP-рибоза)-полимеразы (PARP) – се-

мейство ДНК-связывающих белков, содержащих
два мотива типа цинковых пальцев и катализиру-
ющих реакцию переноса ADP-рибозы на белки-
мишени (поли(ADP)рибозилирование). Семей-
ство PARP насчитывает, как минимум, 18 белков,
содержащих консервативный каталитический до-
мен. Основная функция белков PARP (в частно-
сти, PARP1, PARP2 и PARP3) – узнавание и свя-
зывание одноцепочечных разрывов ДНК, что
является первым этапом сборки системы эксци-
зионной репарации. Большинство субстратов
PARP – это белки систем репарации, ферменты
синтеза ДНК, регуляторы хроматина и гистоны;
кроме того, в присутствии разрывов ДНК PARP
подвергаются авто-поли(ADP)рибозилированию
in vitro, in cellulo и in vivo [164].

PARP1 может связывать гуаниновые квад-
руплексы, формируемые теломерной ДНК и по-
следовательностью промотора гена CKIT челове-
ка in vitro [165]. In cellulo показано, что PARP1 свя-

зывает гуаниновые квадруплексы, образующиеся
в процессе транскрипции богатой гуанином по-
следовательности в соотношении две–три моле-
кулы к одному G4. При этом происходит актива-
ция и авто-поли(ADP)рибозилирование PARP1
[37]. В присутствии 100 мМ KCl PARP1 человека
связывает гуаниновые квадруплексы на промото-
ре CMYC in vitro, а также in cellulo. Это связывание
повышает ферментативную активность PARP1
(хотя и в меньшей степени, чем разрывы ДНК) и,
в конечном итоге, приводит к разворачиванию
G4; важнейшую роль в данном процессе играет
первый цинковый палец PARP1, а G4-стабилизи-
рующий лиганд TMPyP4 снижает PARP1-опосре-
дованное связывание и разворачивание G-квад-
руплексов промотора CMYC [166]. В то же время,
стабилизация G-квадруплексов в клетках лиган-
дом RHPS4, вызывающая ингибирование тело-
меразы [167] и остановку репликации теломер
[74], способствует рекрутированию PARP1 (но не
PARP2) в область теломер, где данный белок, ак-
тивируясь, катализирует поли(ADP)рибозилиро-
вание POT1, что приводит к диссоциации ком-
плекса шелтеринов. Для связывания PARP1 с те-
ломерой необходимо присутствие белка TRF2 и
гуаниновых квадруплексов [168]. В промоторе
PARP1 также присутствует богатая гуанином по-
следовательность, образующая внутримолекуляр-
ный (3+1) гибридный гуаниновый квадруплекс
длиной 23 н., благодаря чему данная последова-
тельность может обеспечивать саморегуляцию
PARP1 на уровне экспрессии его гена [169].

PARP3, как и PARP1, способен узнавать и свя-
зывать гуаниновые квадруплексы, образующиеся
в области двухцепочечных разрывов ДНК, при-
чем это взаимодействие приводит к разворачива-
нию G4. Этот процесс важен для инициации ре-
парации ДНК как путем негомологичного соеди-
нения концов, так и с помощью гомологической
рекомбинации, и значимость его подтверждается
тем, что обработка клеток PARP3–/– G4-стабили-
зирующими лигандами PhenDC3 и пиридостати-
ном останавливает репарацию и вызывает гибель
клеток [170].

Нуклеолин

Нуклеолин (NCL) – фосфопротеин, выполня-
ющий в клетке множество функций. Во-первых,
NCL может играть роль шаперона гистонов и ко-
ремоделера хроматина так как, стимулируя дис-
социацию гистонового димера H2A–H2B и де-
стабилизируя тем самым гистоновый октамер,
данный белок способствует смещению нукле-
осом ремоделерами SWI/SNF и ACF [171]. Также
нуклеолин может выступать в роли транскрипци-
онного фактора [172]. Кроме того, сайты связыва-
ния нуклеолина содержатся в пре-рРНК, а также
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в 18S и 28S РНК, что подразумевает участие дан-
ного белка в биогенезе рибосом [173].

Нуклеолин индуцирует формирование G-квад-
руплекса in vitro на одноцепочечной последова-
тельности промотора CMYC; in cellulo нуклеолин с
высокой аффинностью и селективностью связыва-
ет и стабилизирует параллельные гуаниновые квад-
руплексы, формирующиеся в области NHEIII1
промотора CMYC. В свою очередь, стабилизация
гуаниновых квадруплексов в промоторе CMYC
ингибирует транскрипцию его мРНК. Таким об-
разом, нуклеолин, экспрессия которого контро-
лируется фактором CMYC, может действовать в
петле отрицательной обратной связи, подавляя
экспрессию CMYC [174]. Нуклеолин связывает и
стабилизирует гуаниновые квадруплексы, распо-
ложенные в промоторе рецептора андрогена (AR)
[175]. Наконец, нуклеолин связывает эндогенный
элемент HRE, расположенный в некодирующей
области гена C9ORF72, стабилизируя сформиро-
вавшиеся там гуаниновые квадруплексы и ини-
циируя тем самым молекулярные процессы, ко-
торые приводят к развитию нейродегенеративно-
го заболевания ALS/FTD [176].

Узнавание нуклеолином гуанинового квад-
руплекса не зависит от его топологии или особен-
ностей состава G4-образующей последователь-
ности и со стороны квадруплекса определяется
исключительно длиной его петель; NCL человека
предпочтительно связывает G4 с длиной петель
≥3 н. [177].

Нуклеолин в основном локализуется в ядре
клетки, но выявляется также на клеточных мем-
бранах и в цитоплазме [178], где принимает уча-
стие в регуляции G4 на РНК, что играет особую
роль в репликации генома РНК-содержащих ви-
русов, о чем будет рассказано ниже.

Вирус Эпштейна–Барр (EBV) инфицирует
клетки иммунной системы. Ядерный антиген 1
(Ebna1), играющий важную роль в репликации
этого вируса и поддержании его генома, является
сильным антигеном, поэтому для успешного раз-
множения вируса экспрессия гена Ebna1 должна
поддерживаться на низком уровне. В этом процес-
се важную роль играет богатая гуанином последо-
вательность мРНК Ebna1, кодирующая функцио-
нальные глицин-аланиновые повторы (GAr) и об-
разующая G-квадруплекс, снижающий активность
ее трансляции. Стабилизация G4 обеспечивается
нуклеолином клетки хозяина, поэтому in cellulo
эктопическая экспрессия NCL ингибирует синтез
Ebna1. Снижение же экспрессии нуклеолина,
равно как и обработка клеток лигандом гуаниновых
квадруплексов PhenDC3, который препятствует
связыванию нуклеолина с G4 на мРНК Ebna1,
вызывает противоположный эффект [179].

Коровая РНК вируса гепатита C (HCV) обра-
зует гуаниновый квадруплекс, преимущественно

параллельной топологии, в положении между
нуклеотидами 267 и 285, соответствующем обла-
сти, кодирующей домен D1 корового белка [180],
который, обладая положительным зарядом (бла-
годаря большому количеству основных амино-
кислот), связывает вирусную РНК и индуцирует
формирование нуклеокапсида [181]. В клетке хо-
зяина указанный гуаниновый квадруплекс стаби-
лизируется нуклеолином, чья экспрессия повы-
шается в ответ на инфицирование вирусом. Ста-
билизация же G-квадруплекса приводит, в свою
очередь, к ингибированию транскрипции РНК и
репликации генома HCV [182].

Промотор LTR HIV-1 содержит несколько G-
треков, которые могут формировать разные вари-
анты гуаниновых квадруплексов. Нуклеолин клет-
ки хозяина связывает и стабилизирует большинство
(хотя и не все) вариантов этих G-квадруплексов,
что вызывает снижение эффективности экспрессии
генома HIV-1 [183].

Опухолевый супрессор P53

Опухолевый супрессор P53 играет ключевую
роль в регуляции пролиферации клетки. Одним
из основных генов-мишеней P53 является прото-
онкоген CMYC: известно, что связывание P53 с
областью NHEIII1 промотора CMYC приводит к
снижению уровня экспрессии гена [184]. В то же
время, связывание P53 с промотором CMYC нару-
шается в отсутствие C-концевого домена белка, а
также при дестабилизации гуаниновых квадруплек-
сов, в норме формируемых последовательностью
NHEIII1. Таким образом, G4 играют ключевую роль
в P53-опосредованной регуляции экспрессии
CMYC и, вероятно, других протоонкогенов [185].

Эксперименты in vitro показали, что связыва-
ние P53 человека с теломерной последовательно-
стью G3(TTAG3)n, участвующее в защите тело-
мер, также как и в случае промотора CMYC, требует
присутствия в ДНК гуаниновых квадруплексов,
что может косвенно свидетельствовать о стабили-
зирующем эффекте P53 в отношении гуаниновых
квадруплексов. Увеличение длины теломерной
последовательности (и, как следствие, числа гуа-
ниновых квадруплексов в системе), а также вве-
дение G4-стабилизирующего лиганда N-метил-
мезопорфирина IX (NMM) усиливают взаимо-
действие P53 с теломерой. Аффинность P53 к
гуаниновым квадруплексам теломер значитель-
но выше, если в качестве стабилизирующих ка-
тионов выступают ионы K+, а не Na+ [186].

Комплексы Polycomb

Репрессирующие комплексы Polycomb –
PRC2, триметилирующий гистон H3 по остатку
Lys27, и PRC1, моноубиквитинирующий гистон
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H2A по остатку Lys119 в клетках млекопитающих
(и Lys118 в клетках D. melanogaster) – необходимы
для подавления транскрипции и формирования
гетерохроматина, потому они играют важную
роль в эмбриогенезе, клеточной дифференциров-
ке и онкогенезе [187].

Недавно Hanna и соавт. показали, что BMI1, бе-
лок PRC1-подобного комплекса группы Polycomb,
ассоциированный с ранней спорадической фор-
мой болезни Альцгеймера, сконцентрирован в
участках гетерохроматина, обогащенных мнимы-
ми G4-формирующими последовательностями
PHQS, а клетки с пониженной экспрессией BMI1
и релаксированным хроматином характеризуются
накоплением гуаниновых квадруплексов. Таким
образом, сделан вывод, что формирование гетеро-
хроматина, обеспечиваемое прежде всего комплек-
сами Polycomb, препятствует формированию
G-квадруплексов. По-видимому, белки ком-
плексов PRC узнают и связывают PHQS, ассо-
циированные с активными генами, создавая,
тем самым, “центры” гетерохроматинизации и
ингибируя процесс формирования гуаниновых
квадруплексов [188].

Помимо ДНК, комплексы Polycomb млеко-
питающих – прежде всего PRC2 – неспецифиче-
ски связывают различные РНК [189]. In vitro
очищенный PRC2 человека узнает монооснов-
ные одноцепочечные РНК в следующем порядке
убывания сродства к ним: G > C, U  A. In cellulo
SUZ12, субъединица PRC2, преимущественно
связывает РНК-мотивы, состоящие из коротких
повторов последовательно расположенных гуани-
нов, причем формирование этими повторами гуа-
ниновых квадруплексов существенно повышает
сродство SUZ12 к РНК. В то же время, дцРНК не
являются мишенями для PRC2 [42].

Важно отметить, что in vivo G-треки, потенци-
ально способные формировать гуаниновые квад-
руплексы, в большом количестве представлены
на участках генома, содержащих гистон H3, три-
метилированный по остатку Lys27 (H3K27me3),
т.е. присутствуют на генах-мишенях PRC2. мРНК
этих генов также содержат G-треки и способны
образовывать G4, что делает их мишенями для
PRC2. Так, в эмбриональных клетках мыши PRC2
присутствует в промоторных областях большого
количества активных генов. При этом в процес-
се транскрипции синтезируемая мРНК связыва-
ет PRC2, который перераспределяется с промотора
[190] в соответствии со следующей закономерно-
стью в отношении эффективности связывания
комплекса PRC2 с нуклеиновыми кислотами и бел-
ками: РНК  нуклеосомы с длинным ДНК-линке-
ром ≈ ДНК  гистоновые хвосты [191]. Таким об-
разом, РНК-транскрипты генов-мишеней PRC2
конкурируют за комплекс с хроматином, препят-
ствуя триметилированию H3K27 отдельных обла-

@

@

@

стей генома и осуществляя положительную обрат-
ную связь в отношении регуляции уровня экспрес-
сии кодирующих их генов. При этом в процессе
клеточной дифференцировки пул РНК-транскрип-
тов, связывающих Polycomb, постепенно уменьша-
ется вслед за изменением соотношения транскрип-
ционных факторов, активирующих и ингибирую-
щих кодирующие их гены [192].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Многообразие механизмов регуляции экспрес-

сии генов обеспечивает тонкую настройку клеточ-
ных процессов и поддержание гомеостаза, а их де-
тальное изучение необходимо не только для пони-
мания функционирования организма и отдельных
его элементов, но и для разработки новых методов
диагностики и лечения онкологических и других
заболеваний. Один из таких регуляторных меха-
низмов – формирование нуклеиновыми кислота-
ми вторичных структур, к которым, в частности,
относятся гуаниновые квадруплексы (G4).

Благодаря быстрому развитию методической
базы, за последние десятилетия детально описа-
ны строение и термодинамические характеристи-
ки различных G-квадруплексов [193], определена
их роль в регуляции экспрессии генов на разных
ее этапах, выявлены эндогенные клеточные фак-
торы [194] и синтезированы лиганды [195], влия-
ющие на динамику данных структур. Кроме того,
благодаря своей термодинамической и химиче-
ской стабильности, а также низкой иммуноген-
ности, гуаниновые квадруплексы могут быть ис-
пользованы в диагностических целях [10]. Так,
G4-содержащий тромбиновый аптамер TBA мо-
жет использоваться для связывания и визуализа-
ции наномолярных концентраций тромбина. Об-
разованный РНК G4-аптамер Spinach применяется
для детекции 3,5-дифторо-4-гидроксибензилиден
имидазолина (DFHBI) и некоторых других соеди-
нений. G4-аптамер PS2.M при связывании с геми-
ном проявляет каталитические свойства, идентич-
ные свойствам пероксидазы хрена, окисляя в
присутствии пероксида водорода колориметри-
ческие субстраты 3,3′,5,5′-тетраметилбензидин
и 2,2′-азино-бис(3-этилбензотиазолин-6-суль-
фоновую) кислоту, и благодаря этому может ис-
пользоваться для детекции катионов, органиче-
ских молекул, белков и нуклеиновых кислот [11].
Кроме того, на основе лигандов гуаниновых
квадруплексов разрабатываются новые противо-
опухолевые средства; например, кварфлоксин
(CX-3543) прошел фазу I клинических испыта-
ний и показал эффективность в терапии солид-
ных опухолей и лимфом, и фазу II в случае нейро-
эндокринной карциномы [9]. Помимо этого, по-
скольку гуаниновые квадруплексы участвуют в
регуляции жизнедеятельности и размножения
бактерий, простейших и вирусов, связывающие
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их лиганды показали себя как потенциальные
препараты для борьбы с Salmonella enterica [196],
лечения малярии [197], герпеса [198] и других ин-
фекционных заболеваний. Наконец, в 2020 году
предложен метод выявления патогенной кишеч-
ной палочки E. coli K88 в продуктах питания, в ос-
нове которого лежит молекулярная система, од-
ним из основных компонентов которой является
гуаниновый квадруплекс [13].

Стоит также отметить, что благодаря своей
электропроводности гуаниновые квадруплексы и
образуемые ими гуаниновые нанопроволоки пред-
ставляют собой перспективный материал для со-
здания нанопроводов и наноприборов с новыми
характеристиками [12].

Несмотря на обилие данных, касающихся
свойств гуаниновых квадруплексов и применения
G4-содержащих молекул и G4-лигандов в медици-
не, наши знания об этих структурах все еще остают-
ся неполными. Во-первых, по-прежнему малоизу-
ченными остаются межмолекулярные гуаниновые
квадруплексы, хотя биоинформатические исследо-
вания показывают, что именно этот тип G4 наибо-
лее широко представлен в клетках эукариот [46]. В
контексте межмолекулярных G-квадруплексов
особый интерес представляет изучение динамики
их конформационного перехода во внутримоле-
кулярные G4, а также другие канонические и не-
канонические структуры ДНК и РНК. Не менее
интересен вопрос о существовании белков, се-
лективно узнающих и связывающих только меж-
молекулярные или только внутримолекулярные
G-квадруплексы. Наконец, остается открытым
вопрос о возможности существования межмоле-
кулярных гуаниновых квадруплексов РНК:РНК.
Помимо этого, достаточно мало известно о вза-
имной регуляции нуклеосом и G-квадруплексов.
Основная масса исследований гуаниновых квад-
руплексов проводится in vitro и in cellulo или с ис-
пользованием методов in silico, поэтому данные о
специфике их структуры, пространственно-вре-
менных особенностях формирования, динамике
и регуляции in vivo практически отсутствуют.
Причем это касается как межмолекулярных, так и
более хорошо изученных внутримолекулярных
гуаниновых квадруплексов. Прежде всего, это
обусловлено техническими трудностями, такими
как невозможность селективного маркирования и
инициации формирования и разворачивания
единичных гуаниновых квадруплексов в задан-
ном месте генома, поэтому дизайн и синтез ли-
гандов, распознающих не только структуру, но и
последовательность, формирующую G4, абсо-
лютно необходимы для дальнейшего развития
данного направления.

Таким образом, изучение гуаниновых квад-
руплексов по-прежнему остается важной задачей
не только молекулярной биологии, биофизики и

химии, но и медицины, и в перспективе может
внести существенный вклад в решение проблемы
лечения многих заболеваний, а также в развитие
нанотехнологий.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 19-74-
30003).
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GUANINE QUADRUPLEXES IN CELL NUCLEUS METABOLISM
E. V. Marilovtseva1, 2, * and V. M. Studitsky1, 3
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Cell metabolism depends, to a large extent, on correct regulation of gene expression. One of the mechanisms
of such regulation is the formation of nucleic acids secondary structures, among which guanine quadruplexes
(G-quadruplexes, or G4) occupy a special place. G-quadruplexes are dynamic structures whose stability is
determined by their size, ionic composition and the nature of the nucleic acids forming them, and is regulated
by various protein factors. Guanine quadruplexes play an important role in regulation of many processes oc-
curring in DNA and RNA, from maintaining telomere homeostasis to determining the ribosome landing site
on mRNA. Therefore, these structures are considered to be a promising target for antitumor therapy, and
their detailed study is an important task of modern biology. The review is focused on the structure and ther-
modynamic properties of G-quadruplexes together with their interaction with some nuclear proteins.

Keywords: guanine quadruplexes, G4, DNA, RNA, secondary structures of nucleic acids, regulation of gene
expression
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Пространственная организация процесса биосинтеза белка в эукариотической клетке изучается вот уже
более 50 лет, и многие факты успели войти в учебники. Так, согласно классическим представлениям,
мРНК секретируемых и мембранных белков транслируются рибосомами, ассоциированными с мем-
бранами эндоплазматического ретикулума, в то время как растворимые белки цитоплазмы синтезируются
на свободных полисомах. Однако в последние годы появилось много новых данных об избирательной
трансляции мРНК также на митохондриях и пластидах, вблизи пероксисом и эндосом, в различных гра-
нулах и на элементах цитоскелета (актиновой сети, виментиновых промежуточных филаментах, микро-
трубочках и на центросомах); периодически возобновляются споры о возможности синтеза белка в ядре.
Локализованная трансляция может определяться как сигналами адресации в синтезируемом белковом
продукте, так и нуклеотидными последовательностями в самой мРНК, а иногда и тем, и другим. Благодаря
РНК-связывающим белкам многие транскрипты объединяются в специфичные РНК-конденсаты и фор-
мируют РНП-частицы, которые могут транспортироваться по элементам цитоскелета к месту трансляции,
образовывать гранулы и провоцировать фазовые переходы участков цитоплазмы – как в нормальных
условиях, так и при клеточном стрессе. Трансляция некоторых мРНК происходит в специализированных
“трансляционных фабриках”, ассемблисомах, трансперонах и других структурах, необходимых для пра-
вильного сворачивания белков, взаимодействия с функциональными партнерами и формирования оли-
гомерных комплексов. Внутриклеточная локализация мРНК оказывает существенное влияние на эффек-
тивность синтеза белкового продукта и, возможно, определяет характер трансляционного ответа на стрес-
совые воздействия. Компартментализация мРНК и трансляционного аппарата играет большую роль
также при вирусных инфекциях. Многие вирусы провоцируют формирование специальных внутрикле-
точных структур ‒ “вирусных фабрик” ‒ для продукции своих белков. В обзоре рассмотрены сложивши-
еся к настоящему моменту представления об избирательной субклеточной локализации клеточных и ви-
русных мРНК, о молекулярных механизмах локальной трансляции, ее влиянии на адресацию и топогенез
белков и на особенности регуляции биосинтеза белка в разных компартментах эукариотической клетки.
Особое внимание уделено современным методам системной биологии, появление которых дало новый
импульс изучению локализованной трансляции.

Ключевые слова: локализованная трансляция, эндоплазматический ретикулум, митохондрии, ядер-
ная трансляция, трансляционные фабрики, ассемблисомы, вирусные фабрики, стресс-гранулы,
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ВВЕДЕНИЕ
Клетка эукариот имеет сложную ультраструкту-

ру, включающую ядро, мембранные органеллы,

элементы цитоскелета, белковые и нуклеопротеид-
ные гранулы. Все это обеспечивает компартмента-
лизацию и пространственную регуляцию боль-

Сокращения: НТО – нетранслируемая область; ПТ – процессинговое тельце; РНП – рибонуклеопротеид; СГ – стресс-гранула;
ТМД – трансмембранный домен; ЭПР – эндоплазматический ретикулум; MTS (mitochondria targeting sequences) – сигнал адре-
сации в митохондрии; NAC (nascent polypeptide-associated complex) – комплекс, ассоциированный с новосинтезированным пеп-
тидом; PTS (peroxisome targeting sequence) – сигнал адресации в пероксисомы; SP (signal peptide) – сигнальный пептид; SRP (sig-
nal recognition particle) – сигналраспознающая частица; SR (SRP-receptor) ‒ рецептор сигналраспознающей частицы; UPR (un-
folded protein response) – ответ на стресс несвернутых белков.
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шинства внутриклеточных процессов. Биогенез и
функционирование органелл требуют синтеза но-
вых белков, каждому из которых необходимо за-
нять правильную нишу для эффективной работы.
Из-за огромного функционального и структурного
многообразия полипептидов и большой энергоза-
тратности их производства в клетке выработались
диверсифицированные механизмы адресации бел-
ков в места их локализации и функционирования.
Десятилетия исследований раскрыли фундамен-
тальные основы этих процессов. В зависимости от
того, на какой стадии происходит доставка поли-
пептида в нужную органеллу, выделяют два спосо-
ба локализации: посттрансляционный и котранс-
ляционный. Первый путь, безусловно, очень ва-
жен, а иногда даже незаменим, как в случае
ядерных белков ‒ для их импорта из цитоплазмы
в ядро. Однако в данном обзоре мы сосредото-
чимся на втором способе локализации ‒ когда бе-
лок оказывается в нужном месте сразу по оконча-
нии его синтеза.

Классический пример такого пути ‒ синтез сек-
ретируемых и мембранных белков, который в ос-
новном осуществляется на мембране эндоплазма-
тического ретикулума (ЭПР). Долгое время счита-
лось, что это едва ли не единственный пример
локализованной трансляции. Однако данные, по-
лученные в последние годы, раскрывают куда бо-
лее сложную пространственную организацию био-
синтеза белка в эукариотической клетке. Обнару-
жено множество альтернативных механизмов,
включающих избирательную трансляцию мРНК
на поверхности других внутриклеточных структур:
на внешних мембранах митохондрий, пластид и
других мембранных органелл, в специализиро-
ванных гранулах и на элементах цитоскелета. Все
эти процессы изучены гораздо хуже, однако уже
сейчас ясно, что в их основе лежит узнавание спе-
циальных сигналов либо в последовательности
самой мРНК, либо в структуре синтезируемого с
нее продукта. Нередко эти два механизма сочета-
ются. В редких случаях, возможно, определенную
роль играют также особые свойства специализи-
рованных рибосом.

В многочисленных исследованиях выявлена
широкая распространенность таких случаев, когда
мРНК сначала транспортируются к нужному ком-
партменту в виде неактивных рибонуклеопротеид-
ных комплексов (РНП) и только потом наступает
фаза ее активной трансляции, приводящая к син-
тезу белков в строго определенном участке клет-
ки. Этот способ имеет ряд преимуществ перед до-
ставкой зрелого белка, так как при его реализа-
ции снижаются энергетические затраты на
транспортировку и конкуренцию с другими сор-
тирующими механизмами, облегчается сборка
мультикомпонентных систем и организация ло-
кальных регуляторных “хабов”.

Разнообразие и точность механизмов адресации
белков и локализации процесса их синтеза обеспе-
чивается эффективным кооперативным действием
различных клеточных систем, включая цитоскелет,
работу встроенных в мембраны транслокационных
комплексов, а также сети специфичных РНК-бел-
ковых и белок-белковых взаимодействий. Наруше-
ние нормального трафика белков может приво-
дить к их неверной локализации и инактивации,
а в худшем случае – к проявлению токсических
эффектов, образованию агрегатов и другим па-
губным для клетки и организма последствиям,
включая тяжелые патологии.

В обзоре рассмотрены различные стратегии
адресации белков в компартменты эукариотиче-
ской клетки, связанные с локализацией мРНК и
котрансляционными механизмами. Помимо ши-
роко известных классических моделей, обсужда-
ются альтернативные или дополнительные, менее
изученные пути, которые позволяют значительно
расширить наши представления о пространствен-
ной организации процесса биосинтеза белка в
клетке.

ТРАНСЛЯЦИЯ, АССОЦИИРОВАННАЯ
С МЕМБРАНАМИ ЭПР

Идеи разграниченной трансляции у эукариот
были выдвинуты еще в 50-х годах прошлого века,
когда Дж. Паладе (G. Palade), используя методы
электронной микроскопии, обнаружил несколь-
ко популяций клеточных рибосом (тогда еще
“гранул Паладе”) – они были либо связаны с
мембраной ЭПР, либо свободно рассеяны в цито-
плазме [1]. Различную функциональную роль
этих рибосом подтвердили позднее в работах по
изучению механизма синтеза секретируемых и
цитоплазматических белков. Возник вопрос: если
существует деление рибосом по типу производи-
мого ими белка, то каким образом принимается
решение, где будет происходить синтез: на мем-
бране ЭПР или в цитоплазме? В результате после-
дующих исследований обнаружили существова-
ние особой популяции ЭПР-ассоциированных
мРНК [2‒5], большая часть которых кодирует
секретируемые или мембранные белки. Однако
сейчас известно, что на ЭПР могут синтезиро-
ваться и растворимые белки цитозоля [6‒11], а
способов адресации мРНК на мембраны ЭПР мо-
жет быть несколько [12‒14]. Кроме того, недавно
заявлено о существовании целого клеточного
компартмента – TIGER-домена, ассоциирован-
ного с ЭПР и организующего специфические
мРНК-белковые взаимодействия вблизи мембра-
ны [15].
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Продуктзависимые механизмы ЭПР-
локализованной трансляции: классический

SRP-зависимый путь и другие способы

Первой попыткой объяснить локализованный
синтез секретируемых и мембранных белков ста-
ла “сигнальная гипотеза”, предложенная Blobel и
соавт. [16, 17]. Согласно ей, специальная амино-
кислотная последовательность на N-конце расту-
щего белка, сигнальный пептид (SP), несет ин-
формацию, благодаря которой и устанавливается
связь между транслирующей рибосомой и мембра-
ной ЭПР. Позднее, в начале 80-х годов, удалось
идентифицировать растворимый посредник, узна-
ющий SP, – им оказалась РНП-частица, названная
SRP (signal recognition particle – сигналраспознаю-
щая частица) [18]. Также был найден второй ком-
понент этой системы – рецептор SRP на мембране
ЭПР, SR (SRP-receptor – рецептор сигналраспо-
знающей частицы) [19]. В итоге появилась класси-
ческая модель SRP-зависимой мембранной лока-
лизации рибосом, синтезирующих мембранные и
секретируемые белки (рис. 1, I).

Механизм избирательного узнавания SRP-ча-
стицей основан на особом аминокислотном “ко-
де”, составляющем SP и включающем положи-
тельно заряженные N-концевые аминокислоты,
гидрофобную коровую часть (которая играет
главную роль в связывании) и следующие за ней
полярные остатки [20]. Аналогичным образом
узнаются трансмембранные домены (ТМД) мем-
бранных белков [21]. Узнавание и связывание SP
или ТМД происходит котрансляционно ‒ по ме-
ре выхода синтезируемого пептида из рибосом-
ного канала. Возможно, в этом процессе задей-
ствованы и другие белки (см. ниже) [22]. После то-
го как произошло распознавание, один из доменов
SRP блокирует элонгационный цикл, а комплекс
мРНК/рибосома/новосинтезированный пептид/
SRP транспортируется на мембрану ЭПР, где SRP
связывается со своим мембранным рецептором,
SR. Специальный мультисубъединичный белко-
вый комплекс – транслокон (Sec61-комплекс),
образующий канал в мембране ЭПР, участвует в
посадке рибосомы на ЭПР и транслокации пеп-
тида через мембрану [23, 24]. После прикрепле-

Рис. 1. Разнообразие механизмов адресации белков в ЭПР и локализации мРНК на мембране ЭПР. I ‒ Классический
SRP-зависимый путь: SRP-частица, преассоциированная с рибосомой, узнает появляющуюся из рибосомного тонне-
ля сигнальную последовательность (SP) или трансмембранный домен, останавливает элонгационный цикл, после че-
го происходит транспортировка комплекса мРНК/рибосома/новосинтезированный пептид/SRP на мембрану (М)
ЭПР, где SRP связывается со своим мембранным рецептором, SR. Транслокон (Sec-комплекс) участвует в посадке ри-
босомы на ЭПР и транслокации пептида через мембрану в люмен (Л), в этом ему помогают ассоциированные с транс-
локоном белки (TRAP, TRAM, OST и др.). II ‒ Посттрансляционный механизм импорта белков в ЭПР, опосредуемый
шаперонами и другими белками. III ‒ Локализация синтезируемого продукта на мембране ЭПР посредством его вза-
имодействия с резидентным белком ЭПР. IV ‒ Удерживание мРНК на мембране ЭПР в комплексе с полисомой. V ‒
Опосредованная 3'-нетранслируемой областью (3'-НТО) локализация мРНК, не зависящая от трансляции. Показаны
некоторые из известных мРНК-связывающих белков, вовлеченных в различные пути локализации мРНК. VI ‒ Ассо-
циация трансляционного комплекса с ЭПР посредством мембранных рецепторов рибосомы и мРНК-связывающих
белков.

M

Λ

IV

II

SPR

SRSec

RRBP1
IRE1
AEG-2

SHE2
WHI3
KHD1

TRAP
TRAM

LRRC59

OST

SP I

III V VI



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 5  2021

АДРЕСАЦИЯ, ТРАНСПОРТ И ЛОКАЛЬНАЯ ТРАНСЛЯЦИЯ мРНК 799

ния рибосомы к транслокону SRP диссоциирует,
возобновляется элонгация и происходит даль-
нейшая транслокация растущего пептида в лю-
мен или встраивание в мембрану ЭПР [25, 26].

Интересной вариацией классического пути
служит пример необычной мРНК, которая коди-
рует транскрипционный фактор XBP1 животных
(а также его растительные и дрожжевые аналоги
bZIP60 и HAC1 соответственно). Он является
важным элементом стрессового ответа клетки на
накопление в ЭПР несвернутых белков (UPR; un-
folded protein response) [27]. Белок XBP1u, кодиру-
емый несплайсированной формой этой мРНК,
котрансляционно рекрутирует рибосомный ком-
плекс на мембрану ЭПР по SRP-зависимому пути
[28]. Однако окончанию синтеза и высвобожде-
нию XBP1u препятствует его С-концевой участок ‒
он содержит особую последовательность амино-
кислот, вызывающую остановку рибосомы [29,
30]. Комплексы рибосом с пептидом и мРНК
плотно удерживаются на мембране за счет высо-
коконсервативного гидрофобного домена XBP1u,
взаимодействующего с транслоконом, однако
полноценной транслокации при этом не проис-
ходит [28, 31, 32]. Детали этого явления не до кон-
ца понятны и вызывают споры. Так, в некоторых
работах показано высвобождение белка XBP1u и
его активная роль в контроле стрессового ответа
(см. дискуссию в статье [33]), в то время как в дру-
гих ‒ уничтожение XBP1u системой “рибосомного
контроля качества” (RQC), распознающей оста-
новившиеся трансляционные комплексы [34]. В
случае UPR происходит неканонический сплай-
синг мРНК XBP1 специфичной нуклеазой IRE1,
локализованной в мембране ЭПР вблизи транс-
локона и активирующейся при этом виде стресса.
Вырезание 26-нуклеотидного интрона приводит
к сдвигу открытой рамки считывания в мРНК и
продукции с нее активного белка XBP1s, кото-
рый проникает в ядро и активирует экспрессию
генов, направленных на борьбу с последствиями
UPR [27].

Последующие исследования внесли дополне-
ния в классическую модель. Оказалось, что инак-
тивация SRP и/или SR в дрожжах [35], трипано-
сомах [36] и клетках человека [37] не приводила к
фатальным последствиям, при этом часть белков
продолжала встраиваться в мембраны или транс-
лоцироваться в люмен ЭПР, хотя и не так эффек-
тивно, как в норме. Это подтолкнуло к идее суще-
ствования альтернативных, SRP-независимых ме-
ханизмов доставки белков в ЭПР [38‒40]. Большую
роль в этом играют посттрансляционные механиз-
мы (рис. 1, II): классический GET/TRC40-зависи-
мый импорт и недавно открытый путь SND (SRP-
independent targeting) [41], ‒ описание которых
выходит за рамки данного обзора. Однако, поми-
мо них, описаны продуктнезависимые котранс-
ляционные механизмы, основанные на локализа-

ции самих мРНК (они подробно рассмотрены в
следующем разделе). Известны также случаи, ко-
гда локализованная трансляция на ЭПР все-таки
обусловлена свойствами полипептида, но не за-
висит от SP и SRP. Например, мРНК цитозольно-
го белка DIAPH1/Dia1 млекопитающих и птиц,
не имеющего SP, при трансляции локализована
на мембранах перинуклеарного ЭПР, однако это
происходит не благодаря связыванию растущего
белка с транслоконом, а посредством взаимодей-
ствия его N-концевой части с ассоциированным
с мембраной белком семейства Rho GTPаз [42]
(рис. 1, III).

В заключение следует обратить внимание на
одно не совсем очевидное обстоятельство. Длин-
ная мРНК, кодирующая большой мембранный
или секретируемый белок, может транслиро-
ваться одновременно несколькими рибосомами.
В этом случае она непрерывно удерживается
вблизи мембраны благодаря тому, что в каждый
конкретный момент времени находится как ми-
нимум одна рибосома, ассоциированная с
транслоконом (рис. 1, IV), даже если остальные
компоненты полисомы при этом не связаны с мем-
браной [8, 10]. Это довольно важное обстоятель-
ство, поскольку оно рождает идею о существова-
нии некого постоянного пула транскриптов, ассо-
циированных с мембранами. Более того, нельзя
исключать, что и сами рибосомы также могут об-
ладать “мембранной” специализацией. Полисомы
на мембране ЭПР часто имеют кольцевую форму
[43], что подразумевает повторяющиеся циклы
трансляции конкретной мРНК одними и теми же
рибосомами, переходящими со стоп-кодона на
стартовый кодон посредством CLAR (closed-loop
assisted reinitiation) [44]. Таким образом, уже на
этом этапе появляется гипотеза о существовании
специализированного трансляционного аппара-
та, занимающегося синтезом мембранных и сек-
ретируемых белков.

Продуктнезависимая локализация мРНК
и рибосом на мембране ЭПР

Описанные выше механизмы локализованной
трансляции мРНК связаны со структурой или
функцией закодированных в них белковых продук-
тов. Однако во многих случаях в последовательно-
стях полипептидов не обнаруживают ни SP, ни
ТМД, иногда это просто растворимые цитозоль-
ные белки, никак не связанные по своей функции
с ЭПР. И все же кодирующие их мРНК оказыва-
ются среди транскриптов, ассоциированных с
ЭПР [3‒14]. Связывание таких мРНК с мембра-
ной может происходить независимо от их транс-
ляции (рис. 1, V) и обусловлено наличием в их
нуклеотидной последовательности собственных
сигналов локализации (цис-элементов), чаще
всего расположенных в 3'-нетранслируемой обла-
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сти (3'-НТО) [14, 45]. В качестве примера можно
привести мРНК PMP1 дрожжей Saccharomyces
cerevisiae, содержащую в 3'-НТО UG-богатый мо-
тив, который способствует формированию харак-
терной шпилечной структуры и обеспечивает взаи-
модействие с ЭПР [46]. Посредниками таких взаи-
модействий могут быть специальные РНК-
связывающие белки (см. ниже). Дрожжевые мРНК
USE1 и SUC2, кодирующие соответственно заяко-
ренный в мембране ЭПР и секретируемый белки,
также продолжают пребывать на ЭПР при инак-
тивации SRP и блокировании трансляции [12].
Недавно в мРНК, кодирующих секреторные и
мембранные белки (в том числе в вышеупомяну-
той мРНК SUC2), обнаружен особый мотив
SECReTE, способствующий удержанию и повы-
шению стабильности мРНК на мембране ЭПР и
усиливающий секрецию закодированных в них
белков [47]. Многие мРНК, кодирующие ассоци-
ированные с мембраной белки, содержат AU-бо-
гатые повторы (ARE) в 3'-НТО и при посредниче-
стве белка TIS11B формируют на мембране ЭПР
особые TIS-гранулы, объединенные в отдельный
субклеточный компартмент ‒ TIGER-домен (TIS
granule-ER) [15, 48]. По некоторым данным,
мРНК может также связываться с ЭПР неспеци-
фически ‒ за счет взаимодействия поли(А)-хво-
ста с мембранными рецепторами [9, 49].

Рецепторы мРНК на мембране ЭПР – предмет
активных поисков. Так, большая роль в этом во-
просе отводится многофункциональному мем-
бранному белку RRBP1/p180, который участвует
в поддержании целостности сети ЭПР внутри
клетки, взаимодействует с микротрубочками, не-
специфически связывает мРНК на поверхности
ЭПР за счет наличия у него лизинбогатого домена,
регулирует стабильность транскриптов, способ-
ствует сборке и удержанию полисом на мембране
[49‒51]. мРНК-связывающими свойствами обла-
дает также онкобелок MTDH/AEG-1 – он взаимо-
действует с мРНК, кодирующими преимуществен-
но трансмембранные и секретируемые белки [52].
Интересно, что сайты связывания AEG-1 нахо-
дятся в основном в кодирующих частях мРНК,
реже – в 5'-НТО, а в 3'-НТО они практически от-
сутствуют. Недавно способность связывать с высо-
кой аффинностью ЭПР-ассоциированные мРНК,
рибосомы и тРНК выявлена также у IRE1 [53]. В
дрожжах ассоциацию мРНК с мембраной ЭПР,
вероятно, обеспечивает целый ряд немембранных
белков: SHE2, WHI3, KHD1 и другие [54‒56]. Со-
временные высокопроизводительные методы
выявляют среди резидентов ЭПР десятки потен-
циальных РНК-связывающих белков [9, 57‒59],
однако их роль в локализации мРНК требует
тщательной проверки. У многих из них отсут-
ствуют канонические РНК-связывающие доме-
ны, поэтому механизмы их взаимодействия с
РНК малопонятны. Другая сложность заключа-

ется в том, что зачастую эти белки оказываются по-
лифункциональными, что затрудняет их изучение.

В работе, выполненной группой К. Ничитты
(C. Nicchitta) [9], список потенциальных РНК-
связывающих мембранных белков ЭПР расши-
рен до двух десятков представителей. Более того,
как показали авторы, связывание с ЭПР мРНК-
рибосомных комплексов, синтезирующих мем-
бранные и секретируемые белки, опосредовано
разными белками. В другом исследовании [11] эта
же группа проанализировала репертуар транскрип-
тов, связанных с рибосомами, ассоциированными
либо с SEC61B/Sec61β (субъединица транслокона),
либо с LRRC59 (резидентный белок ЭПР). Авторы
выявили как общие для них мРНК-мишени (в
частности, мРНК растворимых белков цитозоля),
так и специфичные: например, транскрипты, ко-
дирующие белки ЭПР, оказались связаны пре-
имущественно с SEC61B, а с мРНК интегральных
белков плазматической мембраны – с LRRC59.
Это подтверждает вышеприведенную гипотезу о
различных механизмах связывания мРНК, коди-
рующих мембранные и секретируемые белки.

Отдельный крайне интригующий вопрос каса-
ется мембранных рецепторов самих рибосом. В
вышеупомянутом исследовании [11] изучены че-
тыре потенциальных рецептора рибосом на мем-
бране ЭПР: LRRC59, RPN1/рибофорин I (субъ-
единица олигосахарилтрансферазного комплекса
ЭПР, OST) и два компонента транслокона,
SEC61B и SEC62. Доказана способность SEC61B,
LRRC59 и, в меньшей степени, рибофорина I
связывать рибосомы в культивируемых клетках
человека. Помимо транслокона и OST, другие бел-
ки ЭПР также могут быть кандидатами на эту роль.
Например, гетеротетрамерный комплекс TRAP и
связанный с транслоцируемой цепью мембран-
ный белок TRAM взаимодействуют с рибосомой
на этапах ее связывания с транслоконом и после-
дующей транслокации полипептида в люмен
(рис. 1, VI) [9, 11, 60–62]. Кроме того, вышеупо-
мянутый мембранный РНК-связывающий белок
RRBP1/p180 был первоначально идентифициро-
ван именно как рецептор рибосомы на мембране
ER [50].

Таким образом, в случае ЭПР реализуется оба
основных способа обеспечить локализованную
трансляцию мРНК: котрансляционное рекрутиро-
вание посредством узнавания продукта и незави-
симая от трансляции локализация мРНК. Скорее
всего, эти два механизма действуют кооперативно.

ТРАНСЛЯЦИЯ, АССОЦИИРОВАННАЯ
С ВНЕШНЕЙ МЕМБРАНОЙ 

МИТОХОНДРИЙ

Менее изучены процессы трансляции на мем-
бранах другой важнейшей органеллы – митохон-
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дрии. Как известно, митохондрия имеет две мем-
браны: внешнюю и внутреннюю. Трансляция мо-
жет происходить в непосредственной близости
или на поверхности обеих ‒ в зависимости от то-
го, где закодирован транскрипт: в ядерном или в
митохондриальном геноме [63]. Митохондрии са-
мостоятельно синтезируют лишь небольшой на-
бор белков (компонентов дыхательной цепи), для
чего используют митохондриальный трансляци-
онный аппарат бактериального типа. Биосинтез и
встраивание во внутреннюю мембрану таких бел-
ков, по всей видимости, происходит котрансляци-
онно. Остальные митохондриальные белки, кото-
рых насчитывается более тысячи, закодированы в
ядерном геноме, производятся цитозольными ри-
босомами и нуждаются в импорте в митохондрии
[64]. Основным механизмом импорта митохон-
дриальных белков принято считать посттрансля-
ционную транслокацию (рис. 2, I), основанную
на узнавании шаперонами специальных мито-
хондриальных адресных пептидов на N-конце –
MTS (mitochondrial targeting sequence) и трансло-
кации через внешнюю и внутреннюю мембраны
при участии митохондриальных поровых ком-
плексов TOM/TIM [65]. Как и в случае ЭПР, рас-
смотрение посттрансляционного транспорта бел-
ков в митохондрию выходит за рамки нашего об-

зора, однако этот материал подробно изложен в
нескольких работах [63‒65].

Котрансляционный импорт белков в митохондрии
Связывание цитоплазматических рибосом и

полисом с внешней мембраной митохондрий бы-
ло обнаружено еще в 70-е годы прошлого века [66,
67]. Чуть позже было показано, что эти полисомы
обогащены транскриптами, кодирующими мито-
хондриальные белки [68], что они способны син-
тезировать эти белки и встраивать их в органеллу
[69]. Существование котрансляционного импор-
та белков в митохондрии ‒ процесса, в котором
трансляция сопряжена с транслокацией синтези-
руемого продукта через мембрану (рис. 2, II), ‒
было доказано в 90-е годы. В эксперименте с дрож-
жами ингибирование посттрансляционного им-
порта не приводило к полной блокировке трансло-
кации белков в митохондрии, в то время как
инактивация цитозольных рибосом незамедли-
тельно блокировала импорт [70]. Со временем
эта концепция стала подкрепляться новыми
экспериментальными данными. В одной из ра-
бот [71] в культивируемых клетках человека экс-
прессировали искусственную конструкцию, ко-
дирующую флуоресцентный белок EGFP с двумя
разными адресными последовательностями: на

Рис. 2. Разнообразие механизмов адресации белков в митохондрии. I – Посттрансляционная адресация, опосредован-
ная шаперонами. II – Котрансляционная адресация комплекса мРНК/рибосома/MTS-cодержащий пептид на поро-
вый комплекс TOM/TIM, опосредованная NAC (nascent polypeptide-associated complex). III – Непосредственное свя-
зывание NAC с белками внешней мембраны митохондрий. IV – Связывание транскриптов с внешней мембраной ми-
тохондрий с помощью мРНК-связывающих белков. V – Путь ER-SURF: DJP1-опосредованное встраивание белков,
синтезированных на мембране ЭПР, в мембрану митохондрии. Подробности в тексте.
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N-конце был сигнал локализации в митохондриях,
на С-конце – в ЭПР. Продукт обнаруживали ис-
ключительно в митохондриях, из чего был сделан
вывод о том, что локализация белка определяется
еще до завершения трансляции. Тем не менее для
большинства белков митохондрий два пути им-
порта, по-видимому, дополняют друг друга, хотя
в некоторых случаях (например, для фермента
фумаразы [72]) котрансляционный путь домини-
рует. Современные методы, включая рибосом-
ный профайлинг, позволили выяснить, что
транслокация около 30% митохондриальных бел-
ков происходит, скорее всего, в сопряжении с
трансляцией [73]. Особенно это характерно для
белков внутренней мембраны митохондрий [73].

Природу связывания рибосом с митохондрия-
ми изучали как биохимическими, так и микро-
скопическими методами. Выявлена важная роль
взаимодействия белков внешней мембраны с
компонентами рибосомы [74]. Позднее с помо-
щью криоэлектронной томографии удалось визу-
ализировать это связывание [75] и выявить реша-
ющую роль взаимодействия адресного пептида с
транслоконом внешней мембраны ТОМ ‒ по
аналогии со взаимодействием SP или ТМД с Sec-
комплексом транслокона ЭПР. Важность компо-
нентов TOM для распознавания MTS при ко-
трансляционном импорте показана и в другой ра-
боте [76]. Также обнаружено, что рибосомы на
мембране митохондрий расположены особым об-
разом ‒ в виде кластеров в специальных областях,
где внешняя и внутренняя мембраны сближены и
образуют участки контактов транслоконов TOM
и TIM [75].

Точный механизм рекрутирования цитозоль-
ных рибосом на внешнюю мембрану митохон-
дрий пока не выяснен, хотя известно, что белко-
вый комплекс NAC (nascent polypeptide-associated
complex) взаимодействует с новосинтезирован-
ным пептидом на рибосоме, выполняя роль свя-
зующего звена в этом процессе [77, 78]. Удаление
NAC у нематод Caenorhabditis elegans вызывает
ошибочную релокализацию рибосом, синтезиру-
ющих митохондриальные белки, на мембрану
ЭПР, что приводит к нарушению протеостаза обе-
их органелл и к сокращению продолжительности
жизни животных [79]. На дрожжах показано и об-
ратное явление: удаление SRP из клеток приво-
дило к ошибочной адресации белков ЭПР в мито-
хондрию [21]. Эти данные позволяют заключить,
что NAC препятствует посадке рибосом на транс-
локон ЭПР. Такой вывод согласуется с ранними
наблюдениями о конкуренции между NAC и SRP
за связывание с растущей цепью синтезируемого
полипептида и/или с самой рибосомой [80, 81]. В
более поздних работах внесены дополнительные
коррективы в эти представления. Согласно ны-
нешней модели, оба комплекса могут находиться
на рибосоме одновременно, при этом присут-

ствие NAC вызывает структурные перестройки в
SRP, которые влияют на активность частицы (см.
обсуждение в работе [82]).

Хотя NAC обычно отводится всего лишь роль
“конкурента” SRP, есть данные и о его активном
участии в адресации синтезирующихся белков в
митохондрии (рис. 2, III). Например, прямое уча-
стие дрожжевого NAC в котрансляционном им-
порте продемонстрировано в системе in vitro [83].
Также на дрожжах показано, что OM14 ‒ белок
внешней мембраны митохондрий ‒ функциони-
рует как рецептор NAC, а нокаут его гена приво-
дит к снижению доли рибосом, ассоциированных
с внешней мембраной митохондрий, и к наруше-
нию импорта белков в органеллу [84]. В качестве
партнера NAC охарактеризован еще один мито-
хондриальный белок ‒ SAM37, компонент дрож-
жевого мембранного комплекса сортировки и
сборки белков (SAM-комплекса), динамически
ассоциированный с транслоконом ТОМ [85].

Совсем недавно картина еще более усложни-
лась из-за появления нового игрока – белка
HEL2/ZNF598, компонента системы RQC [22]. У
дрожжей этот белок, вероятно, осуществляет до-
полнительный контроль узнавания SP частицей
SRP и доставки соответствующих мРНК на
транслокон.

Таким образом, полного понимания механиз-
мов котрансляционного импорта белков в мито-
хондрии, роли NAC и SRP в этом процессе пока
нет ‒ данные довольно ограниченны и по коли-
честву, и по набору модельных организмов, –
однако интерес к этой теме неуклонно растет [64,
86, 87].

Локализация мРНК на мембране митохондрий

С использованием различных методов и в раз-
ных модельных системах достоверно показано,
что множество транскриптов ядерных генов, ко-
дирующих митохондриальные белки, локализо-
вано на внешней мембране митохондрий [4, 5, 73,
88‒92]. Это указывает на большую роль локаль-
ной трансляции в адресации митохондриальных
белков [93]. Как и в случае с ЭПР, за локализацию
мРНК на митохондрии могут отвечать как детер-
минанты в составе самой мРНК, так и сигналы в
синтезируемом полипептиде (рис. 2, IV). Приме-
ром первого способа может служить мРНК OXA1,
которая как у человека, так и у дрожжей содержит
в 3'-НТО функционально консервативный цис-
действующий элемент, необходимый для локали-
зации этой мРНК на митохондрии и правильной
адресации соответствующего белка [94]. Второй
способ, зависимый от трансляции, может быть
опосредован взаимодействием MTS с компонента-
ми транслокона TOM или другими сигналами в ко-
дируемом полипептиде [95, 96]. Для мРНК дрож-
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жевого белка ATM1, АВС-транспортера внутренней
мембраны митохондрий, показан независимый
вклад обоих механизмов [97].

Недавно Poulsen и соавт. [98] проанализирова-
ли общие свойства дрожжевых мРНК, ассоции-
рованных с митохондриями, и пришли к неожи-
данному выводу, что такие транскрипты обычно
имеют черты, препятствующие эффективной
инициации трансляции, и связывают меньше ри-
босом. В результате авторы предложили модель,
согласно которой митохондриальная локализа-
ция мРНК определяется медленной инициацией
и большей подвижностью транскрипта, в то вре-
мя как активно транслируемые мРНК менее по-
движны и реже достигают поверхности митохон-
дрий. Еще одна недавняя находка [99] увязывает
особые трансляционные свойства мРНК, коди-
рующих митохондриальные и мембранные бел-
ки, с участием фактора инициации eIF3 в первых
циклах элонгации полипептида. Недостаток eIF3
приводил к дефекту биогенеза митохондрий в
мышцах мышей из-за сложности при синтезе ми-
тохондриальных белков на стадии включения
первых нескольких десятков аминокислот [99].

Репертуар охарактеризованных РНК-связыва-
ющих белков внешней мембраны митохондрий
пока весьма ограничен, но их роль в локализации
и судьбе транскриптов митохондриальных бел-
ков, в биогенезе и поддержании функций орга-
неллы прослеживается довольно четко [59, 100]. В
пользу этого говорит, например, обнаружение
определенных нуклеотидных мотивов в мРНК,
кодирующих митохондриальные белки дрожжей
[101]. Функцию рецепторов мРНК на внешней
мембране митохондрий дрожжей могут, вероят-
но, выполнять некоторые представители семей-
ства белков Puf (например PUF3), которые спо-
собствуют локализации таких мРНК на мембране
органеллы, регулируют их стабильность и транс-
ляцию [102‒108]. Еще один РНК-связывающий
белок, который может выполнять роль “митохон-
дриального якоря” для некоторых мРНК в клет-
ках человека, ‒ это SYNJ2BP [109]. Нокаут гена
SYNJ2BP показал, что этот белок необходим для
быстрого возобновления трансляции этих мРНК
после стресса.

У дрозофил белки PINK1 и Parkin распознают
и связывают мРНК, кодирующие компоненты
дыхательной цепи, на мембране митохондрий,
обеспечивая их локальную трансляцию и импорт
продуктов. Ассоциированная с митохондриями
киназа PINK1 рекрутирует Е3-убиквитинлигазу
Parkin, которая смещает трансляционные репрес-
соры (в частности Dcp1, POP2, Pum-1, Glorund/
hnRNP-F/H) с локализованных мРНК и способ-
ствует привлечению активаторов трансляции
(eIF4A и eIF4G) [110]. В ооцитах же PINK1 пре-
имущественно локализуется на дефектных мито-

хондриях и путем локального фосфорилирования
Larp обеспечивает их “блокаду”, прекращая син-
тез новых белков [111]. Это приводит к выбраковы-
ванию митохондрий с дефектным геномом из внут-
риклеточной популяции, в результате чего они не
передаются потомкам. Важную роль в локальной
трансляции на внешней мембране митохондрий иг-
рает также регулятор AKAP1/MDI, который при-
влекает мРНК-связывающий белок Larp, стиму-
лирующий трансляцию [111, 112].

мРНК-связывающий цитозольный белок
CLUH, представленный у всех эукариот ‒ от
дрожжей до млекопитающих, ‒ связывается пре-
имущественно с транскриптами, кодирующими
митохондриальные белки, включая компоненты
комплексов окислительного фосфорилирования
и цикла трикарбоновых кислот [113]. При дефи-
ците CLUH наблюдаются серьезные дисфункции
клеточного дыхания и энергетического обмена,
вызванные изменениями стабильности и транс-
ляции ассоциированных с ним мРНК [114]. Гомо-
лог CLUH у дрозофилы (Cluless) обнаружен в ми-
тохондриальной фракции, где он ассоциирован с
мембранными белками (TOM20), а также в ком-
плексе с рибосомами [115, 116]. На основании
этих данных можно построить функциональную
модель, в которой CLUH высших эукариот, по-
добно дрожжевому PUF3, участвует в связывании
и локализации ядерных транскриптов митохон-
дриальных белков на мембране митохондрий, ре-
гулирует их стабильность и трансляцию.

Подводя итог этого раздела, хотелось бы еще
раз обратить внимание на сходство принципов
локализованной трансляции на внешней мембра-
не митохондрий и на мембранах ЭПР. На самом
деле эти органеллы связывают намного более тес-
ные взаимодействия, чем принято считать. Места
близкого контакта между мембранами митохон-
дрий и ЭПР играют ключевую роль в поддержа-
нии гомеостаза липидов и кальция, в инициации
аутофагии, делении митохондрий и других про-
цессах [117, 118]. Существенная доля транскрип-
тов, локализованных на митохондриях и ЭПР,
оказывается ассоциированной и с той, и с другой
органеллой, а значит, трансляция, скорее всего,
идет в области их контактов [5]. Как пример –
мРНК OSM1, которая имеет двойную локализа-
цию. В основе этого явления лежит использова-
ние альтернативных стартов трансляции, дающих
разные сигнальные последовательности в белке
[73]. Явление двойной локализации самих поли-
пептидов также далеко не редкость [119]. В дрож-
жах недавно открыт новый механизм импорта бел-
ков в митохондрии – ER-SURF (ER surface-mediat-
ed protein targeting): митохондриальные белки
изначально встраиваются в ЭПР, но затем перена-
правляются с его поверхности в митохондрии с
помощью ЭПР-локализованного шаперона DJP1
(рис. 2, V) [120].
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ЛАШКЕВИЧ, ДМИТРИЕВ

РОЛЬ ЛОКАЛИЗОВАННОЙ ТРАНСЛЯЦИИ
В ИМПОРТЕ БЕЛКОВ В ПЕРОКСИСОМЫ
И ПРОЧИЕ МЕМБРАННЫЕ ОРГАНЕЛЛЫ

Важную структурную и функциональную связь с
ЭПР и митохондриями имеют пероксисомы – од-
номембранные органеллы, ответственные за окис-
ление жирных кислот, детоксикацию опасных
форм кислорода и азота, а также ряд других важ-
ных функций [121, 122]. Единственный пока из-
вестный путь импорта белков в пероксисомы –
посттрансляционный. В отличие от ЭПР и мито-
хондрий, в эти органеллы полипептиды транс-
портируются в полностью свернутой форме, за-
частую в составе олигомеров [121]. Адресация
опосредована особыми сигнальными последова-
тельностями ‒ PTS (peroxisomal targeting sequences),
которые находятся либо на C-конце (PTS1), либо
на N-конце (PTS2) белков. И все же механизм
импорта, сопряженный с трансляцией, для неко-
торых пероксисомных белков описан [123], одна-
ко синтез происходит не на самой органелле.
Первоначальное встраивание белков в этом слу-
чае происходит в мембрану ЭПР, после чего они
доставляются в пероксисомы направленным ве-
зикулярным транспортом. Такой ЭПР-опосредо-
ванный топогенез пероксисомных белков служит
основой формирования пероксисом de novo и
биогенеза их мембраны [121]. Еще одна особен-
ность некоторых пероксисомных белков, имею-
щая отношение к трансляции, ‒ их двойственная
локализация, при которой одни изоформы ока-
зываются в пероксисомах, а другие остаются в
цитозоле [124]. Зачастую эти изоформы, отлича-
ющиеся наличием PTS1 на С-конце, синтезиру-
ются с одной и той же мРНК благодаря необычно
высокому уровню сквозного прочтения стоп-ко-
дона [125, 126].

Значительная роль в адресации белков в пе-
роксисомы отводится локализации кодирующих
их транскриптов в непосредственной близости от
этих органелл или прямо на их поверхности. Ра-
бот по изучению локализации мРНК на перокси-
сомах пока очень немного, однако это направле-
ние исследований бурно развивается [127]. Так,
Zipor и соавт. [128] проанализировали локализа-
цию 50 дрожжевых мРНК, кодирующих перокси-
сомные белки, и для 12 из них (в том числе мРНК
8 пероксинов и 4 ферментов матрикса) обнару-
жили высокий уровень колокализации с перокси-
сомами: от 50 до 80%. Масштабный анализ тран-
скриптома, ассоциированного с пероксисомами
у мышей [129], выявил обогащение представите-
лями, кодирующими пероксисомные белки, в
том числе пероксины и ферменты матрикса, во-
влеченные в β-окисление жирных кислот и био-
синтез желчных кислот. Кроме того, перокси-
сомная фракция содержала мРНК, кодирующие
митохондриальные и секретируемые белки.

В литературе иногда можно встретить данные
по связи трансляции и с другими мембранными
органеллами, а также по специфичной локализа-
ции мРНК на них. Так, недавно в скрининговом
исследовании обнаружена избирательная лока-
лизация нескольких видов мРНК на эндосомах,
аппарате Гольджи и на внешней стороне ядерной
оболочки [130]. Кроме того, в гифах грибов пока-
зана локализованная трансляция мРНК септина
на эндосомах [131, 132], а в нейронах поздние эн-
досомы, часто ассоциированные с митохондрия-
ми, служат платформой для трансляции многих
мРНК и необходимы для эффективного синтеза
ламина B2 [133].

ТРАНСЛЯЦИЯ В ЯДРЕ?
Пожалуй, наиболее спорный момент в исто-

рии изучения локализации трансляции связан с
обнаружением 80S рибосомных комплексов и да-
же, предположительно, транслирующих рибосом
в клеточном ядре. История этих исследований
представляет собой цепочку работ, в которых ав-
торы пытаются доказать или опровергнуть эти те-
зисы [134‒136]. Впервые о “ядерной трансляции”
заговорили в 50-х годах прошлого века, когда в
работах Allfrey & Mirsky [137, 138] было показано
включение меченых аминокислот в выделенные
ядра тимоцитов теленка. Однако наличие рибо-
сом на внешней ядерной мембране (которая не-
посредственно переходит в мембрану ЭПР) об-
щеизвестно, а степень очистки ядер от цитоплаз-
матической фракции в те времена была явно
недостаточной, чтобы из этих работ можно было
сделать однозначные выводы. Тем не менее в
дальнейшем опыты по включению меченых ами-
нокислот ядрами разных клеток многократно по-
вторяли с использованием различных способов
очистки и продемонстрировали энергозависи-
мость этого процесса, чувствительность к инги-
биторам белкового синтеза, ДНКазе и РНКазе
(подробный разбор этих многочисленных работ
50–70-х годов можно найти в обзоре [139]). Из
очищенных ядер удалось выделить функциональ-
но активные полисомы [140]. Изолированные яд-
рышки также активно включали аминокислоты
[134, 141], что выглядит особенно правдоподобно
с учетом наличия в них созревающих рибосомных
субчастиц.

И все же по мере развития молекулярной био-
логии приходило понимание, что “легитимным”
местом синтеза как цитозольных, так и ядерных
белков может быть исключительно цитоплазма.
Выяснилось, что созревание и ядерный экспорт
большой и малой рибосомных субчастиц проис-
ходит по отдельности, причем финальные стадии
биогенеза и “контроль качества” рибосомы про-
ходят уже вне ядра [142], а до этого момента суб-
частицы связаны со специальными инактивирую-
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щими факторами, препятствующими инициации
трансляции [143]. Однако не может не вызывать
удивления тот факт, что многие трансляционные
факторы, тРНК и сопутствующие ферменты обна-
руживают в ядре (хотя данные на этот счет не-
сколько противоречивы) [144]. Факт отсутствия
80S рибосом в ядре также подвергается сомне-
нию. Так, Al-Jubran и соавт. [145] применили ме-
тод бимолекулярной флуоресцентной компле-
ментации, присоединив разные части флуорес-
центного белка к компонентам малой и большой
субчастиц, и наблюдали свечение в ядре. Совсем
недавно Chouaib и др. [130] показали, что мРНК
небольшого числа конкретных белков локализу-
ются почти исключительно в ядре.

Кроме того, со временем стали появляться фак-
ты, свидетельствующие о наличии разнообразных
“неканонических” трансляционных событий в
клетке, – и их почти сразу начали связывать с ги-
потетической “ядерной трансляцией” [146]. В дан-
ный момент эта тема в основном ассоциируется с
малопонятным пока процессом синтеза гипоте-
тических “дефектных рибосомных продуктов”
(DRiP; defective ribosomal products), или “продук-
тов пионерной трансляции” (PTP; pioneer transla-
tion products), которые считают результатом транс-
ляции несплайсированных пре-мРНК и одним из
источников пептидов для презентации в главном
комплексе гистосовместимости I класса (MHC I)
[147‒149]. Другая ветвь исследований увязывает
“ядерную трансляцию” с некоторыми проявления-
ми нонсенсопосредованной деградации мРНК
(NMD; nonsense-mediated mRNA decay) – важно-
го механизма контроля качества транскриптов,
элиминирующего мРНК с преждевременными
стоп-кодонами [150‒152]. Основным аргументом
в пользу такой связи служит то, что многие фак-
торы NMD имеют ядерную или перинуклеарную
локализацию [153, 154]. Обе эти концепции, в
принципе, уживаются друг с другом, поскольку
продукция PTP может быть связана именно с
“пионерным раундом” трансляции неправильно
сплайсированных транскриптов, из которых не
были удалены интроны. Вопрос заключается толь-
ко в том, действительно ли эти события происхо-
дят в ядре.

Появление этих аргументов спровоцировало
новую волну работ сторонников “ядерной транс-
ляции” с применением современных методов ме-
чения белков в сочетании с электронной и кон-
фокальной микроскопией. Существенный вклад
в формирование обновленной концепции внесли
работы лаборатории П. Кука (P. Cook) [150, 152,
155], в которых использованы разные типы пульс-
мечения синтезируемых полипептидов, позволя-
ющие детектировать места встраивания метки с
помощью микроскопа. Другая группа авторов с
помощью метода, основанного на встраивании в
растущую полипептидную цепь антибиотика пу-

ромицина (с последующей визуализацией про-
дукта с помощью пуромицинспецифичных анти-
тел), также обнаружила интенсивное накопление
метки в ядре [156]. Этот факт долгое время считался
очень серьезным аргументом в пользу “ядерной
трансляции”, однако в двух недавно опубликован-
ных работах [157, 158] метод пуромицилирования
подвергся серьезной критике. Авторы выяснили,
что в тех условиях, которые обычно используют
при проведении реакции, продукты встраивания
пуромицина покидают рибосому и быстро диф-
фундируют от места синтеза, зачастую оказыва-
ясь в том числе и в ядре. Не исключено, что и дру-
гие типы мечения не лишены подобного недостат-
ка. Таким образом, на сегодняшний день едва ли
можно с уверенностью говорить о том, что суще-
ствуют какие-либо неопровержимые аргументы в
пользу существования “ядерной трансляции”.

ЦИТОЗОЛЬНЫЕ РНП-ГРАНУЛЫ
И “ТРАНСЛЯЦИОННЫЕ ФАБРИКИ”

КАК ПЛАТФОРМА ДЛЯ ЛОКАЛИЗАЦИИ
И ТРАНСЛЯЦИИ мРНК

Стресс-гранулы, процессинговые тельца
и другие виды РНП-гранул

Помимо конститутивно присутствующих ор-
ганелл в цитоплазме клетки в различных услови-
ях можно наблюдать временные немембранные
образования, в частности РНП-гранулы ‒ отно-
сительно крупные конденсаты, представляющие
собой многокомпонентные мультифункциональ-
ные комплексы. К наиболее известным и изучен-
ным типам таких комплексов относятся стресс-
гранулы (СГ) и процессинговые тельца (ПТ) [159,
160]. ПТ (рис. 3, I) существуют в клетке как в нор-
мальных, так и в стрессовых условиях и обогащены
факторами, участвующими в деградации РНК. Од-
нако, по современным воззрениям, уничтожение
мРНК не является основным предназначением
ПТ. В отличие от ПТ, СГ (рис. 3, II) преимуще-
ственно формируются при определенных видах
стресса и в них сконцентрированы мРНК в ком-
плексе с малыми рибосомными субчастицами,
факторами инициации и терминации трансля-
ции, а также многочисленными РНК-связываю-
щими белками [159]. Основной функцией как СГ,
так и ПТ сейчас считается регуляция РНК-мета-
болизма: прежде всего избирательная трансляци-
онная репрессия, а также контролируемая дегра-
дация и другие процессы [159, 160]. Принято счи-
тать, что в образовании ПТ, СГ, других крупных
РНП-конденсатов и немембранных органелл
важную роль играет явление разделения фаз жид-
кость–жидкость (LLPS; liquid-liquid phase separa-
tion), связанное со свойствами самих биополиме-
ров: РНК и белков, имеющих неструктурирован-
ные или повторяющиеся участки [161‒164].
Скорее всего, “зачатки” СГ – высокомолекуляр-
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ные РНП (пре-СГ) и РНК-РНК-конденсаты, на-
ходящиеся в динамическом равновесии между раз-
боркой и ростом, – присутствуют в клетке и в нор-
мальных условиях [165, 166]. При наступлении же
стресса они используются как “точки роста” для
образования полноценных СГ за счет LLPS.

СГ и ПТ традиционно считаются трансляци-
онно неактивными компартментами (хотя бы по-
тому, что в составе ПТ не обнаруживают рибосо-
мы, а в СГ – 60S субчастицы). Однако, согласно
некоторым данным, обе структуры иногда могут
также выступать “платформой” для локализован-
ной трансляции мРНК. Например, в ооцитах
дрозофилы мРНК gurken транслируется непо-
средственно на поверхности ПТ [167]. Эта мРНК
синтезируется в трофоцитах и в комплексе с
трансляционными репрессорами транспортиру-
ется в ооциты, где связывается с поверхностью
ПТ и активаторами трансляции. Другая мРНК,
bicoid, на ранних стадиях развития ооцита лока-
лизуется в коровой части ПТ, а по мере его созре-
вания перемещается на их периферию, где проис-
ходит ее трансляция [168]. Локализация факторов
инициации трансляции и полисом на ближней
периферии ПТ обнаружена и в клетках млекопи-
тающих [169]. Возможно, такое соседство важно
для быстрого возобновления трансляции мРНК
сразу после их высвобождения из ПТ. Таким обра-
зом, данная структура, изначально считавшаяся
местом хранения “приговоренных к деградации”

транскриптов, на самом деле может играть роль в
динамической регуляции биосинтеза белка.

Вопрос о трансляционной активности, ассо-
циированной с СГ, также весьма неоднозначен.
Классической считается модель, согласно кото-
рой мРНК в СГ находятся в полностью репресси-
рованном состоянии и возобновление их транс-
ляции происходит только после разборки СГ
[159]. Однако недавно выяснилось, что активно
транслируемые мРНК могут временно взаимо-
действовать с СГ [170]. Новые данные свидетель-
ствуют также о возможности трансляции тран-
скриптов, локализованных непосредственно в СГ
[171], а также в неких своеобразных СГ-подобных
гранулах, находящихся в клеточных протрузиях
(выпячиваниях цитоплазмы) [172, 173]. Эти фак-
ты заставляют задуматься о необходимости пере-
смотра устоявшейся модели.

Помимо ПТ и СГ, в клетках в разных условиях
находят и другие типы РНК-гранул, которые но-
сят ткане- и мРНК-специфичный характер [172,
174‒177]. Например, гранулярные высокомоле-
кулярные РНК-белковые комплексы широко
представлены в нервных клетках [178, 179], где
они служат транспортной формой неактивных
полисом при перемещении мРНК вдоль нейри-
тов [180, 181]. Активная трансляция может проис-
ходить непосредственно в таких гранулах [182].
Некоторые нейрональные гранулы, вероятно,
представляют собой одиночные полисомы, “за-

Рис. 3. Трансляция, ассоциированная с немембранными органеллами клетки. Схематически представлены: процес-
синговые тельца (I); стресс-гранула (II); “трансляционная фабрика” (III); трансперон (IV); ассемблисома (V); рибо-
сомы и нуклеопротеидные комплексы, ассоциированные с элементами цитоскелета (центросомой и микротрубочка-
ми) (VI). Подробности в тексте.
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II

I

III

V

VI
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мороженные” в неактивном состоянии [183] и
способные быстро возобновить элонгацию при
активации синапса [181]. В клетках зародышевой
линии животных широко представлен другой тип
образований – так называемые герминальные
гранулы. В зависимости от организма и типа кле-
ток (половые клетки или их предшественники,
клетки окружающих тканей или клетки зароды-
шевой линии эмбрионов) под этим термином мо-
гут подразумеваться немного разные структуры:
полярные гранулы, P-гранулы, губчатые и хрома-
тоидные тельца, тельца Бальбиани, гранулы в
“митохондриальных облаках” или особый при-
ядерный компартмент nuage [184]. Считается, что
эти гранулы, помимо прочих их функций, служат
хранилищем нетранслируемых родительских тран-
скриптов, которые активируются при мейозе, по-
сле оплодотворения или на определенной стадии
раннего эмбриогенеза [185, 186]. В некоторых слу-
чаях динамика этих гранул тесно связана с не-
обычными пертурбациями, которые претерпевают
во время мейоза митохондрии [184]. Локализация
многих кодирующих и некодирующих РНК –
компонентов этих гранул – имеет сложную дина-
мику [187, 188]. Любопытно, что с гранулами ассо-
циирована также рРНК митохондриальных рибо-
сом, которую обнаруживают в этот момент в ци-
топлазме [189, 190]. Не исключено, что это как-то
связано с ее кодирующим потенциалом [191].
Сложный паттерн и динамика распределения
мРНК обеспечивают, по-видимому, регуляцию
трансляции при созревании половых клеток и на
ранних стадиях эмбриогенеза [185].

“Трансляционные фабрики”, ассемблисомы, 
транспероны и другие трансляционно активные 

мРНК-конденсаты

В последнее время стали появляться сведения
о том, что и активно транслируемые транскрипты
могут образовывать в клетке некие конденсаты,
иногда именуемые “трансляционными фабрика-
ми” (рис. 3, III). Так, у дрожжей мРНК некоторых
ферментов гликолиза в нормальных условиях фор-
мируют трансляционно активные гранулы, кото-
рые в случае стресса служат основой формирова-
ния ПТ [192, 193]. Эта особенность, по-видимому,
характерна и для клеток человека [193]. Авторы ре-
шили назвать этот новый вид гранул “CoFe-грану-
лами” (core fermentation). Та же группа показала
существование у дрожжей еще одного типа транс-
ляционно активных частиц, в которых сосредото-
чены мРНК, кодирующие ряд трансляционных
факторов [194]. Эти гранулы специфически на-
следуются дочерними клетками и, по-видимому,
играют роль в фокусировке трансляционной ак-
тивности в области поляризованного роста. Ко-
локализация нескольких копий мРНК одного ге-
на также показана напрямую в клетках человека:

при визуализации транскриптов, с которых шла
трансляция тяжелой цепи динеина, обнаружена
их колокализация в 3‒7-членных кластерах [195].
Согласно опубликованным недавно результатам
крупномасштабного (более 500 мРНК) скринин-
га, около 6% мРНК человека присуща четкая ло-
кализация в клетке [130]. В большинстве случаев
это гранулярная локализация или концентрация
мРНК в определенных клеточных компартментах
и на органеллах, хотя возможно образование кон-
денсатов и в виде равномерно распределенной се-
ти, как в случае уже упоминавшихся выше TIS-гра-
нул, ассоциированных с мембраной ЭПР [15, 48].

Таким образом, нуклеопротеидные гранулы мо-
гут не только выступать негативными регулятора-
ми трансляции, “маскируя” мРНК с помощью
РНК-связывающих белков, но и служить платфор-
мой для активной трансляции. Механизм образо-
вания таких гранул и принципы рекрутирования в
них мРНК изучены пока недостаточно. Возможно,
конденсаты мРНК могут формироваться отчасти
благодаря взаимодействию самих РНК – в осо-
бенности их длинных неструктурированных
участков [48, 161]. Кроме того, в литературе об-
суждается влияние ядерных событий на колока-
лизацию функционально сходных мРНК. Воз-
можно, соседство генов в ядре и их совместная
транскрипция обеспечивают впоследствии со-
седство мРНК в цитоплазме, опосредованное
ядерно-цитоплазматическими РНК-связываю-
щими белками [196], – такие группы мРНК полу-
чили название “трансперонов” (рис. 3, IV), по
аналогии с оперонами прокариот.

Однако, как минимум в некоторых случаях,
образование цитоплазматических конденсатов
мРНК связано с белок-белковыми взаимодей-
ствиями кодируемых ими продуктов. Котрансля-
ционное связывание синтезируемого белка с его
будущими функциональными партнерами давно
известно для полицистронных мРНК прокариот.
Теперь стало ясно, что этот механизм довольно
распространен и в эукариотическом мире [197].
Взаимодействуют не только продукты, синтези-
руемые соседними рибосомами с одной мРНК
[198], но и – что гораздо важнее – продукты раз-
ных мРНК. Впервые это было показано для не-
скольких гетероолигомерных комплексов дрож-
жей [199‒201], затем подтверждено для мембран-
ных [202], ядерных [203] и цитоплазматических
[204‒206] белковых комплексов в клетках чело-
века. Котрансляционное взаимодействие про-
дуктов не может не влиять на локализацию
мРНК. В случае таких крупных продуктов-оли-
гомеров, как протеасома, котрансляционные
конденсаты мРНК и их продуктов могут даже
формировать особые компартменты, названные
ассемблисомами (рис. 3, V) [204]. Протеасомная
ассемблисома формируется не только благодаря
взаимодействию друг с другом продуктов трансля-
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ции, но и при помощи специального транскрипт-
специфичного механизма сегрегации мРНК, опо-
средованного белком NOT1 ‒ компонентом ком-
плекса Ccr4-Not. Комплекс Ccr4-Not участвует в
формировании и других котрансляционных кон-
денсатов [201, 207].

Интересно, что после начала синтеза двух ком-
понентов протеасомы, RPT1 и RPT2, синтезиру-
ющие их рибосомы останавливаются. Эта оста-
новка происходит в четко детерминированных
местах, позволяя появившимся из рибосомного
тоннеля участкам белков связаться друг с другом.
Трансляция возобновляется только после уста-
новления взаимодействия и переноса мРНК в ас-
семблисому [204]. Как легко заметить, эта картина
сильно напоминает описанный в первых главах
обзора SRP-опосредованный контроль синтеза
секретируемых или мембранных белков. Таким
образом, в регуляции сходных процессов в клетке
задействованы одинаковые механизмы. Более то-
го, сходный принцип “заморозки” мРНК-рибо-
сомных комплексов и их последующей активации
“по сигналу” используется, вероятно, и в других
случаях – например, при транспортировке неак-
тивных мРНК в нейронах, как описано ниже.

ЛОКАЛИЗАЦИЯ ТРАНСЛЯЦИОННЫХ 
ФАКТОРОВ В КЛЕТКЕ

Говоря о локализованной трансляции, о гипо-
тетических “трансляционных фабриках” и тран-
сперонах, нельзя не рассмотреть вопрос о внут-
риклеточной локализации компонентов самого
трансляционного аппарата. Хорошо известно,
что во время стресса 40S субчастицы рибосом,
многие факторы инициации и мРНК-связываю-
щие белки релокализуются в специальные не-
мембранные органеллы ‒ СГ, описанные выше.
Однако некоторые факты указывают на то, что
компоненты трансляционного аппарата могут
быть неслучайно распределены в цитоплазме и в
нормальных условиях. Так, методом фракциони-
рования и иммуноцитохимии обнаружено неслу-
чайное распределение факторов eIF4E и eIF4G в
мышиных фибробластах: помимо диффузного
распределения в цитоплазме, наблюдалось их со-
средоточение в районе ЭПР, аппарата Гольджи,
на лидирующем крае и в клеточных протрузиях
[208, 209]. Эта локализация совпадала с распреде-
лением рибосомных белков и наблюдалась толь-
ко при активном белковом синтезе [209]. Слож-
ная и динамическая локализация выявлена также
для поли(А)-связывающего белка PABP [210].
Наиболее яркий паттерн распределения имеет
дрожжевой фактор eIF2B. При активной транс-
ляции существенная доля его молекул локализо-
вана в специфических гранулах, называемых
“eIF2B-тельцами” [211]; через эти тельца рецир-
кулирует фактор eIF2, производя обмен GDP на

GTP. В нейронах трансляционная машинерия
может быть локально сконцентрирована в синап-
сах или ассоциирована с рецепторами стимулиру-
ющих лигандов, что необходимо для своевремен-
ной локальной активации трансляции опреде-
ленных мРНК [212‒214]. Кроме того, известно,
что многие компоненты трансляционного аппа-
рата (например, eIF3, eIF4G, eEF1A, eEF2, eRF3
и, возможно, сами рибосомы) взаимодействуют с
элементами цитоскелета: микротрубочками, про-
межуточными и актиновыми филаментами, а
также с соответствующими моторами [215, 216], ‒
участвуя в активном транспорте трансляционных
комплексов.

ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЙ ТРАНСПОРТ мРНК
И ИХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ

С ЭЛЕМЕНТАМИ ЦИТОСКЕЛЕТА
Локализация мРНК для ее последующей ком-

партментализованной трансляции не обязатель-
но бывает связана с органеллами или гранулами.
Часто в качестве места локализации выступает
какая-то область клетки: например, ламеллопо-
дии фибробластов и участки фокальных контак-
тов обогащены мРНК β-актина и актинсвязыва-
ющих белков [217‒219], мРНК ASH1 дрожжей ло-
кализована исключительно в почке готовящейся
к делению материнской клетки [220], а тран-
скрипты морфогенов и гомеозисных генов oskar,
nanos, bicoid и gurken после транспортировки из
трофоцитов располагаются на определенных по-
люсах ооцита дрозофилы, что в дальнейшем опре-
деляет дорзо-вентральную и антериор-постериор-
ную полярность эмбриона [221, 222]. Эти модели
можно назвать классическими, они описаны в
учебниках и во множестве обзоров. Другой попу-
лярный объект подобных исследований – это ней-
роны. В этих клетках именно локализация мРНК в
значительной степени определяет протеомы ней-
ритов и сомы [223], а в аксонах нейронов локаль-
ный синтез рибосомных белков необходим для
“ремонта” рибосом на месте, поскольку транспорт
новых рибосом из ядра, находящегося в соме, за-
нимает в этих клетках слишком много времени
[224]. Системный анализ локализации мРНК в
культивируемых клетках человека [130] и эмбрио-
нах дрозофилы [225, 226] показывает, что четко
выраженная субклеточная локализация относит-
ся, скорее, к правилам, а не исключениям.

В большинстве случаев локализация мРНК
определяет локализацию продукта, но иногда она
нужна для неких промежуточных стадий его со-
зревания или функционирования. Например,
GTPаза RAB13 синтезируется с мРНК, локализо-
ванных в клеточных протрузиях, и, хотя сам про-
дукт имеет перинуклеарную локализацию, его син-
тез в протрузиях важен для активации GTPазы, по-
скольку именно там синтезируемый белок RAB13
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взаимодействует со своим фактором GDP/GTP-
обмена ‒ RABIF [205]. В клетках человека лока-
лизация мРНК рибосомных белков на лидирую-
щем крае движущихся клеток, опосредованная
белком LARP6, вероятно, играет важную роль в ре-
гуляции их трансляции и в контроле клеточной ми-
грации [227]. И это несмотря на то, что для реали-
зации своей функции эти белки, скорее всего,
должны сначала попасть в ядрышко. Впрочем, их
участия в локальном “ремонте” рибосом, как в
нейронах [224], также нельзя исключить.

Тем не менее смысл локализации мРНК в
определенных участках клеток не всегда очевиден
[130]. Возможно, пространственное расположе-
ние трансляционных комплексов относительно
других структур клетки может служить фактором,
который задает нужную ориентацию белковых
комплексов более высокого порядка. Недавно та-
кой механизм воссоздан искусственно в клеточ-
ном лизате [228]. Локализовав с помощью маг-
нитных наночастиц в определенном месте мРНК,
кодирующую актинсвязывающий белок, авторы
смогли организовать нужным образом структуру
актиновых филаментов в месте локализации
транскрипта.

Транспортировка мРНК к месту локализации
происходит, как правило, в составе РНП-ком-
плексов, трансляция в которых угнетена специ-
фичными репрессорами (рис. 3, VI). Адрес достав-
ки закодирован в последовательности мРНК – в
цис-действующих элементах локализации, ино-
гда образно называемых “зип-кодами” (zipcodes,
почтовые индексы). Чаще всего эти последова-
тельности располагаются в 3'-НТО мРНК, но
встречаются и в кодирующей части или 5'-НТО;
они могут значительно варьировать как по длине
(от нескольких нуклеотидов до нескольких со-
тен), так и по структуре [220, 229, 230]. С элемента-
ми локализации в мРНК взаимодействуют различ-
ные белковые факторы, образуя РНП-комплексы,
которые транспортируются по элементам цитоске-
лета – как правило, посредством направленного
активного транспорта по микротрубочкам или,
значительно реже, по промежуточным или акти-
новым филаментам с участием молекулярных мо-
торов [218, 231, 232].

Классический пример мРНК-связывающего
белка, обеспечивающего адресацию транскрип-
тов с “зип-кодами”, ‒ ZBP1/IGF2BP1/IMP1. Он
узнает участок в 3'-НТО мРНК β-актина (а также
в целом ряде других транскриптов) и одновре-
менно формирует комплекс с кинезинподобным
моторным белком KIF11 [219, 233, 234]. В состав
этой РНП-частицы входят и другие мРНК-связы-
вающие белки, а также 40S субчастицы рибосом и
ряд компонентов “пионерного раунда трансля-
ции” [235]. Это позволяет предположить, что
транспортировка происходит сразу после экспор-

та из ядра ‒ еще до первого раунда трансляции.
Сходные принципы лежат и в основе механизма
транспортировки вышеупомянутых мРНК из
ооцитов дрозофилы (комплекс РНК-связываю-
щего белка Egalitarian и грузового адаптера дине-
ина Bicaudal либо аналогичных им по функциям
Staufen и кинезина-1), а также мРНК ASH1 дрож-
жей (РНК-связывающий белок SHE2 и миозино-
вый мотор MYO4). С многочисленными работа-
ми по идентификации этих компонентов можно
ознакомиться в обзорах [221, 236]. В транспорт
мРНК в нейронах позвоночных вовлечено, по-
видимому, множество разных мРНК-связываю-
щих белков, в том числе: STAU1 и STAU2 (гомо-
логи Staufen), FMRP, TDP-43 и важный компо-
нент СГ ‒ G3BP1 [236, 237]. В некоторых случаях
известны РНК-связывающие белки, которые
объединяют несколько мРНК конкретных генов
в специфичные транспортировочные агрегаты
[238, 239]. А вот ситуация с моторами в случае ней-
ронального транспорта пока менее понятна, хотя
недавно удалось выявить ключевую роль белка
APC и кинезинового комплекса KIF3A/B/KAP3 в
специфичном транспорте мРНК вдоль аксонов
[173, 240].

Кроме транспортировки в составе индивиду-
ального РНП и “замороженного” трансляцион-
ного комплекса, мРНК могут перемещаться по
элементам цитоскелета и в составе крупных
структур (СГ, ПТ или других гранул), а также на
мембранных органеллах (митохондриях, эндосо-
мах, лизосомах и т.д.). Последний способ, по-ви-
димому, особенно распространен в аксонах и для
его описания все чаще используют образное выра-
жение “путешествие автостопом” (hitchhiking) [133,
236, 237].

В конечной локации мРНК высвобождается
из комплексов с транспортными и репрессорны-
ми белками и оказывается доступной для транс-
ляционного аппарата [241‒243]. Например, в слу-
чае уже упоминавшихся мРНК β-актина человека
и ASH1 дрожжей такое высвобождение регулиру-
ется фосфорилированием компонентов РНП, ко-
торые до этого взаимодействуют с трансляционны-
ми факторами, препятствуя инициации трансля-
ции [234, 244]. Для нейронов также предложены
два оригинальных механизма активации мРНК:
путем разрезания 3'-НТО [245] и путем высвобож-
дения неактивных мРНК-рибосомных комплексов
из специфичных ассоциатов с трансмембранными
рецепторами нейронстимулирующих лигандов
[212, 213]. Впрочем, правило “молчаливой” транс-
портировки выполняется не всегда: например, при
APC-зависимом транспорте в клеточные протрузии
мРНК в процессе доставки могут транслироваться
[246]. Локализация мРНК может быть также и ре-
зультатом пассивной диффузии и “заякорива-
ния” на определенных клеточных структурах
[247]. Гораздо реже ассиметричное распределе-
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ние мРНК в клетке достигается с помощью ло-
кальной защиты от деградации [248]. Интересно,
что на локализацию мРНК в цитоплазме могут
влиять события, происходившие с ней еще в ядре:
тип промотора, с которого был синтезирован тран-
скрипт [242], или вхождение гена в определенный
трансперон [196].

Помимо транспортной магистрали, элементы
цитоскелета могут выступать в качестве мест по-
стоянной дислокации мРНК и некодирующих
транскриптов [130, 249, 250], обеспечивая тем са-
мым локальный синтез транспортных белков и
другие функции [251‒254]. Так, локализованная
трансляция мРНК циклина B на митотическом
веретене в быстро делящихся клетках эмбрионов
амфибий помогает согласовать производство этого
регулятора с циклами клеточного деления [255].
Локализованная трансляция мРНК аксонемаль-
ного динеина в основании цилии (клеточной ан-
тенны) критична для сперматогенеза у дрозофи-
лы [256]. Важным трансляционным “хабом” могут
быть центросомы (рис. 3, VI): они аккумулируют на
себе различные трансляционные компоненты
[257‒260] и специфические РНК [130, 226, 250, 255,
260, 261], хотя смысл и значение такой локализа-
ции пока неясны. Известно только, что во время
клеточного деления некоторые мРНК направля-
ются по микротрубочкам в прицентриольный мат-
рикс, а затем перераспределяются между дочерни-
ми клетками посредством актинового транспорта,
обеспечивая таким образом асимметричную сегре-
гацию транскриптов [261]. Нарушение центросом-
ной локализации всего одной мРНК (cen) приво-
дит к ошибкам в сборке веретена деления и ге-
номной нестабильности на модели эмбриона
дрозофилы [262]. Интересно, что синтез ряда бел-
ков самих центросом также происходит прямо на
этих органеллах и обусловлено это продуктзави-
симой локализацией соответствующих мРНК
[263]. Эта локализация регулируется в клеточном
цикле и консервативна от дрозофилы до человека.

ЧАСТНЫЕ СЛУЧАИ ЛОКАЛИЗАЦИИ
И ТРАНСЛЯЦИИ мРНК ВИРУСОВ

И ТРАНСПОЗОНОВ

мРНК многих вирусов (особенно тех из них, у
которых весь жизненный цикл проходит в цито-
плазме) транслируются в специальных структу-
рах – в составе частиц, гранул или в мембранных
компартментах, которые вирусы формируют в
ходе инфекции и где протекают определенные
стадии их жизненного цикла [264]. Некое подо-
бие таких структур могут образовывать и клеточ-
ные мРНК, транскрибируемые с ДНК-копий не-
которых ретротранспозонов. Хотя подробное
рассмотрение этой темы потребовало бы написа-
ния отдельного обзора, мы коснемся некоторых

ее аспектов, проиллюстрировав их на конкретных
примерах.

Мембрана ЭПР, в частности, служит “полиго-
ном” для трансляции мРНК вирусов семейства
Flaviviridae, включающего вирусы Зика, денге, ге-
патита С и другие [265‒267]. На протяжении боль-
шей части жизненного цикла этих РНК-содержа-
щих вирусов их плюс- и минус-цепи ассоциирова-
ны с мембранами ЭПР и с происходящими из них
специальными мембранными структурами ‒ “ре-
пликативными фабриками”. По мере развития
инфекции происходит реорганизация ЭПР и аппа-
рата Гольджи, а трансляционные свойства мем-
бран изменяются таким образом, что они становят-
ся местом преимущественной трансляции вирус-
ных мРНК, забирающих ресурсы у транскриптов
клетки-хозяина. Благодаря пространственной изо-
ляции все это происходит без значительной актива-
ции интерферонового ответа, UPR и других сиг-
нальных путей, направленных на подавление вирус-
ной инфекции. Сложные мембранные структуры,
необходимые для репликации и происходящие из
ЭПР, аппарата Гольджи, лизосом и реже мито-
хондрий, иногда двухслойные, формируют и дру-
гие животные и растительные (+)РНК-содержа-
щие вирусы: пикорнавирусы, коронавирусы, то-
гавирусы, калицивирусы и т.д. [264]. Так, в
клетках, зараженных коронавирусами, было най-
дено от двух до шести новых типов мембранных
структур, из которых наиболее хорошо охарактери-
зованы “запутанные мембраны” (convoluted mem-
branes) и двумембранные везикулы (double-mem-
brane vesicles) [268, 269]. В транскриптах многих
РНК-содержащих вирусов содержатся множе-
ственные копии мотива SECReTE [270]. Напри-
мер, в геноме циркулирующего сейчас в челове-
ческой популяции коронавируса ‒ SARS-CoV-2,
вызывающего COVID-19, ‒ обнаружено 40 таких
участков, а также сигналы возможной митохон-
дриальной локализации РНК [270, 271]. В случае
же геномной мРНК вируса иммунодефицита че-
ловека, ВИЧ-1, ее локализация на митохондриях
была показана экспериментально [272].

К сожалению, о роли таких структур в трансля-
ции обычно мало что известно. В отдельных случа-
ях (например, при инфекции вирусом Синдбис)
выявлено обогащение этих фокусов одними транс-
ляционными факторами (eIF3, eEF2) и обеднение
другими (eIF2, eIF4G) [273]. Ортореовирусы име-
ют специальный механизм для активного привле-
чения компонентов трансляционного аппарата
на границу и внутрь своих вирусных фабрик [274],
при коронавирусной инфекции также наблюда-
ется обогащение мембранных структур трансля-
ционными компонентами [275]. В случае полио-
вируса локализация мРНК на мембранах может
придавать трансляции дополнительную устойчи-
вость благодаря CReP-опосредованному привле-
чению туда eIF2 [276].
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Многие ДНК-содержащие вирусы характери-
зуются еще более внушительной реорганизацией
мембранных компартментов клетки. Например,
сложный репродуктивный цикл поксвирусов реа-
лизуется в особых околоядерных цитоплазмати-
ческих локусах клетки-хозяина (виросомах, или
тельцах Гварниери), в которых концентрируются
факторы инициации трансляции (eIF4E, eIF4G,
PABP) и другие важные трансляционные компо-
ненты [277]. В то же время для сборки вирионов
используется специальный гелеподобный ком-
партмент (ATI-тельца), содержащий многочис-
ленные копии белка ATI. Интересно, что транс-
ляция мРНК, кодирующей ATI, происходит в этих
тельцах, а не в виросомах [278], а для ее локализа-
ции используется, по-видимому, тот же принцип,
что и в клеточных ассемблисомах: растущие из ри-
босомы ATI-пептиды взаимодействуют с другими
молекулами ATI, локализованными в тельцах,
обеспечивая заякоривание мРНК.

Одновременно с ремоделированием мембран-
ных структур вирусы могут оказывать сильное
влияние и на формирование клеточных РНП-
гранул: СГ и ПТ. Интересно, что одни вирусы
(например, гриппа и везикулярного стоматита,
вирус Зика и пикорнавирусы) активно препят-
ствуют формированию СГ, в то время как другие
(вирус бешенства), наоборот, стимулируют их
образование, используя этот механизм для по-
давления клеточной трансляции или для регуля-
ции собственного цикла репликации [279‒281].
SARS-CoV-2 при заражении клеток индуцирует
разборку ПТ и препятствует сборке СГ, которые
мешают продуктивной инфекции [282, 283]. Вме-
сте с тем этот коронавирус использует LLPS для
создания собственных РНП-конденсатов (см. ра-
боты [284, 285] и ссылки в них). Литература о вза-
имоотношениях вирусов с СГ и ПТ настолько
обширна, что лучший способ детально в этом
разобраться ‒ обратиться к специализирован-
ным обзорам на эту тему [286, 287].

Ретротранспозон Ty1 дрожжей использует еще
более изощренный путь, неразрывно связанный с
ЭПР, для сборки вирусоподобных частиц, в кото-
рых реплицируется его геном [288]. РНК Ty1 по
мере трансляции узнается SRP-частицей клетки-
хозяина и доставляется на мембрану ЭПР, а син-
тезируемый с этой РНК белок оболочки Gag по-
ступает в люмен ЭПР. Тем не менее Gag обнару-
живают в цитоплазме в ассоциации с комплексом
РНК Ty1 и SPR, хотя в отсутствие транслокации в
ЭПР весь синтезируемый Gag быстро деградиру-
ет. Согласно предложенной модели, при трансло-
кации в люмен ЭПР Gag принимает стабильную
конформацию, а затем снова возвращается в цито-
плазму и связывается с комплексом РНК и SRP,
инициируя сборку вирусоподобных частиц [288].

РНК других известных ретротранспозонов
также могут проявлять характерные паттерны ло-
кализации в клетке. Например, уникальная би-
цистронная мРНК автономного ретротранспозо-
на LINE-1 (L1) локализуется в особых нук-
леопротеидных частицах, которые обогащены
белками – продуктами ее трансляции (ORF1p и
ORF2p), необходимыми для транспозиции, а так-
же маркерами СГ [289, 290]. Кроме того, состав
этих частиц меняется в зависимости от жизнен-
ного цикла LINE-1 и от локализации в клетке –
цитоплазматической или ядерной [291]. Интерес-
но, что РНК неавтономных ретротранспозонов,
которые используют ревертазу LINE-1 для транс-
позиции (Alu-повторов и SVA-элементов), нахо-
дят в составе иных структур (см. [292]) – впрочем,
рассмотрение локализации некодирующих РНК,
к которым относятся транскрипты этих элемен-
тов, выходит за рамки данного обзора.

ОСОБЕННОСТИ РЕГУЛЯЦИИ 
ЛОКАЛИЗОВАННОЙ ТРАНСЛЯЦИИ

Большой интерес в области изучения локаль-
ной трансляции вызывает вопрос о том, различа-
ются ли механизмы регуляции биосинтеза белков
в зависимости от места локализации и трансля-
ции кодирующих их мРНК. В частности неясно,
одинаково ли регулируется трансляция свобод-
ными цитоплазматическими рибосомами и рибо-
сомами, ассоциированными с мембранами орга-
нелл, существуют ли какие-то особенности в ра-
боте и циркуляции рибосом, трансляционных
факторов и мРНК внутри и между разными ком-
партментами. Совокупность предполагаемых на
этот счет гипотез довольно обширна и включает
крайние утверждения. Одни авторы доказывают,
что для локализованной трансляции характерен
особый, компартментзависимый способ контро-
ля, который может значительно отличаться от
классических внутриклеточных механизмов регу-
ляции биосинтеза белка. Локализованные на
мембране полисомы отличаются от цитозольных
по динамике и структуре. Так, показано, что эти
полисомы гораздо менее подвижны [10], а число
рибосом в них в среднем больше, чем в составе
свободных полисом [7, 10]. Это наводит на мысль,
что такая раздельная регуляция тех и других впол-
не может иметь место. Однако другие авторы на-
стаивают на отсутствии каких-либо значимых
различий (см. ниже). Истина, вероятно, находит-
ся где-то посередине, но ее поиск осложняется
недостатком экспериментальных данных по этой
тематике, не всегда однозначной их трактовкой, а
также наличием публикаций с противоречащими
друг другу результатами. Ниже мы предлагаем
рассмотреть аргументы обеих сторон.
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Аргументы в пользу гипотезы 
компартментзависимой регуляции трансляции

К ярым сторонникам гипотезы компартментс-
пецифичной трансляции принадлежит К. Ничит-
та (C. Nicchitta). В ряде работ, выполненных его
группой, показано, что мРНК может проходить
весь трансляционный цикл ‒ от инициации до
терминации и рециклинга ‒ на мембране ЭПР
без обмена рибосомами и мРНК с цитозолем
[293‒296]. Происходить это может за счет того,
что рибосомы, ассоциированные с транслоконом
ЭПР или другими рибосомными рецепторами на
ЭПР, после терминации способны оставаться на
мембране и инициировать трансляцию соседних
мРНК, которые также могут быть связаны с мем-
браной за счет разных механизмов, описанных
ранее (рис. 1). Этот принцип справедлив для
мРНК, кодирующих не только секретируемые
или мембранные, но и цитозольные белки [7, 8,
45], высвобождающиеся после синтеза в цито-
плазму и никак не связанные с транслоконом. Та-
ким образом, авторы фактически утверждают,
что процессы трансляции в цитозоле и на мем-
бране ЭПР могут идти независимо друг от друга и
это, в свою очередь, создает возможность их ком-
партментзависимой регуляции.

Факты такого разграниченного контроля Ни-
читта с соавторами раскрывают в своих работах.
Например, они показали, что в случае некоторых
видов стресса (стресс ЭПР и вирусная инфекция)
трансляция в цитозоле подавлялась, в то время
как на мембране ЭПР она оставалась на прежнем
уровне или даже стимулировалась [297, 298]. В
другой работе [299] продемонстрирована избира-
тельная релокализация мРНК мембранных и сек-
ретируемых белков с мембраны ЭПР в цитозоль
во время стресса ЭПР, в то время как находящие-
ся на мембране мРНК цитозольных белков, а так-
же мРНК белков-участников стрессового ответа
локализацию не изменяли. Перераспределение
мРНК происходило в первые полчаса после
стресса, а к концу первого часа транскрипты, по-
кинувшие мембрану ЭПР, возвращались обрат-
но. Такой способ уменьшить скорость поступле-
ния белков в ЭПР путем селективной релокали-
зации мРНК предложен в качестве механизма,
альтернативного или дополнительного к деграда-
ции ассоциированных с мембраной мРНК во вре-
мя ответа на стресс [299]. Авторы этих работ вы-
двигают новую парадигму, в которой мембранам
ЭПР отводится первоочередная роль в локализа-
ции трансляции большинства мРНК (включая те,
которые кодируют цитозольные белки) и в созда-
нии особых условий для регуляции их трансляции
[296]. При стрессе мембраны ЭПР могут служить
платформой для синтеза антистрессовых белков,
даже если сами эти белки имеют цитозольную ло-
кализацию.

Эта идея находит подтверждение и в работах
других научных групп. Так, в исследовании Stau-
dacher и др. [300] показана селективная релокали-
зация ряда мРНК на мембрану ЭПР и стимуля-
ция их трансляции на мембране в условиях гипо-
ксии. В число таких транскриптов вошли мРНК,
кодирующие элементы адаптационного ответа на
гипоксию, ферменты гликолиза и другие мишени
транскрипционного фактора HIF1A. В их 5'- и
3'-НТО обнаружены консервативные мотивы,
необходимые для локализации на ЭПР и способ-
ствующие трансляции ЭПР-ассоциированными
рибосомами.

Специфическая локализация мРНК может
определять также быстрое возобновление их
трансляции по окончании стресса. Например, в
клетках с утраченным “митохондриальным яко-
рем” SYNJ2BP некоторые мРНК, ассоциирован-
ные с внешней мембраной митохондрий, при
возвращении в нормальные условия вовлекаются
в трансляцию гораздо медленнее [109].

При анализе дифференцированных эффектов
стресса на трансляцию в разных компартментах
нельзя не учитывать их разную обогащенность
трансляционными факторами. Так, недавно в ра-
боте группы M. Gromeier [276] показано, что клю-
чевой фактор инициации eIF2 удерживается на
мембранах ЭПР посредством взаимодействия с
белком CReP. По мнению авторов, это обеспечи-
вает селективную устойчивость трансляции неко-
торых транскриптов (например, мРНК полиови-
руса или мРНК резидентного шаперона ЭПР BiP)
к стрессам, вызывающим инактивацию eIF2 или
eIF4F. Кроме того, нельзя забывать, что локали-
зация отдельных компонентов может сильно ме-
няться в зависимости от условий – например,
релокализация целого ряда трансляционных
факторов в СГ может приводить к изменению их
распределения между компартментами во время
стресса.

С исторической точки зрения, идеи простран-
ственно опосредованной регуляции синтеза бел-
ка не новы: подобные вопросы поднимались еще
первооткрывателями локализованной трансля-
ции, включая самого Паладе. Однако в современ-
ной науке эти идеи находят как положительные
отклики, так и критику.

Аргументы против компартментзависимой 
регуляции и противоречивые данные

Тема трансляции мРНК, кодирующих цито-
зольные белки, на мембране ЭПР остается дис-
куссионной, так как в разных работах приводится
различная оценка доли таких транскриптов. По
данным рибосомного профайлинга клеток дрож-
жей и млекопитающих [8], они составляют не бо-
лее 7‒15%, с поправкой на возможные загрязне-
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ния. Однако Reid & Nicchitta [7] считают, что не
менее 20% “цитозольных” (согласно официаль-
ной аннотации) белков синтезируется ЭПР-ассо-
циированными рибосомами. Используя другой
методический подход, основанный на визуализа-
ции трансляции единичных молекул мРНК, Voigt
и соавт. [10] насчитали на мембране ЭПР порядка
7‒8% от общего количества мРНК репортерного
белка с цитоплазматической локализацией. Для
другого репортера, секретируемого, 60% кодиру-
ющей его мРНК оказалось ассоциированной с
ЭПР, из чего можно сделать вывод о динамиче-
ском характере связывания мРНК с ЭПР и воз-
можности ее циркуляции между мембраной и ци-
топлазмой.

В работе Jan и др. [8] модель стабильной ассо-
циации рибосом с ЭПР после терминации транс-
ляции опровергается. Авторы утверждают, что
рибосомы после терминации быстро диссоции-
руют с мембраны, возвращаясь в пул цитозоль-
ных рибосом. Эта работа вызвала спор между дву-
мя группами ученых [301, 302], который ярко оха-
рактеризовал ситуацию, сложившуюся в области
изучения локализованной трансляции, где в силу
недостаточной разработанности темы возможны
совершенно различные интерпретации одних и
тех же результатов. Новые данные, опубликован-
ные группой Nicchitta [11], внесли некоторую яс-
ность в обсуждаемый вопрос, продемонстрировав
возможность развития событий по обоим сцена-
риям: в условиях ингибирования глобальной кле-
точной трансляции рибосомы могут диссоцииро-
вать с мембраны ЭПР как быстро, так и медленно,
а определяется это видом рецептора, с которым
связана рибосома.

Сразу два интересных наблюдения сделано
еще в одной работе [303]. Unsworth и соавт. пока-
зали, что, во-первых, при окислительном стрессе,
индуцированном арсенитом натрия, ЭПР-ассо-
циированные мРНК не уходят в СГ, как это дела-
ют “цитозольные” транскрипты. Во-вторых, в
клетках, подвергнутых окислительному стрессу,
ЭПР-ассоциированные полисомы устойчивы к
обработке пуромицином, в то время как полисо-
мы, синтезирующие цитозольные белки, при до-
бавлении пуромицина распадаются. Авторы уви-
дели здесь аналогию с “тяжелыми” полисомами,
формирующимися во время митоза: они трансля-
ционно менее активны, чем полисомы в актив-
ной фазе роста, и также не чувствительны к пуро-
мицину [304]. При делении клеток это необходи-
мо для защиты мРНК от деградации и быстрого
возобновления трансляции по окончании мито-
за. В подтверждение этой аналогии можно вновь
привести работу Reid & Nicchitta [7], где показа-
но, что трансляция химерного транскрипта, на-
правленного на ЭПР, восстанавливается после
отмены стресса быстрее, чем трансляция “цито-
зольного” репортера.

Структурные и функциональные особенности 
рибосом в зависимости

от вида транслируемых мРНК

В заключение этого раздела рассмотрим свиде-
тельства о различиях в динамике и структуре самих
рибосом, ассоциированных с мембранами орга-
нелл и локализованных в цитоплазме, а также о
функциональной специализации рибосом, транс-
лирующих различные пулы мРНК.

На разных этапах трансляционного цикла с
рибосомой взаимодействуют десятки различных
лигандов и партнеров. В случае двух популяций
рибосом: свободных и ассоциированных с мем-
браной – состав ассоциированных с ними белков
и прочих компонентов трансляционного аппара-
та может различаться. SRP-частица, которая вза-
имодействует с рибосомой на этапах распознава-
ния SP или ТМД и транспортировки комплекса
на мембрану ЭПР, относится к одному из таких
компонентов. Согласно классическим представ-
лениям, SRP распознает SP или ТМД по мере их
появления из рибосомного тоннеля. Однако ко-
личество SRP в клетке крайне невелико, поэтому
возникает вопрос, как обеспечивается эффектив-
ное сканирование всех транслирующих рибосом
на наличие SP или ТМД. Chartron и соавт. [305]
оригинально разрешают этот парадокс: SRP мо-
жет быть ассоциирован с рибосомой, синтезиру-
ющей секретируемый белок, еще до появления
N-концевого SP из рибосомного тоннеля. Со-
гласно этой модели, первичное рекрутирование
SPR на рибосому происходит независимо от сиг-
нала в растущем пептиде, так как она предвари-
тельно связывается со специальными участками в
3'-НТО таких мРНК.

По мере синтеза и появления пептида из рибо-
сомы с ним также может взаимодействовать уже
упоминавшийся выше комплекс NAC. Для дрож-
жей показано [85, 306], что разные формы NAC
(гетеродимеры αβ-NAC и αβ'-NAC) могут быть
вовлечены в биогенез разных наборов белков за
счет связывания различных субстратов. Ком-
плексу αβ'-NAC отводится специфическая роль в
биогенезе митохондриальных белков, поскольку
он преимущественно связан с рибосомами, ак-
тивно синтезирующими именно их.

Эти данные согласуются с гипотезой “рибо-
сомного фильтра” и концепцией “специализиро-
ванных рибосом”, согласно которым рибосомы и
рибосомные комплексы гетерогенны по своему со-
ставу, что может обеспечивать селективную транс-
ляцию различных пулов мРНК [307‒310]. Помимо
классических компонентов, упомянутых выше, ге-
терогенность может касаться и других ассоцииро-
ванных с рибосомами белков. Например, в составе
локализованных на мембране рибосом обнаружен
белок PKM (мышечная пируваткиназа), проявля-
ющий активность неканонического РНК-связыва-
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ющего белка, специфичного для локализованных
на ЭПР транскриптов [311]. Нельзя не упомянуть
также идею “рибосомного кода” [312, 313], соглас-
но которой разные паралоги рибосомных белков
могут по-разному регулировать клеточные про-
цессы – в том числе трансляцию локализованных
мРНК [312]. У дрожжей 59 из 79 рибосомных бел-
ков кодируются паралогичными парами генов, и
хотя их последовательности обычно характеризу-
ются высоким процентом идентичности, удале-
ние разных паралогов может приводить к разли-
чающимся фенотипам. Segev & Gerst [314] сооб-
щали о мРНК-специфичной регуляции синтеза
митохондриальных белков, которая обеспечива-
ется пулом рибосом с разным составом белков-па-
ралогов. Впрочем, некоторые авторы справедливо
указывают на то, что аргументов в пользу концеп-
ции “специализированных рибосом” пока явно
недостаточно [315].

МЕТОДЫ СИСТЕМНОЙ БИОЛОГИИ
В ИЗУЧЕНИИ

ЛОКАЛИЗОВАННОЙ ТРАНСЛЯЦИИ
Многие из ярких открытий в области изучения

локализованной трансляции, сделанных в по-
следние годы и спровоцировавших взрывной
рост интереса к этой теме, были бы невозможны
без появления целого ряда новых эксперимен-
тальных подходов, основанных на методах си-
стемной биологии. Эти подходы позволяют про-
водить анализ локализации сразу большого числа
мРНК и выявлять картину трансляции в целом.
Появление микрочипов, а затем и высокопроиз-
водительного секвенирования позволило опреде-
лять набор мРНК, ассоциированных с теми или
иными органеллами. Сначала это делали путем
фракционирования цитоплазмы. Так был прове-
ден полногеномный анализ транскриптома, ассо-
циированного с мембранами в клетках дрожжей и
человека [2, 3], с митохондриями этих же орга-
низмов [88, 316, 317] и с пероксисомами мышей
[129], а также определен набор транскриптов, ло-
кализованных в псевдоподиях мигрирующих фиб-
робластов [173] и в отростках нейронов [318‒320].
Позже был сделан рибосомный профайлинг (вы-
деление и секвенирование фрагментов мРНК, за-
ключенных в транслирующих рибосомах) мем-
бранной фракции клеток или разных частей ней-
ронов [7, 223].

Следующее поколение методов связано с при-
жизненной модификацией РНК, находящейся в
интересующем компартменте, с последующим ее
выделением и секвенированием. Такую локаль-
ную модификацию (в том числе биотинилирова-
ние или окисление оснований) можно осуще-
ствить прямо в живой клетке, если ввести в нее
ген модифицирующего фермента (например,
APEX или miniSOG), обеспечив белку соответ-

ствующую локализацию [5, 321, 322]. Подвергнуть
локальному биотинилированию можно также
РНК-связывающие белки, что после химической
сшивки позволяет выделить РНК-белковые ком-
плексы и получить таким образом еще больше ин-
формации [4, 323].

Крайне интересен метод проксимальноспеци-
фичного рибосомного профайлинга, разработан-
ный в лаборатории Дж. Вайсмана (J.S. Weissman)
[8, 73]. Он позволяет пометить биотином и выде-
лить только те рибосомы, которые в данный мо-
мент находятся в интересующем компартменте, а
затем секвенировать заключенные в них фраг-
менты мРНК, которые они в этот момент транс-
лировали. Используя такой вариант рибосомного
профайлинга, авторы оценили динамику транс-
ляции мРНК рибосомами, локализованными на
мембранах ЭПР [8] и митохондрий [73].

Своеобразным апогеем “локальной транскрип-
томики” стал недавно разработанный метод секве-
нирования фрагментов РНК in situ, то есть прямо
на фиксированном препарате клеток или тканей
[324‒326]. Так удается получать качественную и
количественную информацию о распределении
транскриптов на срезе или даже в трехмерном фор-
мате, хотя метод ограничен разрешением микро-
скопа.

Принципиально иной подход связан с разви-
тием метода флуоресцентной гибридизации in situ
(FISH). Этот метод даже в классическом своем
варианте позволял собирать информацию по суб-
клеточной локализации сотен и даже тысяч инди-
видуальных транскриптов [225], хотя для этого
требовалось изготовление индивидуальных фик-
сированных препаратов. Современные же вари-
анты FISH, с применением мультиплексирова-
ния, позволяют детектировать сотни и тысячи ин-
дивидуальных транскриптов одновременно и сразу
в большом числе клеток [130, 226, 327‒329]. В сово-
купности с прогрессивными методами флуорес-
центной визуализации единичных молекул репор-
терных мРНК, появившимися в последнее время
[330], это дает возможность оценить неоднород-
ность в характере трансляции индивидуальных
транскриптов. К недостаткам этих методов, по
сравнению с подходами с использованием секве-
нирования, относится “аналоговый” принцип
формирования сигнала, хотя именно технологии
на основе FISH позволяют напрямую визуализи-
ровать расположение транскриптов в клетке.

Применение методов системной биологии
позволило убедиться, что существенная доля
мРНК (в зависимости от организма, вида клеток,
стадии развития, условий и примененного метода –
от нескольких процентов до ~3/4 выявляемых
транскриптов) имеет в клетке четко детермини-
рованную субклеточную локализацию: апикаль-
но-базальную, в протрузиях и местах клеточных
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контактов, связанную с мембранами органелл, с
центросомой, микротрубочками, различными
видами гранул и т.д. [13, 225, 331‒333]. Таким об-
разом, адресная доставка мРНК с ее последую-
щей локализованной трансляцией представляет
исключительно важный механизм формирова-
ния внутриклеточных структур, компартментов
и функционально отличающихся полюсов клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Приведенные выше факты позволяют заклю-
чить, что роль внутриклеточной локализации
мРНК и локальной трансляции в поддержании
целостности протеома и в нормальном функцио-
нировании эукариотической клетки, несомнен-
но, высока. Изучение этих аспектов биосинтеза
белка вызывает большой интерес в современной
науке и активно развивается. Этому способствует
постоянно расширяющийся арсенал разнообраз-
ных методов. Тем не менее нерешенных вопросов
пока остается довольно много. Например, в то
время как процессы котрансляционного рекрути-
рования рибосом на мембрану ЭПР и транслока-
ция пептида в люмен описаны достаточно по-
дробно, аналогичные события на митохондриях,
а тем более в окрестностях других органелл нуж-
даются в более глубоком изучении. Неясен вклад
“трансляционных фабрик” и прочих подобных
РНК-конденсатов в процессы жизнедеятельно-
сти клетки, не изучена их структурная подоплека,
практически отсутствуют данные о том, что про-
исходит с этими элементами клетки под действи-
ем стресса, вирусной инфекции и других воздей-
ствий. Остаются нерешенными вопросы особен-
ностей структуры трансляционных комплексов и
регуляции биосинтеза белка в разных субклеточ-
ных компартментах. Тем не менее постоянно уве-
личивающееся число работ в области локализо-
ванной трансляции позволяет надеяться, что в
ближайшее время многие из этих загадок будут ре-
шены и нас ждет еще много волнующих открытий.
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mRNA TARGETING, TRANSPORT AND LOCAL TRANSLATION
IN EUKARYOTIC CELLS: FROM THE CLASSICAL VIEW

TO A DIVERSITY OF NEW CONCEPTS
K. A. Lashkevich1 and S. E. Dmitriev1, 2, 3, *
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Spatial organization of protein biosynthesis in the eukaryotic cell has been studied for more than fifty years,
thus many facts have already been included in textbooks. According to the classical view, mRNAs encoding
secreted and transmembrane proteins are translated by ribosomes associated with endoplasmic reticulum
membranes, while soluble cytoplasmic proteins are synthesized on free polysomes. However, in the last few
years, new data has emerged, revealing selective translation of mRNA on mitochondria and plastids, in prox-
imity to peroxisomes and endosomes, in various granules and at the cytoskeleton (actin network, vimentin
intermediate filaments, microtubules and centrosomes). There are also long-standing debates about the pos-
sibility of protein synthesis in the nucleus. Localized translation can be determined by targeting signals in the
synthesized protein, nucleotide sequences in the mRNA itself, or both. With RNA-binding proteins, many
transcripts can be assembled into specific RNA condensates and form RNP particles, which may be trans-
ported by molecular motors to the sites of active translation, form granules and provoke liquid-liquid phase
separation in the cytoplasm, both under normal conditions and during cellular stress. The translation of some
mRNAs occurs in specialized “translation factories”, assemblysomes, transperons and other structures nec-
essary for the correct folding of proteins, interaction with functional partners and formation of oligomeric
complexes. Intracellular localization of mRNA has a significant impact on the efficiency of its translation and
presumably determines its response to cell stress. Compartmentalization of mRNAs and the translation ma-
chinery also plays an important role in viral infections. Many viruses provoke the formation of specific intra-
cellular structures, virus factories, for the production of their proteins. Here we review the current concepts
of the molecular mechanisms of transport, selective localization and local translation of cellular and viral
mRNAs, their effects on protein targeting and topogenesis, and on the regulation of protein biosynthesis in
different compartments of the eukaryotic cell. Special attention is paid to new systems biology approaches,
providing new cues to the study of localized translation.

Keywords: localized translation, endoplasmic reticulum, mitochondria, nuclear translation, translation fac-
tories, assemblysomes, viral factories, stress granules, mRNA transport
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ПО ДАННЫМ ВЫСОКОПРОИЗВОДИТЕЛЬНОГО СЕКВЕНИРОВАНИЯ

НА ПРИМЕРЕ ОСТРОГО МИЕЛОИДНОГО ЛЕЙКОЗА У ДЕТЕЙ
И АКРАЛЬНОЙ МЕЛАНОМЫ
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Внутриопухолевая гетерогенность и клональная изменчивость опухоли, приводящие к развитию
устойчивости к терапии, появлению рецидивов и метастазов, представляют собой одну из цен-
тральных проблем клинической онкологии. Высокопроизводительное секвенирование экзома поз-
воляет анализировать субклональную организацию опухоли. Проведен сравнительный анализ дан-
ных секвенирования таргетной панели, клинического экзома и полного экзома в опухолях с различ-
ной мутационной нагрузкой (острый миелоидный лейкоз у детей и акральная меланома). Таргетное
секвенирование образцов, полученных от пациентов с острым миелоидным лейкозом, выявляет бо-
лее одной потенциальной драйверной мутации в генах сигнальных путей KIT, NRAS, KRAS, CBL,
FLT3 у одного пациента, что отражает сложную клональную структуру субстрата опухоли. Анализ
результатов секвенирования экзома позволяет выделить кластеры мутантных аллелей, соответству-
ющих различным популяциям лейкозных клеток в образце. Сравнение мутационного профиля пер-
вичного образца острого миелоидного лейкоза, образца на стадии ремиссии и при рецидиве позво-
ляет проследить динамику изменения клонального состава опухоли. На примере акральной мела-
номы исследована субклональная структура опухоли. С применением средств SciClone и ClonEvol
проведена кластеризация мутантных аллелей, встречающихся в образцах с близкой частотой. На ос-
нове этих данных выполнено предсказание внутриопухолевого клонального состава, предложена
модель клональной эволюции – изменения клонального состава опухоли при метастазировании,
включающие появление новых мутаций, которые могут быть связаны с дальнейшей прогрессией за-
болевания. Примененный подход позволяет выявлять мутации, обусловливающие формирование
новых опухолевых клонов, обладающих пролиферативным преимуществом, в том числе, в условиях
противоопухолевой терапии.

Ключевые слова: высокопроизводительное секвенирование, акральная меланома, острый миелоид-
ный лейкоз, соматические мутации, частота вариантного аллеля
DOI: 10.31857/S0026898421050050

Процесс развития опухоли неразрывно связан
с приобретением и накоплением генетических и
эпигенетических изменений в опухолевой клетке
[1]. Некоторые из этих мутаций обеспечивают клет-
ку пролиферативным преимуществом перед други-
ми опухолевыми клетками (драйверные мутации),
тогда как другие имеют нейтральный эффект (пас-
сажирские мутации) [2]. Опухолевая клетка, обла-
дающая селективным преимуществом, лучше вза-
имодействует с локальным микроокружением и
может размножаться быстрее, чем другие клетки и
генерировать большее количество дочерних кле-
ток. Этот процесс получил название “клональная
экспансия” [3, 4].

Эволюционную историю опухоли можно про-
следить с использованием методов высокопроиз-
водительного секвенирования. Мутации, кото-
рые произошли в клетке-предшественнике опу-
холевых клеток, будут присутствовать во всех ее
потомках (кроме случаев делеции мутантного ал-
леля) и могут служить маркерами клональной по-
пуляции [5]. По мере своего развития опухоль мо-
жет приобретать как дополнительные драйвер-
ные, так и пассажирские мутации и образовывать
субпопуляции клеток, несущих мутации, отсут-
ствующие в других клетках данной опухоли.

Долю клеток, несущих определенную мутацию,
можно определить по частоте вариантного аллеля с
этой мутацией (variant allele frequency, VAF). Ины-
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ми словами, в случае секвенирования генома или
экзома VAF – это доля прочтений, картированных
на данное положение и содержащих такую нуклео-
тидную замену. На величину VAF безусловно вли-
яет то, что опухолевый образец может содержать и
неопухолевые клетки (стромальные и иммунные
клетки, фибробласты), которые не имеют общих
соматических мутаций с клонами опухоли. Также
VAF зависит от количества копий хромосомы или
данного региона хромосомы, поэтому в алгорит-
мах расчета должен учитываться такой параметр,
как копийность участка (CNV, copy number varia-
tion) [6]. Считается, что обилие соматических му-
таций и перестроек, выявляемых уже на момент
постановки диагноза, в значительной степени мо-
жет увеличивать эволюционный потенциал злока-
чественного новообразования, способствовать раз-
витию устойчивости к лечению и обуславливать
плохой исход в случае сóлидных опухолей [7].

Применение методов высокопроизводитель-
ного секвенирования (NGS) позволяет с высокой
чувствительностью оценить клональность в от-
дельных образцах. Точное определение частоты
встречаемости различных вариантных аллелей
(VAF) и статистический анализ могут предсказы-
вать клональный состав опухоли исходя из резуль-
татов кластерного анализа мутаций, по значениям
VAF [8–10]. Прогрессирование злокачественного
фенотипа можно оценить путем сравнения образ-
цов, полученных при первичной диагностике и при
рецидиве в случае заболеваний кроветворной си-
стемы, или первичной опухоли и метастатиче-
ских участков при солидных опухолях [11, 12].

Один из примеров использования этого под-
хода – изучение мутаций при остром миелоидном
лейкозе (ОМЛ) у взрослых, позволившее выявить
высокую гетерогенность популяции лейкозных
клеток одного пациента и пути формирования
клонов, имеющих различные мутационные про-
фили в процессе развития заболевания [13–16]. В
то же время, проявление внутриопухолевой гете-
рогенности при ОМЛ у детей имеет свои особен-
ности [17]. Опухоли у детей обладают гораздо
меньшей мутационной нагрузкой по сравнению с
опухолями у взрослых [18]. Наибольший интерес
для изучения субклональной организации злока-
чественных опухолей кроветворной системы
представляет анализ мутационного профиля при
CBF (core binding factor)–ОМЛ у детей [19, 20].
Для лейкозов этой группы характерны хромосом-
ные перестройки t(8;21) (химерный ген RUNX1–
RUNX1T1) и inv(16)/t(16;16) (химерный ген
CBFB/MYH11), вовлекающие субъединицы фак-
тора транскрипции CBF. Первое событие лейке-
могенеза – слияние генов, кодирующих белок
CBF. При этом предполагается, что для дальней-
шего перехода в ОМЛ требуются вторичные со-
бытия – мутации в генах, вовлеченных в процес-
сы пролиферации и дифференцировки.

Внутриопухолевая гетерогенность считается
одной из основных причин неэффективности
иммунной и таргетной терапии при метастатиче-
ской меланоме [21–23]. Глубокое секвенирова-
ние генома первичной опухоли и метастатиче-
ских очагов различной локализации позволило
выявить клональную структуру образцов мелано-
мы, определить инициирующую роль мутаций
BRAF и NRAS при меланоме, обнаружить генети-
ческие изменения, ответственные за устойчи-
вость к таргетной терапии вемурафенибом [12].
Акральная меланома – один из подтипов мелано-
мы кожи, отличающийся локализацией на участ-
ках, не подверженных инсоляции (ладони, сто-
пы, подногтевое пространство), характеризуется
отличным от других подтипов меланомы кожи
мутационным профилем, в частности, понижен-
ной частотой драйверных мутаций в генах BRAF и
NRAS [24]. Поэтому представляет интерес опре-
деление клональной структуры меланомы этого
подтипа с целью изучения вероятных механизмов
опухолевой прогрессии.

В настоящей работе с использованием различ-
ных алгоритмов исследована внутриопухолевая
гетерогенность и субклональная организация
опухоли при ОМЛ у детей и при акральной мела-
номе у взрослых. Полученные данные позволяют
проследить клональную эволюцию опухоли, вы-
явить значимые мутационные события и генети-
ческие маркеры, отвечающие за прогрессию за-
болевания.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Пациенты. В исследование включены парные

архивные образцы костного мозга 11 пациентов с
ОМЛ (первичный образец–ремиссия или пер-
вичный образец–ремиссия–рецидив) и серия об-
разцов норма–опухоль–метастаз, полученных от
пациента с акральной меланомой [25]. Образцы
хранили при –80°С до момента использования.
Описание образцов, полученных от пациентов с
ОМЛ, и клинические характеристики представ-
лены в табл. 1.

Все пациенты получали химиотерапию по
протоколам лечения ОМЛ AML-BFM-93/98 или
ОМЛ-ММ-2000, включающую следующие этапы:
индукция (7–10 дней), консолидация (до 50–
60 дней) и поддерживающая терапия (до 2 лет с
начала заболевания). Таким образом, образцы в
ремиссии были отобраны на этапе поддерживаю-
щей терапии у всех пациентов, кроме пациента 6,
который закончил лечение. В первичных образ-
цах костного мозга при диагностическом обсле-
довании выявляли от 50 до 80% бластных клеток,
в образцах ремиссии – 0% бластов. Транслокации
t(8;21) и inv(16) в образцах костного мозга опреде-
ляли с использованием набора ЛК-БИОЧИП
(“БИОЧИП-ИМБ”, Россия), как описано ранее
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[26]. Метод ПЦР в реальном времени использова-
ли для определения минимальной остаточной бо-
лезни в период ремиссии [27].

Использовали также результаты исследова-
ния образца меланомы, полученного от мужчи-
ны 77 лет. Первичная опухоль представляла со-
бой меланому кожи правой пяточной области
(акральная меланома) толщиной 12 мм, стадия
IIIb, уровень инвазии по Кларку 4. Проведено хи-
рургическое удаление опухоли и прилегающей
области кожи и клетчатки. В двух из трех лимфо-
узлов клетчатки обнаружены метастазы. Гистоло-
гически опухоль представляла собой изъязвляю-
щуюся беспигментную эпителиоидноклеточную
и веретеноклеточную меланому. Через 6 мес. был
удален пахово-подвздошный лимфоузел, полно-
стью замещенный метастазом беспигментной
меланомы веретеноклеточного и эпителиоидно-
клеточного строения с очагами некроза. Иссле-
довали свежезамороженную ткань первичной

опухоли и ткань метастаза в паховом лимфоузле,
полученную при хирургическом лечении [25].
После удаления метастаза пациенту назначена те-
рапия препаратом Роферон-А (интерферон аль-
фа-2а), данные об эффективности лечения отсут-
ствуют.

Выделение ДНК. Геномную ДНК выделяли из
образцов замороженной ткани/костного мозга и
крови с использованием набора QIAamp DNA
MiniKit (“Qiagen”, Германия). Концентрацию
ДНК измеряли с помощью флуориметра Qubit 2
(“Invitrogen”, США), набора реагентов Qubit®
dsDNAHS (“Invitrogen”). Чистоту ДНК оценива-
ли с помощью микроспектрофотометра Nano-
Drop™ 3300 (“Thermo Scientific”, США), степень
фрагментации определяли с помощью гель-элек-
трофореза.

Высокопроизводительное секвенирование. Це-
левые последовательности ДНК отбирали с ис-

Таблица 1. Клинико-биологические характеристики пациентов с острым миелоидным лейкозом

Примечание. О – образец опухоли при первичной диагностике, Рем – образец костного мозга, взятый в период ремиссии,
Рец – образец костного мозга в рецидиве.

ID Пол Возраст, год Диагноз Транслокация Тип образца

ОМЛ-1 ж 6
ОМЛ, М2 t(8;21) О

Рем 19 мес.

ОМЛ-2 ж 3
ОМЛ, M2 t(8;21) О

Рем 12 мес.

ОМЛ-3 ж 6
ОМЛ, M2 t(8;21) О

Рем 12 мес.

ОМЛ-4 м 5
ОМЛ, M4 inv(16) О

Рем 6 мес.

ОМЛ-5 м 15
ОМЛ, M2 t(8;21) О

Рем 6 мес.

ОМЛ-6 м 12
ОМЛ, M4 inv(16) О

Рем 34 мес.

ОМЛ-7 м 13
ОМЛ, M4 inv(16) О

Рем 12 мес.

ОМЛ-8 ж 17
ОМЛ, M2 t(8;21) О

Рем 7 мес.

ОМЛ-9 м 9
ОМЛ, M2 t(8;21) О

Рем 12 мес.

ОМЛ-10 м 11
ОМЛ, M2 t(8;21) O

Рем 8 мес.

ОМЛ-11 м 12
ОМЛ, M2 t(8;21) О

Рем 6 мес.
Рец 10 мес.
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пользованием панели жидких зондов NimbleGen
(“Roche”, Швейцария). В случае пациентов с ОМЛ
использовали таргетную панель, включающую 84
гена, ассоциированных с лейкозами. Подготовку
образцов проводили согласно [25, 26] по стандарт-
ному протоколу для приготовления библиотек
KAPA Library Preparation Kit (“Roche”). Подготов-
ку библиотек для полноэкзомного секвенирования
образцов ОМЛ проводили с использованием набо-
ра Nextera Exome (“Illumina”, США), согласно ин-
струкции производителя. Секвенирование про-
водили на платформе NextSeq 500 (“Illumina”).
Секвенирование образца акральной меланомы вы-
полнено ранее с использованием панели зондов,
комплементарных кодирующей части 4100 генов
(“медицинский экзом”) [25]. При таргетном се-
квенировании среднее покрытие составило не
менее ×500, при полноэкзомном севенировании
не менее ×100, при секвенировании медицинско-
го экзома – не менее ×300.

Работы по секвенированию выполнены в Цен-
тре высокоточного редактирования и генетиче-
ских технологий для биомедицины Института мо-
лекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта РАН с
использованием оборудования ЦКП “Геном”
(http://www.eimb.ru/ru1/ckp/ccu_genome_c.php).

Результаты секвенирования у пациентов с
ОМЛ подтверждали методом секвенирования по
Сэнгеру (при VAF > 20%). Визуализацию прочте-
ний, в том числе при VAF <5%, проводили с ис-
пользованием Java-приложения IGV (Integrative Ge-
nomics Viewer) (https://software.broadinstitute.org/s
oftware/igv).

Внутреннюю тандемную дупликацию гена
FLT3 (FLT3-ITD) определяли с помощью фраг-
ментного анализа методом капиллярного элек-
трофореза на генетическом анализаторе Applied
Biosystems 3500/3500xL (“Applied Biosystems”,
США) с использованием аналога стандарта длин
GeneScan™ 1200 LIZ® (“Синтол”, Россия), как
описано ранее [26].

Анализ результатов секвенирования. После пер-
вичного контроля качества (FastQC 0.11.9, fastp
0.20.0), провели обрезку 5′-концов, фильтрацию
прочтений по длине и методом плавающего окна;
также были удалены остатки адаптеров (Trimmo-
matic 0.38) [28]. После этого оценивали бактери-
альное загрязнение пула прочтений. Прочтения
картировали на референсный геном человека
GRCh37 (Ensembl release 75; hg19) при помощи
bowtie2 2.3.5.1. Проводили сортировку BAM-фай-
лов (samtools 1.10), маркировку групп прочтений,
переупорядочение прочтений (AddOrReplaceRead-
Groups, ReorderSam, FixMateInformation из набора
picard-tools 2.21.3) и далее маркировку дуплициро-
ванных прочтений, наиболее вероятно произо-
шедших от одного фрагмента ДНК (ПЦР- и опти-
ческих дубликатов) при помощи инструмента

MarkDuplicatesWithMateCigar из пакета picard-
tools 2.21.3. После этого проводили процедуру пе-
рекалибровки качества прочтения за счет сравне-
ния пулов известных ранее (т.е. аннотированных
dbSNP, версия 2018-07) и новых замен. С этой це-
лью использовали инструменты BaseRecalibrator
и ApplyBQSR из пакета GATK (версия 4.0.8.1)
[29]. Соматические мутации (точечные замены и
инсерции/делеции, далее индели) идентифици-
ровали с использованием Mutect2 также из пакета
GATK 4.0.8.1 [30].

Перед непосредственным поиском соматиче-
ских мутаций создавали так называемую “панель
норм” (panel of norms, PoN) – каталог вариаций,
наблюдаемых в образцах с нормальной тканью
(или образцах в ремиссии в случае лейкозов), во-
шедших в анализ. Для этого запускали алгоритм
Mutect2 в режиме “tumor only” на всех образцах
ДНК из нормальной ткани (ремиссии) и форми-
ровали VCF-файл со всеми выявленными отли-
чиями от референсного генома. Затем проводили
поиск соматических мутаций в опухоли с ис-
пользованием Mutect2 в режиме сравнения с со-
ответствующей нормой (ремиссией), дополни-
тельно с подключением каталога PoN и данных о
герминальных вариантах gnomAD 2.0.1. Полу-
ченные VCF-файлы фильтровали с помощью GATK
FilterMutectCalls. Список мутаций, прошедших
фильтрацию, аннотировали с помощью Annovar,
PMID 20601685. Использовали базы данных о по-
пуляционных частотах аллелей (gnomAD, 1000
Genomes Project, Kaviar, ESP 6500, ExAC), а также
dbSNP, ClinVar, COSMIC, локализацию в домене
белка (Interpro), информацию о консервативности
геномной области (phastCons, phyloP). Кроме того,
для оценки патогенности мутации использовали
SIFT [31], PolyPhen2 [32], Mutation Taster [33], LRT
[34], PROVEAN, M-CAP, DANN, VEST3, MetaSVM
и MetaLR. На основе полученных предсказаний
оценивали так называемый “скор патогенности”
(pathogenicity score). Чем большее число алго-
ритмов оценивает замену как патогенную, чем
ниже ее частота в популяции и выше степень
консервативности геномного локуса, содержа-
щего данную замену, тем выше значение “скора
патогенности”.

Варианты с популяционной частотой более 1%
из анализа исключали. Стоит отметить, что коли-
чество таких вариантов не превышало 5% от всех
соматических вариантов, локализованных в коди-
рующих областях, и 10% всех соматических вари-
антов, которые прошли FilterMutectCalls, включая
интронные и межгенные. Дополнительно список
соматических вариантов был отфильтрован в соот-
ветствии с минимальным порогом покрытия про-
чтениями (минимум 20 прочтений для нормаль-
ного образца и минимум 10 для образца опухоли).
Из анализа исключали также мутации, локализо-
ванные в polyN-мотивах (в частности GGGTG >
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GGGGG, CCCCG > CCCCC и др.) и имеющие
низкое покрытие, VAF менее 1%.

Для дальнейшего выделения кластеров мута-
ций у пациентов с ОМЛ использовали данные пол-
ноэкзомного секвенирования (пациенты 1, 2 и 3).
Копийность участков генома CNV (copy number
variation) определяли с использованием алгорит-
мов CNVkit [PMID: 27100738], cn.MOPS [35],
Control-FREEC [36], основанных на сравнитель-
ном анализе покрытия геномных областей, вклю-
ченных в таргетную панель. При этом падение по-
крытия свидетельствует о делеции определенных
локусов, увеличение покрытия – о наличии ду-
пликаций или амплификаций соответствующих
участков генома. Однако этот подход часто оказы-
вается неприменимым при анализе данных экзо-
много секвенирования, где присутствует этап обо-
гащения таргетных участков с использованием ме-
тода гибридизации. В этом случае наблюдаемое
покрытие может быть чувствительным к присут-
ствию делеций/амплификаций только лишь в
том случае, если гибридизационные зонды на
обоих этапах обогащения берутся в избытке по
сравнению с геномной ДНК. Исключение здесь со-
ставляют гомозиготные делеции, присутствующие
в подавляющем большинстве клеток образца.

По этой причине мы также использовали срав-
нительный анализ частот бета-аллелей (beta allele
frequency, BAF) в парных образцах норма–опу-
холь [9, 37]. Несмотря на то, что средства Control-
FREEC и CNVkit предлагают проведение BAF-
анализа, мы не сочли его удовлетворительным:
скорее он может использоваться как источник
информации, дополняющей данные по анализу
покрытия. В связи с этим мы реализовали соб-
ственный алгоритм поиска событий CNV. С этой
целью использовали VCF-файл с герминальными
мутациями в паре образцов норма–опухоль, по-
лученный freeBayes, GATK HaplotypeCaller, Var-
Scan или другими средствами. На первом этапе
отбирали все герминальные гетерозиготные ва-
рианты с 40% < VAF < 60% в норме и покрытием
не менее 30 как в норме, так и в опухоли. Исклю-
чали варианты, не аннотированные в dbSNP.
Случаи вероятного CNV регистрировали при вы-
ходе значений VAF в опухоли за пределы 40–60%
и отличиями в VAF между нормой и опухолью бо-
лее 25%, а также значением p-value по тесту Фи-
шера <0.05 для количества прочтений (ридов),
соответствующего референсному (дикий тип) и
альтернативному (мутантный) аллелям в норме и
опухоли. Далее значения ΔVAF интерполировали
на весь геном за счет усреднения несколькими
плавающими окнами. По анализу BAF достаточ-
но легко выявлять локусы с аномалиями, но не
всегда можно определить характер изменения в
локусе (гетерозиготная делеция, двукратная ам-
плификация и др.), поэтому в большинстве слу-
чаев локусы с подозрением на наличие CNV ис-

ключали перед кластеризацией вариантов в об-
разцах ОМЛ.

В образце акральной меланомы идентифициро-
ваны кластеры соматических мутаций с использо-
ванием SciClone, пакета для среды R 25102416 [38].
В идеале каждый кластер должен содержать сома-
тические мутации с близкими значениями VAF.
Каждый такой кластер содержит одну или не-
сколько драйверных мутаций, возникновение ко-
торых дает клону пролиферативное преимуще-
ство. Это ведет к росту его дочерней субпопуля-
ции и, соответственно, увеличению VAF как для
всех этих драйверных мутаций, так и всех “пасса-
жирских”, которые клон уже содержал на момент
появления новых драйверных мутаций. Для точ-
ности при оценке VAF выбирали только мутации,
расположенные в участках с покрытием не менее
30 ридов. Из анализа исключали мутации, локали-
зованные в областях с измененной копийностью.
Оценивали возможные модели клональной эволю-
ции, используя пакет программ ClonEvol 28950321
[39]. Диаграммы клональной эволюции построены
с использованием пакета Fishplot PMID 27821060.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Сравнительный анализ спектра мутаций в пер-
вичном образце и в период ремиссии у 11 пациен-
тов с CBF–ОМЛ, проведенный при помощи ал-
горитма Mutect2, выявил мутации, представлен-
ные только в опухолевых клетках. Использованы
результаты секвенирования таргетной панели,
включающей кодирующие участки 84 генов, ас-
социированных с развитием лейкозов. У всех па-
циентов в первичном образце (или в рецидиве)
выявлена транслокация t(8;21) или inv(16). В об-
разцах, взятых в период ремиссии, транслокации
не обнаруживали, что указывало на крайне низ-
кий уровень (или отсутствие) опухолевых клеток в
образцах костного мозга в момент взятия биомате-
риала и позволило при поиске соматических мута-
ций использовать данный образец как норму.

Клинически значимые соматические вариан-
ты, выявленные у пациентов с ОМЛ при таргет-
ном секвенировании, представлены в табл. 2.

Мутации в генах сигнальных путей с участием
рецепторных тирозинкиназ (РТК) (NRAS, KRAS,
FLT3, CBL и KIT) обнаружены у семи пациентов
из 11, при этом одновременное присутствие двух
мутаций в этих генах выявлено у четырех пациен-
тов (36%). Прогностическая роль мутаций в генах
NRAS и KRAS при CBF–ОМЛ до конца не выяс-
нена [40, 41]. Мутация FLT3-ITD, как правило,
ассоциирована с плохим прогнозом, отмечено
также неблагоприятное влияние определенных
мутаций в гене KIT на течение заболевания [42,
43]. Мутация в гене ETV6 (пациент 5) по своей
значимости сопоставима с мутациями в сигналь-
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ных путях [44]. У трех пациентов, помимо мута-
ций в РТК-сигнальных путях, найдены мутации в
генах ASLX1, ASLX2 (модификаторы хроматина),
SMC3 и RAD21. Мутации в этих генах характерны
для пациентов с t(8;21), прогностическая значи-
мость их различна [45]. Так, на мышиных моделях
показано, что мутации в гене ASXL1, приводящие
к потере функции белка, вызывают миелоидную
трансформацию гемопоэтических клеток [46].
Также мутации в этом гене ассоциированы с пло-
хим прогнозом при ОМЛ у детей и взрослых [47].
Мутации в гене ASXL2 ассоциированы скорее с
благоприятным прогнозом [48]. Обращает на се-
бя внимание значительная вариабельность про-
филей VAF в образцах опухоли с различными со-
матическими мутациями – от 2–5 до 86%.

Ранее обнаружили, что мутации в генах белков
сигнальных путей, в которых участвуют РТК, ха-
рактерны для 60–70% пациентов с t(8;21) и почти
90% пациентов с inv(16). При этом у части паци-
ентов один образец содержит одновременно бо-
лее одной мутации [45, 49, 50]. Серия экспери-
ментов по генотипированию индивидуальных
колоний лейкозных клеток позволила выявить

иерархические связи между различными мутаци-
ями у одного пациента [51–53]. Полученные дан-
ные дают основания полагать, что мутации в ге-
нах сигнальных путей (“сигнальные” мутации,
signal mutations) присутствуют в независимых
клонах. Существование клонов, имеющих обще-
го предшественника и несущих независимые ге-
нетические изменения, затрагивающие один и
тот же путь, соответствует феномену “клональ-
ной интерференции” (или параллельной эволю-
ции) и описано при различных видах рака [54], в
том числе ОМЛ [55]. В этом случае каждая сиг-
нальная мутация, т.е. мутация в генах NRAS,
KRAS, FLT3, JAK2, CBL, PTPN11 и KIT, служит
маркером отдельного клона, а количество таких
мутаций в образце может определять количество
независимых клонов [50, 53]. Явление клональ-
ной интерференции, по-видимому, не распро-
страняется на мутации в генах эпигенетической
регуляции/модификации хроматина (ASXL1,
ASXL2, TET1, TET2, BCOR, BCORL1, EZH2,
KDM6A) и когезинового комплекса (RAD21,
SMC1A, SMC3, STAG2) [50], хотя в ряде исследо-
ваний эти мутации и описывают как взаимоис-

Таблица 2. Клинически значимые соматические варианты (мутации), выявленные в образцах опухоли пациен-
тов с ОМЛ (VAF в ремиссии составил 0% для всех мутаций) при таргетном секвенировании кодирующих участ-
ков 84 генов

ID, 
транслокация Ген Мутация Аминокислота Функция

VAF
опухоли, 

%

ОМЛ-1, t(8;21)

CBL с.1227+1->AATT Сплайсинг Протоонкоген 86

SMC3 c.2999_3000insGAAAGG L1000delinsLKG Белок когезинового комплекса 42

ASLX1 c.1768_1769insCTTAGC p.T590delinsTX Модификатор хроматина 40

ОМЛ-2, t(8;21)

ASXL2 c.1834C>T p.Gln612Ter Модификатор хроматина 44

KRAS c.38G>A p.Gly13Asp РТК-путь 30

KRAS c.35G>A p.Gly12Asp РТК-путь 8

ОМЛ-4, inv(16)
NRAS c.A182G p.Q61R РТК-путь 39

KIT c.A2447T p.D816V РТК-путь 5

ОМЛ-5, t(8;21)
ETV6 c.C1195T p.R399C Фактор транскрипции 41

RAD21 c.C1816T p.Q606X Белок когезинового комплекса 33

ОМЛ-6, inv(16)
KIT c.1253_1254insCTTCTT p.Y418delinsYFF РТК-путь 33

NRAS c.A182G p.Q61Н РТК-путь 5

ОМЛ-8, t(8;21) NRAS c.G38A p.G13D РТК-путь 38

ОМЛ-10, t(8;21) FLT3 ITD 110 п.о. Сдвиг рамки РТК 32

ОМЛ-11, t(8;21)

KIT c.T2454G p.N818K РТК-путь 21 (O)
32 (Рец)

KRAS c.G38A p.G13D РТК-путь 4 (О)

CSF3R
c.175_176insTC-
CCAGTCTС p.P59fs Рецептор фактора роста 2 (Рец)
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ключающие [42]. Показано, что клональная ин-
терференция при CBF–ОМЛ считается незави-
симым фактором плохого прогноза [50].

Сравнительный анализ мутационного профи-
ля первичных образцов и образцов в рецидиве за-
болевания дает более точное представление о
клональной структуре опухоли (рис. 1). У пациен-
та ОМЛ-11 c t(8;21) в первичном образце выявле-
ны две мутации в генах KIT и KRAS, имеющие
значения VAF 21 и 4% соответственно. Согласно
опубликованным данным, появление двух мута-
ций в РТК-сигнальном пути (KIT и KRAS) одно-
временно в одних и тех же клетках крайне мало-
вероятно [50]. По этой причине можно предполо-
жить, что уже на начальных стадиях заболевания
присутствовали два клона: основной – с мутаци-
ей KIT, и минорный – с мутацией KRAS. В период
ремиссии ни одна из этих мутаций методом NGS
не выявляется. Наиболее вероятно, что в период
ремиссии сохранилось некоторое количество
клеток исходного клона и их активное деление
привело в дальнейшем к развитию рецидива. При

этом в рецидиве заболевания выявляется только
мутация KIT с VAF 32%, в то время как второй
клон с мутацией KRAS был элиминирован в ходе
химиотерапии (рис. 1). Однако возникает и новая
потенциально драйверная мутация в гене CSF3R
(VAF около 5%). Ген CSF3R вовлечен в патогенез
ОМЛ [20].

В целом, исследование мутационного профи-
ля первичного образца и образца в рецидиве поз-
воляет проследить многоступенчатый процесс
эволюции лейкозных клеток и выявить возмож-
ные факторы устойчивости к терапии [56–58].

ОМЛ у детей относится к опухолям с низкой
мутационной нагрузкой [56]. В нашем исследова-
нии таргетное секвенирование выявило относи-
тельно небольшое число значимых соматических
мутаций в одном образце. С целью более деталь-
ного анализа структуры субстрата опухоли при
ОМЛ проведено полноэкзомное секвенирование
образцов ОМЛ-1, ОМЛ-2, ОМЛ-4. Для коррект-
ной оценки значений VAF определена копий-

Рис. 1. Динамика клональной структуры образцов на различных этапах лечения (пациент 11). а – Профиль соматиче-
ских мутаций с различным значением VAF; б – графическое представление клональной эволюции. В рецидиве забо-
левания исчезает мутантный клон с мутацией KRAS и появляется новая минорная мутация в гене CSF3R.
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ность участков генома, содержащих выявленные
соматические мутации.

При проведении BAF-анализа выбирали гете-
розиготные герминальные варианты (с VAF от 40
до 60%) и смотрели изменение их значений VAF
по отдельным хромосомам. Например, в случае
делеции участка генома в клетках опухоли гетеро-
зиготный герминальный мутантный аллель или
выпадает, или переходит в гомозиготное состоя-
ние. Таким способом мы выявили делецию поло-
вины хромосомы 11 в образце ОМЛ-1 (рис. 2).

Применение алгоритмов cn.MOPS. CNVkit и
Control-FREEC, основанных на анализе покры-

тия, таких четких результатов не дало. Наиболее
вероятно, это связано с тем, что при подготовке
библиотек для секвенирования отбор последова-
тельностей проводят с использованием панели
зондов. При этом гибридизационные зонды, как
правило, не находятся в избытке по сравнению с
ДНК образца. Алгоритм ВАF-анализа, предло-
женный в данной работе, оказался более универ-
сальным, его можно применять для анализа CNV
при различных вариантах таргетного секвениро-
вания (в том числе полноэкзомного). Дальней-
ший анализ (кластеризацию) проводили с учетом
копийности участков генома, в которых были ло-
кализованы соматические варианты.

Рис. 2. Результаты BAF-анализа хромосомы 11 в образце ОМЛ-1. а – Профили VAF для гетерозиготных герминальных
мутаций в норме и опухоли. В области 11q видна явная потеря гетерозиготности всеми мутациями, VAF которых в нор-
ме колебался в области 50%. б – Разница между VAF гетерозиготных герминальных мутаций между нормой и опухо-
лью. Для области 11q различия статистически значимы (p < 0.05). Всего в анализ вошли 824 гетерозиготных герминаль-
ных мутации на хромосоме 11.
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При анализе распределения значений VAF
можно отметить, что ни в одном из образцов
ОМЛ-1, ОМЛ-2, ОМЛ-4 эти значения не были
сконцентрированы в одной области (т.е. распре-
деление имеет более одного пика), а соматиче-
ские варианты формируют группы (кластеры) в
зависимости от значения VAF (рис. 3). В образце
ОМЛ-1 выявлено в общей сложности 29 сомати-
ческих вариантов, явно формирующих два кла-
стера с пиками плотности VAF 5–20% (кластер 1)
и 35–65% (кластер 2). Необходимо отметить, что
в случае мутации в гене CBL значение VAF состав-
ляло изначально 86% (см. также табл. 1), однако по
данным BAF-анализа ген CBL находится в обла-
сти протяженной гетерозиготной делеции всего
длинного плеча 11q, поэтому значение VAF было
скорректировано. В целом, среднее значение VAF
по кластеру 2 находится в области 47%, что гово-
рит о высоком содержании бластных клеток (бо-
лее 90%) в исходном образце. У некоторых генов
(ASXL1, FZD9 и др.) значения VAF превышают
50% (при отсутствии делеций/амплификаций в со-
ответствующих областях). Небольшая доля таких
случаев вполне ожидаема; это объясняется случай-
ной природой оцениваемых величин (пуассонов-
ское распределение при оценке числа ридов). Та-
ким образом, можно предположить, что образец
ОМЛ-1 содержит, как минимум, два клона лейкоз-
ных клеток – основного (включает мутации из
кластера 2) и “нового”, произошедшего от основ-
ного клона и включающего, помимо мутаций из
кластера 2, еще и мутации из кластера 1. В даль-
нейшем возможен отбор клеток, получивших до-
полнительное пролиферативное преимущество в
результате новых соматических мутаций, и вы-
теснение основного клона за счет “нового”. В

каждом кластере присутствуют мутации в генах,
которые могут быть связаны с развитием лейко-
зов: кластер 2 – гены ASXL1, CBL, SMC3 и др.;
кластер 1 – MTIF2, STAB1 и др. (рис. 3а, табл. 3).

В образце ОМЛ-2 картина распределения со-
матических вариантов по VAF также характеризу-
ется бимодальностью. Основное отличие от об-
разца ОМЛ-1 состоит в том, что каждый из кла-
стеров содержит различные драйверные мутации
в гене KRAS: первый кластер – мутацию G12D,
второй – G13D. Каждая из этих мутаций приво-
дит к конститутивной активности белка KRAS и
передаче сигналов в пути ERK. Согласно опубли-
кованным данным, эти две мутации (G12D и
G13D) практически не встречаются одновремен-
но, так как появление второй мутации уже не дает
клетке пролиферативного преимущества [50, 51].
Таким образом, опираясь на эту информацию,
можно утверждать, что опухоль представлена дву-
мя основными типами клонов, каждый из кото-
рых содержит мутацию в гене KRAS, при этом оба
клона независимо произошли от общего предка,
не имеющего KRAS-мутаций. Основной опухоле-
вый клон, содержит мутации не только в KRAS
(G13D), но и в генах ASXL2, SPI1, SLC22A10 (зна-
чения VAF от 30 до 50%) (рис. 3б, табл. 3). Минор-
ный опухолевый клон содержит мутацию KRAS
(G12D) с VAF порядка 10% и целый ряд синони-
мичных “пассажирских” мутаций с VAF от 5 до
20%, которые тоже допустимо отнести к минор-
ному клону вследствие неточности оценки VAF.

Весьма своеобразна картина распределения
VAF в образце ОМЛ-4 (рис. 3в). Мы видим также
бимодальное распределение – два кластера сома-
тических вариантов. В кластере 2 с VAF порядка
35% представлена драйверная мутация в гене KIT,

Таблица 3. Cоматические варианты, выявленные в образцах ОМЛ-1, ОМЛ-2 и ОМЛ-4 при полноэкзомном се-
квенировании

ID Ген Мутация Аминокислота Функция белка VAF, %

ОМЛ-1

FZD9 c.C307T p.Q103X Рецептор Wnt-сигнального пути 58

CACNB4 c.712_713insA p.S238fs Белок кальциевых каналов 43

CSNK1G3 c.C569T p.P190L Серин/треониновая протеинкиназа 43

MTIF2 c.A1364C p.K455T Митохондриальный фактор инициации транс-
ляции 6

STAB1 c.C6547T p.R2183C
Трансмембранный рецептор, участвует в 
ангиогенезе, клеточной адгезии, хоминге
лимфоцитов

6

ОМЛ-2
SLC22A10 c.C1088A p.P363H Транспортер органических анионов 50

SPI1 c.C676A p.Q226K Протоонкоген, участвует в дифференцировке 
миелоидных клеток 42

ОМЛ-4
CHD8 c.G2269A p.D757N Участвует в организации хроматина 39

FNDC1 c.3535_3537del p.1179_1179del Активатор сигнализации G-белка 8
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Рис. 3. Распределение соматических вариантов, полученных при полноэкзомном секвенировании, в зависимости от
значения VAF. У всех трех пациентов отмечено бимодальное распределение соматических мутаций по значению VAF,
что говорит о неоднородной внутриопухолевой клональной структуре. Каждый кружок соответствует одному сомати-
ческому варианту (точечная замена или инсерция/делеция). Размер кружка пропорционален глубине покрытия (ми-
нимально 25, максимально 100 прочтений). Пунктирная линия отражает плотность распределения соматических ва-
риантов по значениям VAF. а – Образец ОМЛ-1; б – ОМЛ-2; в – ОМЛ-4. Крупным шрифтом отмечены мутации, вы-
явленные при таргетном секвенировании. Темным цветом отмечены несинонимичные варианты (инсерции/делеции,
точечные замены, сайты сплайсинга, появление и утрата стоп-кодона); светлым – молчащие мутации (синонимич-
ные, интронные и межгенные варианты).
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в кластере 1 – с VAF порядка 5% – драйверная му-
тация в гене NRAS. Это позволяет, как минимум,
говорить о двух клонах – основном (с долей поряд-
ка 70–80%) и минорном (с долей порядка 10%),
накопившим, помимо NRAS, несколько других
мутаций, часть которых может влиять на пролифе-
рацию лейкозных клеток (NUDT14, FNDC1), а
часть явно относится к пассажирским (синони-
мичные замены) (табл. 3). Минорный клон с мута-
цией NRAS, скорее всего, представляет собой са-
мостоятельную популяцию клеток, независимую
от основного клона с мутацией в гене KIT [50, 51].

Таким образом, анализ распределения частот
альтернативных аллелей (VAF) в опухолевых клет-
ках позволяет предположить множественные со-
бытия клональной эволюции при развитии ОМЛ.
Более высокие значения VAF могут соответство-
вать мутациям, которые произошли на ранних ста-
диях развития. Клетки основного клона приобре-
тают дополнительные мутации, давая начало но-
вым субпопуляциям, которые могут вносить
вклад в ускоренную прогрессию заболевания [50].

Внутриопухолевую гетерогенность и клональ-
ную структуру солидных опухолей изучают с ис-
пользованием сравнительного анализа мутацион-
ного профиля исходной опухоли и метастаза. Рас-
смотрим модель клональной эволюции опухоли на
примере пациента с метастатической формой ак-
ральной меланомы после проведенного хирурги-
ческого лечения (рис. 4).

В первичной опухоли обнаружены две потен-
циально значимые (согласно оценке патогенности
при помощи PolyPhen2, SIFT и другим алгорит-
мам) мутации в генах VAV1 (E556Q) и CD96 (M1I).
В метастазе выявлены три клинически значимые
мутации в генах CD96 (M1I), ITGB4 (I1285F),
WASHC5 (Q78H) (рис. 4а). Лишь одна мутация,
локализованная в гене CD96, встречается и в пер-
вичной опухоли (17%), и в метастазе (43%). Ген
CD96 кодирует белок семейства иммуноглобули-
нов, – важный негативный регулятор иммунного
ответа, который рассматривается в настоящее
время как возможная мишень иммунотерапии,
наряду с PD-1 и CTLA-4 [59]. Мутация M1I (заме-

Рис. 4. Модель клональной эволюции опухоли у пациента с акральной меланомой (П – первичная опухоль, M – ме-
тастаз). а – Частоты вариантных аллелей в первичной опухоли и метастазе (по оси x – значения VAF (%), по оси y –
названия генов). б – Диаграмма динамической смены мутаций при переходе от опухоли к метастазу (адаптация рисун-
ка, полученного ClonEvol). Клоны опухолевых клеток содержат различные мутации, описанные преимущественно
как драйверные.
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на метионина на изолейцин) приводит к утрате
стартового кодона при синтезе белка; ее роль в
опухолевом процессе не ясна, однако, в данном
случае эта мутация служит маркером опухолевых
клеток меланомы. В первичной опухоли пред-
ставляет интерес также мутация E556Q в гене
VAV1. Белок VAV1 участвует в активации сигналь-
ных путей, связанных с перестройками цитоске-
лета. Ген VAV1 в настоящее время рассматривают в
качестве онкогена, вовлеченного в развитие цело-
го ряда злокачественных новообразований [60].

Как можно предположить, миграция опухоле-
вых клеток, несущих мутацию M1I CD96, в пахо-
вый лимфоузел произошла на раннем этапе раз-
вития меланомы; какое-то время клетки находи-
лись в состоянии относительного покоя, так как
на момент удаления первичного очага отдален-
ные метастазы не были выявлены. Прогрессия за-
болевания и формирование отдаленного метаста-
за могли быть связаны с появлением новых мута-
ций, в том числе, мутации I1285F в гене ITGB4.
Белковый продукт данного гена участвует в кле-
точной адгезии, запускает механизмы клеточной
пролиферации, он описан как один из ключевых
факторов инвазии опухоли [61]. Мутации в генах
NR1I3 и WASCH5 в метастазах меланомы кожи
обнаруживали ранее и другие авторы [62].

Акральная меланома относится к редкому
подтипу меланом кожи, составляя всего лишь 2–
3% от всех случаев меланом кожи, и отличается
особенностями молекулярно-генетического про-
филя [63]. Характерные для меланомы кожи му-
тации в генах BRAF, NRAS, KIT встречаются реже.
Около 38% случаев акральной меланомы отно-
сятся к так называемому “тройному дикому типу”
(triple WT), в то время как при других подтипах ме-
ланом кожи такие случаи составляют около 11%.
Полногеномное секвенирование образцов ак-
ральной меланомы указывает на существенный
вклад структурных перестроек генома в развитие
опухоли [64]. Нами исследована акральная мела-
нома, относящаяся к “тройному дикому типу”.
Сравнительный анализ первичной опухоли и ме-
тастаза выявил новые генетические маркеры, ко-
торые могут быть ассоциированы с развитием за-
болевания или представлять собой молекулярные
мишени для таргетной терапии.

При исследовании мутационного профиля со-
лидных опухолей всегда следует иметь в виду ло-
кальную гетерогенность, при которой различные
участки опухоли могут различаться как морфоло-
гически, так и по совокупности генетических из-
менений [54]. В качестве примера мы выбрали
опухоль небольшого размера (менее 25 мм). Для
выделения ДНК использовали максимально боль-
шой объем исходного материала, чтобы по возмож-
ности получить суммарные препараты (bulk tumor)

ДНК опухоли и ДНК метастаза, сбалансированно
отражающие разнородный клональный состав.

Таким образом, анализ данных высокопроиз-
водительного секвенирования позволяет изучать
пути эволюции опухолевых клеток на основе ана-
лиза субклональной архитектуры опухоли, выяв-
лять роль молекулярных маркеров в формирова-
нии опухолевого клона, а также определять марке-
ры прогрессии заболевания и устойчивости к
терапии. Полноэкзомное секвенирование позво-
ляет анализировать больше молекулярных мар-
керов, что наиболее важно в случае опухолей с
низкой мутационной нагрузкой; однако на сего-
дняшний день это достаточно дорогостоящее
исследование. Использование таргетных пане-
лей позволяет проводить глубокое секвенирова-
ние отдельных участков генома с меньшими фи-
нансовыми затратами; в ряде случаев это дает
возможность выявлять минорные клоны, кото-
рые могут играть ведущую роль в дальнейшем
развитии заболевания и, что немаловажно, в
устойчивости к терапии [65, 66]. Оценка клональ-
ного разнообразия исходного образца при ОМЛ и
выявление доминирующих клонов, представлен-
ных с высокой частотой, имеет значение для про-
гноза заболевания и оценки риска развития ре-
цидива [41, 50, 67]. В целом, стратегии оценки
клонального разнообразия и отслеживания тра-
екторий развития опухолевых клеток на основе
высокопроизводительного секвенирования сум-
марного образца опухоли с последующим опре-
делением частот вариантных аллелей находят все
более широкое применение, в том числе, и в
практической онкологии [50, 67, 68], несмотря на
целый ряд ограничений этого подхода [69].

Наиболее точный анализ внутриопухолевой
гетерогенности (или же всей экосистемы опухо-
ли, тесно взаимодействующей с микроокружени-
ем) с реконструкцией цепи событий опухолевой
микроэволюции обеспечивает лишь секвениро-
вание ДНК единичных опухолевых клеток [55, 69,
70]. Однако анализ полных экзомов или геномов
единичных клеток не только останется чрезвы-
чайно дорогим в ближайшем будущем, но также,
по-видимому, сохранит и другие ограничения, в
том числе, слабую репрезентативность выборки
из-за малого количества анализируемых клеток и
отсутствия метода амплификации всего генома,
обеспечивающего оптимальный охват и однород-
ность покрытия [69].

Также следует иметь в виду, что свой вклад во
внутриопухолевую гетерогенность, особенно в на-
блюдаемую на транскриптомном уровне (при ана-
лизе единичных клеток), вносят такие факторы,
как эпигенетическая регуляция, стадия клеточной
дифференцировки клонообразующей опухолевой
клетки, разные стадии клеточного цикла, стоха-
стичность генной экспрессии, влияние опухолево-
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го микроокружения и клеточная трофика, прямо
зависящая от геометрического расположения
клетки в образце. Именно сочетание генетиче-
ских и негенетических факторов определяет, в
конечном счете, фенотип опухолевой клетки и ее
ответ на терапию [69, 71, 72]. Дальнейшее разви-
тие технологий анализа единичных клеток, в том
числе прослеживание судьбы единичной клетки в
нескольких поколениях [73] и определение про-
филя экспрессии генов единичных опухолевых
клеток [74, 75] позволит более точно предсказы-
вать пути эволюции раковых клеток и разрабаты-
вать новые подходы к лечению онкологических
заболеваний.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант №18-15-
00398).

Все процедуры, выполненные в данной рабо-
те, соответствуют этическим стандартам институ-
ционального комитета по исследовательской этике
и Хельсинкской декларации 1964 года и ее последу-
ющим изменениям или сопоставимым нормам эти-
ки. От всех участников исследования получено ин-
формированное согласие.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
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DETERMINATION OF SUBCLONAL TUMOR STRUCTURE IN ACUTE 
MYELOID LEUKEMIA IN CHILDREN AND ACRAL MELANOMA 

USING NEXT-GENERATION SEQUENCING DATA
G. S. Krasnov1, L. G. Ghukasyan1, I. S. Abramov1, and T. V. Nasedkina1, *

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: nased@biochip.ru

Intratumoral heterogeneity and clonal variability is one of the central problems of clinical oncology, being the
reason for the development of resistance to therapy, relapse and metastases. The use of high-throughput se-
quencing of tumor exome allows investigating tumor subclonal organization. Comparative analysis of target
panel sequencing data, clinical exome and complete exome in tumors with different mutational load (acute
myeloid leukemia in children and acral melanoma) was carried out. Target sequencing of acute myeloid leu-
kemia (AML) samples shows the presence of more than one potential driver mutation in signaling pathway
genes KIT, NRAS, KRAS, CBL, FLT3 in one patient, reflecting the complex clonal structure of the tumor
substrate. Analysis of exome sequencing data from the same AML patients allows the isolation of clusters of
mutant alleles corresponding to different populations of leukemic cells in the sample. Comparison of the mu-
tation profile of the primary AML sample, the sample in remission and in relapse makes it possible to trace
the dynamics of change in the clonal composition of the tumor. Subclonal tumor structure was also investi-
gated in the acral melanoma case as an example. Using SciClone and ClonEvol packages, the clustering of
mutant alleles presented in the sample with a close frequency was carried out. Based on these data, a predic-
tion of the intratumoral clonal composition was made and a model of clonal evolution was proposed describ-
ing changes in the clonal composition of the tumor during metastasis, including the appearance of new mu-
tations that may be associated with further progression of the disease. The approach used allows the identifi-
cation of mutations causing the formation of new tumor clones, which may have a proliferative advantage,
also in the conditions of antitumor therapy.

Keywords: high-throughput sequencing, acral melanoma, acute myeloid leukemia, somatic mutations, vari-
ant allele frequency



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2021, том 55, № 5, с. 846–857

846

РЕПОРТЕРНАЯ СИСТЕМА ЛЮЦИФЕРАЗА-EGFP ДЛЯ ОЦЕНКИ 
МЕТИЛИРОВАНИЯ ДНК В КЛЕТКАХ МЛЕКОПИТАЮЩИХ1

© 2021 г.   X. X. Wanga, *, H. J. Jiab, Y. R. Lva, b, H. H. Suna, b, X. L. Weic, J. Y. Tanc, Z. Z. Jingb, **
aSchool of Public Health, Lanzhou University, Lanzhou, 730000 China

bState Key Laboratory of Veterinary of Etiological Biology, Key Laboratory of Veterinary Public Health of Agricultural Ministry, 
Lanzhou Veterinary Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Lanzhou, 730000 China
cInstitute of Immunology, School of Basic Medical Sciences, Lanzhou University, Lanzhou, 730000 China

*e-mail: wangxiaoxia@lzu.edu.cn
**e-mail: jingzhizhong@caas.cn

Поступила в редакцию 06.06.2020 г.
После доработки 22.10.2020 г.

Принята к публикации 03.11.2020 г.

Метилирование – эпигенетическая модификация ДНК, играющая важную роль во многих биоло-
гических процессах. Представлена система pLTR-Luc2P-EGFP для оценки метилирования ДНК в
клетках млекопитающих. В этой системе экспрессия репортерного гена люциферазы Luc2P-EGFP
находится под контролем 5'-длинного концевого повтора (LTR) HIV-1, который содержит не-
сколько CpG-сайтов. Метилирование этих CpG-сайтов приводит к прекращению экспрессии
Luc2P-EGFP, что можно визуализировать с помощью флуоресцентной микроскопии с последую-
щей количественной оценкой в тесте определения люциферазной активности. Для проверки дей-
ствия системы конструкцию pLTR-Luc2P-EGFP метилировали in vitro, трансфицировали в линию
клеток 293T и наблюдали снижение экспрессии Luc2P-EGFP. Уровень метилирования ДНК опре-
деляли, используя предварительно смешанные образцы репортерной ДНК с уровнями метилирова-
ния от 0 до 100%. Показано, что точность определения люциферазной активности превышает точ-
ность вестерн-блотинга против EGFP. Анализ методом Bland–Altman показал, что результаты опре-
деления люциферазной активности хорошо согласуются с фактическими уровнями метилирования
ДНК. Нами создана репортерная система, способная эффективно и надежно выявлять количе-
ственные изменения в метилировании ДНК в клетках млекопитающих. Эту систему можно исполь-
зовать в качестве инструмента для высокопроизводительного скрининга молекул, модулирующих
метилирование ДНК.

Ключевые слова: люцифераза светлячка, ген Luc2P, клеточная репортерная система, промотор HIV-1,
5'-LTR, метилирование ДНК
DOI: 10.31857/S0026898421050098

ВВЕДЕНИЕ
Эпигенетика описывает фенотипические из-

менения, которые влияют на экспрессию генов,
не затрагивая нуклеотидные последовательности
ДНК [1]. Эпигенетические изменения, в число
которых входят метилирование ДНК, модифи-
кации гистонов и микроРНК, наследуемы и об-
ратимы [1, 2]. С тех пор, как более 40 лет назад
Riggs A.D. [3] и Holliday R. [4] предложили убеди-
тельную модель молекулярного механизма насле-
дования, метилирование ДНК рассматривали как
парадигму передачи эпигенетической информа-
ции [5]. В настоящее время очевидно, что мети-
лирование ДНК ‒ это распространенная эпиге-
нетическая модификация, которая играет важ-

ную регуляторную роль в таких процессах, как
сайленсинг транспозонов, геномный имприн-
тинг, инактивация Х-хромосомы и процессы раз-
вития [6, 7]. Нарушения метилирования часто ас-
социированы с повышенной частотой возникно-
вения некоторых заболеваний [8].

В клетках млекопитающих метилирование в
основном происходит по С5 цитозинового коль-
ца (5mC) [9–11]. Метилцитозин содержится пре-
имущественно в CpG-динуклеотидах, которые
составляют только 1% генома человека. Однако
богатые CpG участки, так называемые CpG-ост-
ровки, расположены в промоторных областях бо-
лее 70% всех известных генов человека [12–14].
5mC, особенно кластеризованные в сайтах CpG,
являются важными сайленсерами транскрипции
c промоторов генов и эндогенных ретротранспо-1 Текст представлен на английском языке.

УДК 577.213.08;577.2.08
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зонов в геноме [15–17]. Многие исследования по-
казали, что эпигенетический сайленсинг множе-
ства генов, вызванный гиперметилированием
CpG-островков, ассоциированных с промотором,
часто связан с развитием конкретных заболеваний
[18–20]. В связи с этим разработка простого, на-
дежного и чувствительного метода обнаружения
метилирования ДНК и его изменений (например,
гипер- или гипометилирования) представляет
большой интерес.

Традиционные методы анализа метилирова-
ния ДНК основаны преимущественно на обра-
ботке бисульфитом натрия, при которой немети-
лированный цитозин превращается в урацил, в то
время как метилированный цитозин устойчив к
бисульфиту и не подвергается превращению [21].
Это позволяет различить метилированную и не-
метилированную ДНК, для чего используют ме-
тил-специфичную ПЦР, секвенирование ДНК
или комбинированный бисульфитный рестрик-
ционный анализ. Благодаря своей надежности и
точности эти методы широко используются для
количественной оценки сайт-специфического
метилирования ДНК. Однако они требуют прове-
дения таких сложных процедур, как клонирова-
ние и секвенирование, что ограничивает их ис-
пользование в высокопроизводительном анализе
[22, 23]. Вместе с тем, разработаны методы, осно-
ванные на высокоэффективной жидкостной хро-
матографии [24], ПЦР с рестрикционными фер-
ментами [25] и газовая хроматография/масс-спек-
трометрия [26]. Эти методы сложны, трудоемки и
дороги. В связи с этим возникает потребность в
более удобном и простом методе определения ме-
тилирования ДНК.

Люциферазы, выделенные из некоторых видов
животных, – это ферменты, катализирующие ре-
акцию, которая сопровождается испусканием
света (биолюминесценцией). Люцифераза часто
используется в качестве репортера для монито-
ринга активности гена/промотора гена из-за ее
высокой чувствительности, надежности сигнала
и удобства анализа. К примеру, Sanchez и соавт.
использовали репортерный ген люциферазы для
анализа взаимосвязи между структурой и биоло-
гической активностью стриголактонов [27]. Sol-
berg и соавт. с помощью люциферазного теста оха-
рактеризовали активность 5′-фланкирующего
промотора гена Tcf3 мыши [28]. Более того, комби-
нация двух люцифераз – светлячковой и Renilla –
повысила точность и воспроизводимость анали-
за; при этом люцифераза Renilla служит внутрен-
ним контролем при мониторинге количества и
жизнеспособности клеток. Таким образом, ре-
портерный люциферазный тест можно рассмат-
ривать как мощный инструмент для изучения ре-
гуляторных элементов генов. Так, для изучения
регуляции транскрипции гена Sox2 человека со-
здан репортерный люциферазный тест на основе

клеточной линии 293-Sox2-Luciferase [29]. Недав-
но для тестирования перекрестной нейтрализа-
ции коронавирусов сыворотками пациентов с
SARS и COVID-19 получен репортерный люци-
феразный вирус icSARS-CoV-2-nLuc-GFP [30].

Теория эпигенетической регуляции предпола-
гает, что активность промотора согласуется с
уровнем метилирования ДНК [31, 32]. Поэтому
уровень люциферазной активности в дальней-
шем использовали в качестве показателя статуса
метилирования и/или изменений метилирования
промотора гена. Так, по уровню активности лю-
циферазы светлячка оценили влияние Gadd45a
на метилирование ДНК [33]. Определение мети-
лирования участков CpG с использованием
плазмиды, содержащей HIV LTR-люциферазу,
упомянуто в небольшом отчете [34]. Однако ко-
личественную точность и надежность детекции,
включая дозовую зависимость между уровнями
метилирования и активностью люциферазы, еще
предстоит оценить.

Чтобы полностью охарактеризовать свойства
репортерной системы на основе люциферазы, в
качестве репортера для мониторинга активности
промотора мы использовали модифицированный
ген люциферазы светлячка (Luc2P), слитый с EGFP,
и создали клеточную систему для измерения из-
менений метилирования ДНК. Результат анализа
активности люциферазы подтвержден путем
сравнения с данными, полученными с помощью
анализа чувствительности к HpaΙΙ [35] и вестерн-
блотинга [36, 37]. Нами доказано, что эта репор-
терная система позволяет надежно и точно изме-
рять изменения метилирования ДНК в живых
клетках.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Конструкции ДНК. Экспрессионную плазмиду

pEGFP-N1, приобретенную у “BD Biosciences
Clontech” (CША), использовали в качестве осно-
вы для конструирования pLTR-Luc2P-EGFP.
5'-LTR HIV-1 амплифицировали с помощью ПЦР
из HIV-1 pNL4.3 и использовали для замены ци-
томегаловирусного промотора (CMV) в плазмиде
pEGFP-N1 по сайтам AseI и NheI. Luc2P ампли-
фицировали из pGL4.32 [luc2P/NF-kB-RE/Hygro]
(“Promega”, США) и клонировали в pEGFP-N1
по сайтам HindIII и BamHI. Правильность струк-
туры плазмиды pLTR-Luc2P-EGFP проверена се-
квенированием. Для ПЦР-амплификации ис-
пользовали праймеры:

5'-AseI-LTR – TCGTATTAATTGGAAGG-
GCTAATTTGGTC;

3'-NheI-LTR – CTAGCTAGCTGCTA-
GAGATTTTCCACACTGAC;

5'-HindIII-luc2P – CCCAAGCTTATG-
GAAGATGCCAAAAACATTA;
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3'-BamHI-luc2P – CGGGATCCGACGTT-
GATCCTGGCGCTGG.

Метилирование ДНК плазмиды in vitro. Плаз-
миду pLTR-Luc2P-EGFP обрабатывали CpG-ме-
тилазой M.SssI (“Zymo Res”, США). Плазмиду
(2 мкг) инкубировали с 0.6 мМ S-аденозилметио-
нина и 4 ед. M.SssI при 30°C в течение 6 ч. Затем в
реакционную систему добавляли 2 ед. M.SssI и
продолжали инкубировать при 30°C в течение 6–
8 ч. Обработанную плазмиду концентрировали с
использованием 3 М ацетата натрия. Полное
CpG-метилирование плазмиды pLTR-Luc2P-
EGFP подтверждено расщеплением эндонукле-
азами (HpaII и MspI, “Thermo Fisher Scientific”,
США) и бисульфит-опосредованным картирова-
нием остатков метилцитозина.

Бисульфит-опосредованное картирование ме-
тилцитозина. После бисульфитной конверсии
(“Zymo Res.”) интересующие области плазмиды
pmeLTR-Luc2P-EGFP, обработанной M.SssI, и
неметилированной плазмиды pLTR-Luc2P-EG-
FP амплифицировали с помощью ПЦР (прайме-
ры для LTR: LTR-BSP-F, 5'-TATGAGTTAGTAT-
GGATGGG-3', и LTR-BSP-R, 5'-AATCTAAC-
CAAAAAAACCCAATACA-3'). Продукты ПЦР
выделяли из геля с помощью набора для экстрак-
ции ДНК (“Axygen”, США) и клонировали в век-
тор pJET1.2 для секвенирования. Данные анализи-
ровали с помощью онлайн-сервиса программного
обеспечения QUantification Tool for Methylation
Analysis (http://quma.cdb.riken.jp/) [38].

Культуры клеток и транзиентная трансфекция.
Клетки линий 293T (эмбриональная почка чело-
века, HEK) и HeLa культивировали в среде
DMEM (“Gibco”, США) с добавлением 100 ед./мл
пенициллина, 0.1 мг/мл стрептомицина и 10%
фетальной сыворотки крупного рогатого скота
(FBS, “Gibco”). Клетки культивировали при 37°C
в инкубаторе с содержанием 5% CO2.

Клетки 293Т для проведения транзиентной
трансфекции высевали в 12-луночные планше-
ты. По достижении 80% монослоя клетки
трансфицировали неметилированной плазми-
дой pLTR-Luc2P-EGFP или метилированной
pmeLTR-Luc2P-EGFP с использованием реаген-
та FuGENE® HD (“Promega”), следуя протоколу
производителя. Контрольный вектор pGL4.74 с
геном люциферазы Renilla [hRluc/TK] (“Prome-
ga”) котрансфицировали с репортерным векто-
ром в соотношении 1 : 10.

Иммунофлуоресцентный анализ. Для определе-
ния 5mC клетки HeLa, выращенные на покровных
стеклах, трансфицировали неметилированной и
метилированной плазмидой pLTR-Luc2P-EGFP
(0.2 мкг/лунку) в течение 36 ч и фиксировали в
4%-ном параформальдегиде в фосфатно-солевом
буфере (PBS) в течение 15 мин при комнатной
температуре. Клетки трижды промывали PBS и

для блокирования инкубировали в PBS, содержа-
щем 5% FBS и 0.3% Triton X-100, затем инкубиро-
вали в течение ночи при 4°C с моноклональными
антителами к 5mC (1 : 100, “EpiGentek”, США).
На следующий день после повторного выдержи-
вания при комнатной температуре в течение 1 ч
клетки трижды промывали PBS и инкубировали с
антителами козы к IgG (H + L) мыши, конъюги-
рованными с красителем Alexa Fluor 555 (1 : 500,
“Thermo Fisher”) в течение 1 ч при 37°C. После трех
отмывок в PBS клетки инкубировали с раствором
DAPI (“Beyotime”, Китай) в течение 3–5 мин. Об-
разцы промывали PBS, затем помещали на пред-
метные стекла со средой для фиксации флуо-
ресценции (“Beyotime”) и исследовали с помо-
щью конфокального микроскопа (“Leica Inc”,
Германия).

Для обнаружения EGFP клетки 293T исследо-
вали через 36–48 ч после трансфекции с помо-
щью флуоресцентного инвертированного мик-
роскопа Nikon (Nikon ECLIPSE Ti, Япония),
изображения фотографировали и обрабатывали
с помощью NIS-Elements D.

Вестерн-блотинг. Через 48 ч после трансфек-
ции клетки линии 293Т лизировали на льду в бу-
фере RIPA с добавлением ингибиторов протеаз
(“Beyotime”). Лизаты фракционировали с помо-
щью электрофореза в денатурирующем полиа-
криламидном геле (SDS-PAGE) и переносили на
нитроцеллюлозную (NC) мембрану (“Millipore”,
США). Мембраны блокировали 5%-ным обезжи-
ренным сухим молоком в PBS, инкубировали с
антителами кролика к GFP (разведение 1 : 400 в
PBS, “Santa Cruz”, США) и снова инкубирова-
ли со вторичными антителами козы к IgG кролика,
конъюгированными с пероксидазой хрена (IgG-
HRP, разведение 1 : 10000 в PBS, “Elabscience”,
США), иммуноблотинг GAPDH выполняли с ан-
тителом к GAPDH человека (1 : 10000, “Sigma”,
США) в качестве контроля. Детектировали с ис-
пользованием усиленной хемилюминесценции
(“Bio-Rad”, США).

Анализ активности люциферазы. Активность
люциферазы светлячков и Renilla измеряли с ис-
пользованием системы анализа репортеров лю-
циферазы Dual-Glo® (“Promega”). Через 48 ч
после трансфекции в лунки планшета добавляли
реагент Dual-Glo® в объеме, равном объему
культуральной среды. Планшет переворачивали
в течение 20 мин для достижения полного лизи-
са. Люминесценцию люциферазы светлячка
(Fluc) измеряли на люминометре для микроплан-
шетов GloMax®-96 (“Promega”). Затем добавля-
ли равное количество реагента Dual-Glo® Stop &
Glo® и через 20 мин измеряли люминесценцию
Renilla (Rluc). Относительную активность люци-
феразы (RLA, Relative Luciferase Activity) рассчи-
тывали по соотношению активностей Fluc/Rluc.
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Относительный коэффициент ответа (RRR,
Relative Response Ratio) рассчитывали по фор-
муле [(экспериментальный RLA) – (RLA кле-
ток, трансфицированных полностью метилиро-
ванной ДНК)]/[(RLA клеток, трансфицированных
неметилированной ДНК)-(RLA клеток, трансфи-
цированных полностью метилированной ДНК)].

Анализ чувствительности к HpaII. Уровни
CpG-метилирования 5'-LTR в pLTR-Luc2P-EGFP
определяли с помощью количественной ПЦР в
реальном времени (кПЦР) после расщепления
HpaII, которое блокируется метилированием
CpG [35]. Суммарную ДНК выделяли из транс-
фицированных клеток с помощью набора Quick-
DNATM Miniprep Plus (“Zymo”). ДНК (0.5 мкг)
инкубировали с 10 ед. HpaII или в контрольной
реакции без HpaII при 37°C в течение 4 ч и инак-
тивировали в течение 20 мин при 80°C. В количе-
ственной ПЦР с SYBR Premix Ex Taq (Tli RNaseH
Plus, “Takara”, Китай) использовали равные ко-
личества как в контрольной реакции, так и в ре-
акции с добавлением HpaII. Затем амплифициро-
вали 5'-LTR, фланкирующий два сайта расщепле-
ния HpaII. В качестве внутреннего стандарта
использовали конститутивный ген GAPDH. ПЦР
проводили на приборе Applied Biosystems 7500 Re-
al-Time PCR в следующих условиях: 95°C в тече-
ние 30 с, затем 40 циклов – 95°C, 5 с и 60°C, 30 с.
Последовательности праймеров для 5'-LTR: пря-
мой – GCCAATGAAGGAGAGAACAACA и обрат-
ный – AGCGGAAAGTCCCTTGTA; для GAPDH:
прямой – GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC и
обратный – CAGAGTTAAAAGCAGCCCTGGT.
Реакцию проводили в трех повторностях. Чув-
ствительность сайта CCGG к HpaII рассчитывали
как [1–2Ct (пустой) – Ct (HpaII)] ×100%.

Статистический анализ. Данные представлены
как среднее значение ± стандартное отклонение,
вычисленное по данным по крайней мере двух
независимых экспериментов; каждое повторение
состоит не менее чем из трех технических повто-
ров. Двусторонний t-критерий Стьюдента и од-
нофакторный дисперсионный анализ (ANOVA)
выполнены с использованием SPSS (версия 21,
IBM). Статистически значимым считали P < 0.05.

Гистограмма получена с помощью Graphpad
Prism 6 для наиболее наглядного отображения
данных. Стандартную кривую строили с помо-
щью Excel 2013, чтобы показать корреляцию меж-
ду результатами трех анализов метилирования
ДНК и стандартом. График Bland–Аltman полу-
чен с помощью программного обеспечения Med-
Calc для оценки соответствия трех анализов ме-
тилирования ДНК.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Конструирование и метилирование репортерного 
вектора pLTR-Luc2P-EGFP

В качестве основы для создания репортерного
вектора использовали pEGFP-N1. Модифициро-
ванную люциферазу светлячка Luc2P встраивали
в сайт множественного клонирования, в качестве
репортера использовали слитый белок Luc2P-
EGFP. Исходный промотор CMV был заменен на
5'-LTR HIV-1, который содержит восемь сайтов
CpG и легко метилируется [34, 39] (рис. 1а). По-
сле метилирования in vitro с помощью M.SssI век-
тор pmeLTR-Luc2P-EGFP может быть доставлен
в клетки млекопитающих. Затем статус метили-
рования промотора 5'-LTR можно отслеживать,
анализируя чувствительность к HpaII (ПЦР в ре-
альном времени) прямо [35] или косвенно за счет
измерения уровня экспрессии репортерного гена
Luc2P-EGFP. В трансфицированных клетках
экспрессию Luc2P-EGFP можно оценивать каче-
ственно с помощью флуоресцентной микроско-
пии, полуколичественно – с помощью вестерн-
блотинга (антитела к GFP) или определять коли-
чественно по активности люциферазы (рис. 1б).

Вектор pmeLTR-Luc2P-EGFP после обработ-
ки M.SssI анализировали с использованием ре-
стриктаз HpaII/MspI. Оба фермента распознают
один и тот же сайт CCGG, однако расщепление
HpaII может быть заблокировано метилировани-
ем CpG [40]. На рис. 2а приведена картина рас-
щепления метилированной и неметилированной
ДНК рестриктазой MspI, показывающая присут-
ствие сайтов CCGG в векторе pLTR-Luc2P-GFP.
Однако устойчивой к действию HpaII была толь-
ко ДНК, обработанная M.SssI, что указывает на
полное метилирование CpG-сайтов в pmeLTR-
Luc2P-EGFP после обработки M.SssI. Эффектив-
ность метилирования подтверждена также би-
сульфитным секвенированием области LTR. Как
показано на рис. 2б, в четырех из шести плазмид-
ных клонов, обработанных M.SssI (M1–M6), сте-
пень метилирования CpG-сайтов составляла
87.5%, а в остальных двух – 75%. Напротив, во
всех шести неметилированных клонах (U1–U6)
метилированы были 0% сайтов CpG. Затем pmeL-
TR-Luc2P-EGFP трансфицировали в клетки ли-
нии HeLa, 5mC определяли с помощью иммуно-
флуоресцентного анализа. В клетках, трансфи-
цированных неметилированной ДНК, 5mC не
обнаружен (рис. 2в, нижняя панель). В клетках,
трансфицированных pmeLTR-Luc2P-EGFP, 5mC
обнаружен и в основном локализован в ядре
(рис. 2в, верхняя панель). По-видимому, pmeLTR-
Luc2P-EGFP остается метилированным и ста-
бильным после доставки в живые клетки.
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Оценка репортерной системы

Для оценки репортерной системы равные ко-
личества репортерных плазмид, обработанных
или необработанных M.SssI, вводили в клетки
линии 293T. Через 48 ч после трансфекции клетки
анализировали согласно схеме, представленной
на рис. 1б. Методами флуоресцентной микроско-
пии и вестерн-блотинга показано более сильное
подавление экспрессии Luc2P-GFP в клетках,
трансфицированных pmeLTR-Luc2P-EGFP, чем в
клетках, трансфицированных неметилированной
плазмидой (рис. 3а, б). Аналогичный результат по-
лучен с помощью анализа активности люцифера-
зы, т.е. относительная активность люциферазы в
клетках, трансфицированных pmeLTR-Luc2P-
EGFP, была значительно снижена (рис. 3в, P < 0.01).
Более того, чувствительность ДНК, выделенной
из клеток, трансфицированных pmeLTR-Luc2P-
EGFP, к HpaII была значительно снижена (рис. 3г,
P < 0.01), т.е. подавление экспрессии гена корре-
лирует с метилированием промотора. Таким об-
разом, показано, что эти три метода (обнаруже-
ние EGFP, Luc2P, 5mC в области LTR) позволяют

отличать метилированные образцы ДНК от неме-
тилированных.

Количественная оценка статуса метилирования
с помощью репортерной системы

Позволяет ли наша система количественно
определять метилирование ДНК? Чтобы понять
это, мы провели эксперимент с разведением.
Полностью метилированную плазмиду (pmeLTR-
Luc2P-EGFP) принимали за 100%, а неметилиро-
ванную (pLTR-Luc2P-EGFP) – за 0%. Плазмиды
смешивали в различных соотношениях (3 : 1, 2 : 2,
1 : 3) с получением 75, 50 и 25% метилированной
плазмиды. Смесью ДНК с разными градиентами
метилирования (100, 75, 50, 25, 0%) трансфициро-
вали клетки линии 293Т и определяли статус ме-
тилирования. Как следует из рис. 4, снижение
уровней метилирования приводит к постепенно-
му увеличению экспрессии Luc2P-GFP; на это
указывает интенсивность флуоресценции, дан-
ные вестерн-блотинга, относительный коэффи-
циент ответа (RRR) люциферазного теста. Та же
тенденция показана при анализе чувствительно-

Рис. 1. Описание репортерного вектора и схема эксперимента. а – Схематическое изображение конструкции pLTR-
Luc2P-EGFP. Показаны ключевые компоненты, в которых экспрессия слитого белка Luc2P-EGFP находится под
контролем промотора 5'-LTR HIV-1. б – Схематическая иллюстрация экспериментальных процедур.
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сти к HpaII. Тем самым мы подтвердили, что
представленная репортерная система может най-
ти применение в количественных измерениях ме-
тилирования ДНК.

Оценка точности и надежности методов 
определения метилирования ДНК

Чтобы оценить точность методов определения
метилированния ДНК, проведен линейный ре-
грессионный анализ данных, представленных на
рис. 4, отложенных в зависимости от процента
метилирования. На рис. 5 показана сильная ре-

грессионная зависимость между нормированны-
ми значениями и процентом метилированния
ДНК (R2 = 0.9156 для вестерн-блотинга; R2 = 0.9613
для люциферазного теста; R2 = 0.9867 для анализа
чувствительности к HpaII), что свидетельствует о
хорошей корреляции между измеренным значе-
нием и фактическим уровнем метилирования.

Соответствие результатов измерений проана-
лизировано также с помощью графика Bland–Al-
tman [41, 42]. Все значения, полученные с помо-
щью вестерн-блотинга, люциферазного теста и
анализа чувствительности к HpaII, находятся

Рис. 2. Анализ метилирования ДНК, опосредованного M.SssI. а – Расщепление ДНК рестрикционной эндонуклеазой.
Метилированные (M.SssI+) и неметилированные (M.SssI-) расщепляли ДНК-субстраты pLTR-Luc2P-GFP, как пока-
зано. HM, CCC и Cut – более высокая масса, ковалентно замкнутая кольцевая и расщепленная плазмида соответ-
ственно. б – Бисульфит-опосредованное картирование pLTR-Luc2P-GFP. Каждая строка представляет собой молеку-
лу ДНК, независимо клонированную из метилированных (M1–M6) или неметилированных (U1–U6) клонов pLTR-
Luc2P-EGFP. Каждый столбец представляет один CpG-сайт в области LTR. Белые кружки указывают на неметилиро-
ванные CpG-сайты, закрашенные – на метилированные. Уровень метилирования ппоказан как процент метилиро-
ванных CpG в каждом клоне. в – Иммунофлуоресцентный анализ 5mC в метилированных (M) или неметилирован-
ных (UM) клетках, трансдуцированных pLTR-Luc2P-EGFP. Клетки HeLa, трансдуцированные репортерной плазми-
дой, окрашивали антителом к 5mC и DAPI. Показаны репрезентативные результаты трех экспериментов.
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рамках соответствия, представленного на рис. 6; в
эти рамки попадают все 100% различий. Считает-
ся, что если в пределы соответствия попадают бо-
лее 95% различий, то соответствие считают хоро-
шим [42]. Таким образом, результаты, полученные
с помощью трех методов, хорошо соответствуют
фактическому уровню 5mC pLTR-Luc2P-EGFP.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нами представлена репортерная система, поз-
воляющая оценивать модификации 5mC в клет-
ках млекопитающих вместе с точной и надежной
визуализацией и количественным определением
событий метилирования, включая ПЦР в реаль-
ном времени, вестерн-блотинг и анализ люцифе-
разной активности. Первые два метода, несмотря
на то что для них требуются только реактивы, до-
ступные в молекулярно-биологических лаборато-

риях, более сложны и трудоемки, чем люцифераз-
ный тест. Для анализа люциферазной активности
требуется специальное оборудование и реагенты,
однако отсутствует этап подготовки образца. Та-
ким образом, это простой, быстрый, высоко чув-
ствительный метод, позволяющий получать точ-
ные результаты с минимальными усилиями.

Люциферазу впервые обнаружили у светлячка
(Photinus pyralis) в 1985 г. В настоящее время метод
определения люциферазы широко используется в
науке и промышленности [43]. Репортерные си-
стемы, содержащие люциферазу, применяют в
функциональной геномике (например, в скри-
нинге РНК-интерференции) для изучения сиг-
нальных путей, молекулярных механизмов и
определения биологической активности. Начи-
ная с 1987 г., термин “люциферазный репортер-
ный тест” встретился более чем в 20000 публика-
ций [44]. Репортерные гены люциферазы облада-

Рис. 3. Оценка репортерной системы pLTR-Luc2P-EGFP в клетках линии 293T. а – Изображение флуоресценции
Luc2P-EGFP, полученное методом флуоресцентной микроскопии. Интенсивность флуоресценции EGFP в клетках
линии 293T, трансфицированных репортерными векторами M или UM (слева). Клетки высевали примерно с одина-
ковой плотностью, о чем свидетельствуют данные фазово-контрастной микроскопии (справа). б – Вестерн-блотинг
Luc2P-EGFP в клетках, трансдуцированных векторами M и UM. Репрезентативное изображение блота получено из
трех экспериментов. На гистограмме представлены данные, определенные по относительной интенсивности флуо-
ресценции с использованием анализа изображений (среднее ± стандартное отклонение из трех экспериментов. **P <
< 0.01, t-критерий Стьюдента). в – Относительная активность люциферазы в клетках линии 293T, трансфицирован-
ных плазмидами M и UM. Эксперименты проводили 3 раза, по три повторности каждый. Данные представлены как
среднее ± стандартное отклонение. **P < 0.01, t-критерий Стьюдента. г – Чувствительность области LTR к HpaII в
клетках, трансфицированных плазмидами M и UM. Открытые кружки – данные отдельного эксперимента, короткая
линия – средние значения. **P < 0.01, t-критерий Стьюдента.
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Рис. 4. Количественная оценка точности репортерной системы. Клетки линии 293T, трансфицированные pLTR-
Luc2P-EGFP, метилированными на 100, 75, 50, 25, 0%, изучали с помощью флуоресцентной микроскопии (а), ве-
стерн-блотинга (б), определения люциферазной активности, представленного в виде относительного коэффициента
ответа (в) и анализа чувствительности к HpaII (г). Эксперименты проводили 3 раза, культуры получали в трех повтор-
ностях. Результаты представлены как среднее ± стандартное отклонение. Репрезентативное флуоресцентное изобра-
жение и изображение блота получены из результатов трех экспериментов. Светлые кружки (г) – данные отдельных
экспериментов, линии – средние значения. *P < 0.05, **P < 0.01, однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA).
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Рис. 5. Анализ линейной регрессии между уровнем метилирования трансфицированной плазмиды и нормированны-
ми значениями, полученными методом вестерн-блотинга (а), определения люциферазной активности (б) и чувстви-
тельности к HpaII (в), представленными на рис. 4. Сплошной кружок – средние значения, прямая линия – соответ-
ствующая стандартная кривая, пунктиром показана связь между фактическими значениями. Приведено уравнение
кривой линейной регрессии и коэффициент корреляции (R2).
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ют следующими важными характеристиками:
исключительной чувствительностью (в 10–1000
раз большей, чем у таких флуоресцентных репор-
теров, как GFP), широким динамическим диапа-
зоном, отсутствием эндогенной активности в
клетках-хозяевах, мешающей, как правило, ко-
личественному определению, и моментальным
измерением [45].

Таким образом, мы использовали двойной лю-
циферазный тест для оценки метилирования 5'-
LTR HIV-1 в трансфицированных клетках линии
293T. Люцифераза светлячка Luc2P отслеживает
транскрипционную активность промотора LTR, в
то время как люцифераза Renilla служит внут-
ренним контролем для минимизации изменчи-
вости из-за ошибок пипетирования, разной
жизнеспособности клеток и эффективности
трансфекции [46]. Соотношение двух сигналов
люциферазы (относительная активность люци-
феразы) является эквивалентом относительной
экспрессии Luc2P-EGFP и косвенно отражает
статус метилирования промотора. В нашем ис-
следовании экспрессию Luc2P-EGFP также вы-
являли с помощью вестерн-блотинга. Показано,
что с помощью обоих методов можно измерять
уровень экспрессии белка в линейном диапазоне
от 0 до 100% метилированной ДНК. Люцифераз-
ный тест имеет более высокую точность (R2 =
= 0.9613), чем вестерн-блотинг (R2 = 0.9156). В то
же время для непосредственного изучения мети-
лирования LTR мы применяли анализ чувстви-
тельности к HpaII, который основан на комби-
нации чувствительной к метилированию ре-
стриктазы HpaII и количественной ПЦР [35, 47].
Показано, что чувствительность к HpaII также
отрицательно коррелирует с уровнем метилиро-
вания pLTR-Luc2P-EGFP. Анализ Bland–Altman
показал, что люциферазный тест сопоставим с
анализом чувствительности к HpaII и хорошо со-

гласуется с фактическим уровнем метилирования
ДНК. Таким образом, доказано, что определение
люциферазной активности вполне может исполь-
зоваться для детектирования метилирования ДНК
в живых клетках.

Более того, простота и чувствительность дела-
ет люциферазный тест высокопроизводительным
инструментом для поиска новых соединений, ко-
торые модулируют метилирование ДНК. Действи-
тельно, люциферазные тесты использовали для
скрининга противомикробных агентов против
Mycobacterium tuberculosis и иммуносупрессоров
еще в 1990-х гг. [48, 49]. В дальнейшем подтверди-
ли потенциальную пользу люциферазного теста
при проведении скрининговых исследований,
поскольку этот метод может не только снизить
стоимость скрининга лекарственных средств, но
и повысить надежность и предсказуемость ре-
зультатов [50].

Что касается нашей репортерной системы, в ко-
торой экспрессия люциферазы управляется про-
мотором HIV-1, то ее можно использовать для по-
иска соединений, направленных на реактивацию
латентного HIV-1. Латентный период HIV-1 пред-
ставляет основное препятствие для полного удале-
ния этого вируса из организма инфицированных.
Реактивация латентного вируса – это первый шаг в
стратегии “бей и убей”, новом направлении в тера-
пии HIV-1 [51]. Показано, что метилирование
ДНК в области LTR тесно связано с регуляцией
латентности вируса [52]. Гиперметилирование
подавляет экспрессию вирусных генов и стабили-
зирует латентное состояние HIV-1. Соединения,
деметилирующие LTR, реактивируют латентный
вирус и могут в дальнейшем использоваться для
устранения или уменьшения вирусных резервуа-
ров [51, 53]. По этой причине вместо использова-
ния HIV-инфицированных клеточных линий или
первичных культур клеток, где латентность мо-

Рис. 6. Графики Bland–Altman для вестерн-блотинга (а), анализа люциферазной активности (б) и анализа чувстви-
тельности к HpaII (в). Значения D представляют разницу между полученными результатами и соответствующим про-
центом метилирования. Пунктирные линии соответствуют среднему значению (%), сплошные линии – среднему зна-
чению (%) ± 1.96 стандартного отклонения, полые кружки – различия в величинах D.
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жет быть достигнута с помощью более чем одного
механизма, соединения, реактивирующие вирус
исключительно через деметилирование ДНК, мо-
гут быть проверены в нашей репортерной систе-
ме, что также применимо к изучению метилиро-
вания LTR в латентном периоде HIV-1. Тем самым
можно расширить скрининг соединений против за-
болеваний, вызванных аномальными изменениями
метилирования [54].

В заключение необходимо отметить, что раз-
работана и проверена репортерная система pLTR-
Luc2P-EGFP на основе люциферазы. Доказана
пригодность и надежность этой системы оценки
изменений метилирования. Наше исследование
продвигает использование биолюминесценции в
области эпигенетики и предлагает новый метод
скрининга соединений, метилирующих/демети-
лирующих ДНК.
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фондом естественных наук Китая (№ 81501734,
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A LUCIFERASE-EGFP REPORTER SYSTEM FOR THE EVALUATION
OF DNA METHYLATION IN MAMMALIAN CELLS

X. X. Wang1, *, H. J. Jia2, Y. R. Lv1, 2, H. H. Sun1, 2, X. L. Wei3, J. Y. Tan3, and Z. Z. Jing2, **
1School of Public Health, Lanzhou University, Lanzhou, 730000 China

2State Key Laboratory of Veterinary of Etiological Biology, Key Laboratory of Veterinary Public Health of Agricultural Ministry, 
Lanzhou Veterinary Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Lanzhou, 730000 China
3Institute of Immunology, School of Basic Medical Sciences, Lanzhou University, Lanzhou, 730000 China

*e-mail: wangxiaoxia@lzu.edu.cn
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DNA methylation is an essential epigenetic modification involved in numerous biological processes. Here,
we present a cell-based system pLTR-Luc2P-EGFP for evaluation of DNA methylation in mammalian cells.
In this system, the expression of reporter gene luciferase2P (Luc2P)-EGFP is under the control of HIV-1
promoter 5' long terminal repeat (LTR), which contains multiple CpG sites. Once these sites are methylated,
the expression of Luc2P-EGFP is turned off, which may be visualized under f luorescence microscopy, with
quantification performed in luciferase activity assay. As a proof of principle, pLTR-Luc2P-EGFP was meth-
ylated in vitro, and transfected into 293T cells, where the reduction of Luc2P-EGFP expression was con-
firmed. Premixed reporter DNA samples with the methylation levels varying from 0 to 100% were used for
quantitative measurements of DNA methylation. The resulting standard curves indicated the accuracy of lu-
ciferase activity exceeding that of the Western blotting against EGFP. The Bland–Altman analysis showed
that data from luciferase activity assay were in good agreement with the actual DNA methylation levels. In
summary, we have established a reporter system coupled with reliable detection technique capable of efficient
quantifying the changes in methylation in mammalian cells. This system may be utilized as a high throughput
screening tool for identifying molecules that modulate DNA methylation.

Keywords: Luc2P firefly luciferase, cell-based reporter system, HIV-1 promoter 5' LTR, DNA methylation
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В борьбе с патогенами нейтрофилы используют различные механизмы, включая дегрануляцию, фа-
гоцитоз и высвобождение внеклеточных нейтрофильных ловушек (NET). Изучено влияние синте-
тического формил-пептида (FMLP) на нейтрофилы человека in vitro, а также роль митоксантрона
(MTX) – фармакологического блокатора митохондриального Ca2+-унипортера (MCU), в измене-
ниях нейтрофилов, вызванных FMLP. Изолированные нейтрофилы и препараты нейтрофилов
цельной крови обрабатывали MTX, а затем стимулировали FMLP. Морфологию нейтрофилов и их
содержание определяли с использованием светопольной микроскопии и окрашивания мазков по
Филдсу. Повреждение нейтрофилов оценивали также по высвобождению внеклеточной ДНК. По-
казано, что дегенеративные изменения в нейтрофилах и повышение выхода ДНК из клеток, стиму-
лированных FMLP, негативно ассоциированы с присутствием тромбоцитов в препаратах цельной
крови. Предобработка MTX существенно снижает индуцируемое FMLP повреждение нейтрофилов
и высвобождение ДНК. Индуцируемые FMLP изменения нейтрофилов уменьшает также метфор-
мин – известный ингибитор образования NET. Таким образом, мы не только подтвердили, что
FMLP способен повреждать нейтрофилы, но также выявили вклад MCU в регуляцию морфологи-
ческих изменений нейтрофилов человека, индуцированных FMLP.

Ключевые слова: препараты цельной крови, внеклеточные нейтрофильные ловушки, дегенерация
нейтрофилов, N-формил-метионил-лейцил-фенилаланин, митохондриальный Ca2+-унипортер,
митоксантрон
DOI: 10.31857/S0026898421050025

ВВЕДЕНИЕ
Нейтрофилы – жизненно важные компонен-

ты системы врожденного иммунитета – являются
первой линией защиты от патогенов [1]. В ходе
воспаления нейтрофилы поступают в участки ин-
фекции, где убивают патогены с использованием
таких механизмов, как дегрануляция, образова-
ние активных форм кислорода (ROS) и фагоцитоз
[2]. При этом сильные стимулы влияют также на
морфологию нейтрофилов, вызывая изменение
формы ядер и экспансию цитоплазмы. В таких
нейтрофилах расширена ядерная область, ликви-
дированы ядерные доли, деконденсирован хро-
матин, искажена форма клетки, разрушены ядер-
ная и плазматическая мембраны, что может при-
водить к выходу покрытой клеточными белками
ДНК в виде внеклеточных ловушек (NET), еще
одной стратегии борьбы с инфекцией [3, 4]. В по-

следнее время большой интерес вызывает участие
NET в патогенезе таких неинфекционных болез-
ней, как аутоиммунные состояния [5], почечно- и
желчнокаменная болезни [6] и даже в первичной
дисфункции трансплантата [7]. Более того, дегене-
ративные изменения нейтрофилов вносят вклад в
патогенез таких заболеваний, связанных с воспале-
нием, как атеросклероз, воспалительная болезнь
кишечника, легочные синдромы [8–11].

Формил-метионил-лейцил-фенилаланин
(FMLP) – мощный хемоаттрактант хемокинов,
который имитирует формил-пептиды, высво-
бождаемые бактериями в ходе инфекции [12].
FMLP связывается с рецепторами формил-пеп-
тидов на нейтрофилах [13] и индуцирует деграну-
ляцию и фагоцитоз нейтрофилов, повышая уро-
вень клеточного Ca2+ и продукцию ROS [14]. Од-
нако роль FMLP в индукции дегенеративных

1 Статья представлена авторами на английском языке.
Сокращения: WB – цельная кровь; WBP – препараты цельной крови, свободные от тромбоцитов; NET – внеклеточные
нейтрофильные ловушки; FMLP – N-формил-метионил-лейцил-фенилаланин; MCU – митохондриальный Ca2+-унипор-
тер; MTX – митоксантрон.

УДК 612.017.1:612.112.31
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изменений, которые могут быть ассоциированы с
образованием NET в нейтрофилах, не установле-
на. Сообщается, что митохондриальный унипор-
тер Ca2+ (MCU), который регулирует вход Ca2+ в
митохондрии [15], индуцирует поляризацию и хе-
мотаксис нейтрофилов [16], но его участие в об-
разовании NET и дегенерации нейтрофилов, ин-
дуцируемой формил-пептидами, не доказано. На-
ми изучены опосредуемые FMLP изменения
нейтрофилов и определен вклад поглощения Ca2+

митохондриями путем фармакологической моду-
ляции MCU с использованием недавно идентифи-
цированного блокатора – митоксантрона (MTX).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Получение препарата нейтрофилов центрифуги-
рованием в градиенте плотности (DGP). Обычно
нейтрофилы изучают, используя обогащенные
препараты этих клеток из крови животных, здо-
ровых доноров и/или пациентов [17]. Нейтрофи-
лы из крови человека выделяли с использованием
центрифугирования в двойном градиенте плот-
ности. У каждого донора отбирали по 3 мл крови
в 15 мл фальконовскую пробирку, содержащую
12 мкл гепарина (20 МЕ/мл) в качестве коагулянта,
и разбавляли 3 мл сбалансированного солевого рас-
твора Хенкса (HBSS; “ThermoFisher”, США; Ref:
14175-095). Затем в такую же пробирку вносили 3 мл
Pancoll Human Granulocytes 1.119 г/мл (“Pan-
Biotech”, ФРГ, CAT. № 60110) и осторожно на-
слаивали сверху 3 мл Pancoll Human 1.077 г/мл
(“Pan-Biotech”, CAT. № 60100) в соответствии с
инструкциями фирмы. На верхний слой Pancoll
медленно и осторожно наслаивали 6 мл разбав-
ленной крови. Пробирки центрифугировали в
бакет-роторе (“Kokusan” Япония; модель № H-
103RS) при 1600 об./мин в течение 40 мин без
торможения. После центрифугирования отбира-
ли слой мононуклеарных клеток периферической
крови (PBMC). В случае центрифугирования в
двойном градиенте плотности мы не видели от-
дельного слоя гранулоцитов, как утверждалось в
протоколе фирмы. Гранулоциты соосаждались с
эритроцитами на дно пробирки.

Нижний слой, содержащий гранулоциты и
эритроциты, разбавляли 5 мл HBSS и снова цен-
трифугировали при 800 об./мин в течение 10 мин
без торможения при комнатной температуре в
той же центрифуге. После декантирования супер-
натанта в осадке, содержащем тонкий белый слой
гранулоцитов, проводили лизис эритроцитов с
использованием 33 и 267 мМ NaCl.

В качестве альтернативного дешевого и быстро-
го метода выделения PBMC из цельной крови ис-
пользовали только Pancoll Human 1.077 г/мл. Ниж-
ний слой, содержащий красные кровяные клетки,
обрабатывали для выделения нейтрофилов. В этом

же методе 2 мл Pancoll 1.077 г/мл вносили в дру-
гую 15 мл фальконовскую пробирку, тщательно
наслаивали на него 3 мл разбавленной крови и
центрифугировали при 1600 об./мин без тормо-
жения в течение 15 мин при комнатной темпера-
туре. Слой PBMC отсасывали и переносили в от-
дельную пробирку. Слой эритроцитов разбавляли
5 мл HBSS, эритроциты лизировали, как описано
ранее. Изолированные нейтрофилы ресуспенди-
ровали в HBSS и хранили при комнатной темпе-
ратуре до проведения эксперимента.

Получение препаратов нейтрофилов цельной
крови (WBP). Ранее нейтрофилы получали, ис-
пользуя центрифугирование в градиенте плотно-
сти в комбинации с лизисом эритроцитов для от-
деления нейтрофилов от других клеток крови.
Однако механический стресс, ассоциированный
с активацией нейтрофилов, поставил под вопрос
возможность использования длительного цен-
трифугирования и осмотического шока для обога-
щения фракции нейтрофилов в градиенте плотно-
сти [18]. Поэтому для оценки изменений, вызван-
ных центрифугированием в градиенте плотности,
и влияния тромбоцитов на опосредуемую FMLP
дегенерацию нейтрофилов применили подход, ос-
нованный на использовании цельной крови (WB).
Для этого 5 мл крови отбирали в 15 мл фалько-
новскую пробирку, содержащую 20 мкл гепари-
на (20 МЕ/мл) в качестве антикоагулянта. Затем
кровь переносили в две пробирки – 2 мл в одну и
3 мл в другую. Для опытов с WB в первой пробир-
ке кровь (2 мл) разводили 2 мл HBSS. При полу-
чении препарата нейтрофилов из цельной крови
(WBP) пробирку с 3 мл крови центрифугировали
при 1100 об./мин в течение 20 мин без торможе-
ния при комнатной температуре. Всю обогащен-
ную тромбоцитами плазму, полученную после ста-
дии центрифугирования, удаляли, а оставшийся
слой (примерно 2 мл), содержащий эритроциты и
лейкоциты, разбавляли 2 мл HBSS для дальнейших
опытов.

Стимуляция нейтрофилов. Способность FMLP
индуцировать дегенеративные изменения изучали
на нейтрофилах (DGP, WB и WBP), которые стиму-
лировали 50 нM FMLP (Cat No. Sc-358988A, “Santa
Cruz Biotechnology”, США) в течение 15 мин при
37°C в инкубаторе (“Thermo Scientific”, США). В
процессе инкубации микроцентрифужные про-
бирки, содержащие контрольные образцы (обра-
ботанные и необработанные FMLP), постоянно
вращали в роторном миксере.

Предварительная обработка нейтрофилов ми-
токсантроном (MTX) и метформином. Стимулиро-
ванные FMLP нейтрофилы (DGP и WBP) предва-
рительно обрабатывали 10 мкМ MTX (Cat № sc-
203136, “Santa Cruz”) в течение 60 мин при 37°C в
инкубаторе с постоянным вращением в роторном
миксере. В качестве положительного контроля
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при сравнении влияния MTX на FMLP-стимули-
рованные нейтрофилы мы использовали мет-
формин, который супрессирует нетоз (NETosis)
путем ингибирования комплекса I. С этой целью
стимулированные FMLP нейтрофилы (WBP)
предварительно обрабатывали 1 мМ метформи-
ном в течение 30 мин при 37°C при постоянном
перемешивании [19].

Морфологическая характеристика и количе-
ственное определение нейтрофилов. Для проверки
морфологических изменений, возникающих в
нейтрофилах в ответ на стимуляцию FMLP, рас-
творы, содержащие обработанные FMLP нейтро-
филы, наносили на предметные стекла, высуши-
вали на воздухе и фиксировали метанолом (“Sig-
ma Aldrich”, ФРГ; Cat № 32213-2) в течение 1 мин.
Затем стекла окрашивали по методу Филдса.
Изображения нейтрофилов при увеличении ×100
получали на световом микроскопе (“Olympus”
CX41, Япония) с цифровой камерой (“Tuksen”;
модель ISH5000). На каждом стекле обсчитывали
примерно 100–150 клеток.

Выделение и количественное определение вне-
клеточной ДНК (вкДНК). Для дальнейшего ана-
лиза влияния FMLP на нейтрофилы использова-
ли вкДНК, выделяемую центрифугированием на
спин-колонках. Образцы контрольных и стиму-
лированных FMLP растворов, содержащих ней-

трофилы, наносили на колонки, центрифугиро-
вали в течение 10 мин при 1600 об./мин при ком-
натной температуре в микроцентрифуге (“Thermo
scientific Heraeus Fresco 17”; Model No. 75002420) и
тщательно собирали бесклеточные супернатан-
ты. Количество вкДНК определяли спектрофото-
метрически при 260 нм.

Статистический анализ. Результаты анализиро-
вали, используя GraphPad Prism v5. T-тест. Стати-
стически значимые различия между группами
расcчитывали с помощью одно- и двухфакторно-
го метода ANOVA. Значения p < 0.05 считали ста-
тистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Обогащение в градиенте плотности
активирует нейтрофилы

При центрифугировании в градиенте плотно-
сти нейтрофилы подвергаются механическому
стрессу, что может приводить к их поляризации и
активации [1]. Поэтому мы сравнили морфологию
нейтрофилов в WB, в препаратах, полученных с
помощью DGP, и в препаратах, свободных от
тромбоцитов (WBP). Показано, что в препаратах,
полученных с помощью DGP, содержание (%) ак-
тивированных нейтрофилов существенно выше,

Рис. 1. Основанное на дифференциальном центрифугировании в градиенте плотности (DGP) выделение приводит к
большей активации нейтрофилов, чем при выделении из цельной крови (WB) и из препаратов цельной крови, свобод-
ных от тромбоцитов (WBP). а – Содержание (%) нормальных нейтрофилов в WB и WBP выше, чем в DGP. На диаграм-
ме представлены результаты сравнения нормальных и активированных нейтрофилов (n = 4). Содержание активиро-
ванных нейтрофилов в DGP значительно выше, чем в WB и WBP. **p < 0.01 как для DGP vs WB, так и для группы DGP
vs WBP. б – Микроскопическое изображение нейтрофилов в трех разных препаратах. i – Нейтрофилы, выделенные в
DGР, ii и iii – нейтрофилы из WBP и WB.
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чем в WB и WBP (рис. 1a). Микроскопическое ис-
следование нестимулированных нейтрофилов вы-
явило поляризацию плазматической мембраны и
разрушение ядерных долей в препарате DGP
(рис. 1б-i), что считается признаком активиро-
ванных клеток. Напротив, в препаратах WBP
(рис. 1б-ii) и в WB нейтрофилы (рис. 1б-iii) имеют
нормальную плазматическую мембрану и ядра с
несколькими дольками.

Обработка FMLP повышает число
дегенеративных нейтрофилов

С помощью микроскопического исследования
мы разделили стимулированные FMLP-нейтро-

филы в препаратах WBP на три главных катего-
рии: нормальные нейтрофилы с интактными
ядрами с несколькими дольками и плазматиче-
ской мембраной (рис. 2a-i); активированные
нейтрофилы, имеющие поляризованную форму
(рис. 2a-ii), и нейтрофилы с искаженной фор-
мой, разбухшими ядрами, разделенными ядерны-
ми дольками, увеличенным размером и высво-
божденными тонкими внеклеточными филамен-
тами (рис. 2a-iii и 2a-iv).

Обнаружено, что стимуляция нейтрофилов в
препаратах WBP FMLP (50 нM) приводит к изме-
нению их морфологии. Сравнение доли изменен-
ных и нормальных нейтрофилов в необработанных
образцах выявило высокую способность FMLP вы-

Рис. 2. FMLP индуцирует дегенеративные изменения в нейтрофилах человека. a – Морфологическая характеристика
стимулированных FMLP нейтрофилов (мазки, окрашенные по Филдсу). б – Контрольные препараты WBP содержат
больше нормальных и меньше измененных нейтрофилов, но при обработке 50 нM FMLP доля дегенеративных ней-
трофилов заметно возрастает. На диаграмме приведены средние значения ± SEM (n = 5); ***p < 0.001 для нормальных
и дегенерированных нейтрофилов как в необработанных, так и в обработанных образцах. в – Содержание вкДНК в
суспензии WBP, обработанной FMLP, выше, чем в необработанной. Результаты анализа образцов, полученных от
каждого донора, нормировали по отношению к необработанной группе для снижения ошибки, обусловленной инди-
видуальной вариабельностью концентрации ДНК. На диаграмме представлены средние значения ± SEM (n = 7), **p =
= 0.001. г – Обработка DMSO незначительно влияет на изменение уровней нормальных и дегенеративных нейтрофи-
лов. На диаграмме представлена доля нормальных и активированных нейтрофилов в обработанных и необработанных
DMSO образцах WBP (n = 4). д – Содержание вкДНК, выделенной из контрольных и обработанных DMSO нейтро-
филов, различается незначительно. На диаграмме представлены результаты сравнения количества вкДНК, вышедшей
из обработанных и необработанных DMSO нейтрофилов (n = 4).
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зывать повреждение нейтрофилов. Примечатель-
но, что наши данные показывают значительное
увеличение доли измененных нейтрофилов в груп-
пе, обработанной FMLP, что ассоциировано со
снижением доли нормальных клеток (рис. 2б).
Эти данные подтверждают тот факт, что FMLP спо-
собен вызывать дегенеративные изменения в ней-
трофилах, что может быть связано с некрозом или
высвобождением NET-подобных филаментов.

Высвобождаемая из нейтрофилов вкДНК ис-
пользуется также для диагностического выявле-
ния NET или поврежденных клеток при опреде-

ленных патологиях [20, 21]. Интересно, что нами
обнаружены значимые различия в высвобождении
вкДНК стимулированными FMLP и необработан-
ными контрольными образцами, что подтвержда-
ется микроскопическими данными (рис. 2в). На
основании этих результатов мы предполагаем,
что FMLP способен индуцировать в нейтрофилах
человека дегенеративные изменения, которые
могут быть связаны с некрозом или нетозом.

Нами показано также, что 0.45%-ный DMSO,
использованный как растворитель FMLP, не мо-
жет индуцировать такие морфологические изме-

Рис. 3. Покоящиеся тромбоциты ингибируют опосредуемое FMLP повреждение нейтрофилов. a – В препаратах WB
не выявлено различий в дегенерации нейтрофилов, обработанных 50 нM FMLP и в необработанных образцах. Мор-
фология нейтрофилов и диаграмма активированных нейтрофилов после стимуляции FMLP. На диаграмме показано
сравнение доли нормальных активированных и дегенеративных нейтрофилов в WB (n = 4). б – Значительное повыше-
ние доли дегенеративных нейтрофилов в препаратах WBP (без тромбоцитов) после стимуляции FMLP. Сравнение об-
работанных и необработанных FMLP нейтрофилов в WBP. На диаграмме показаны доли нормальных, активирован-
ных и измененных нейтрофилов в контрольных и стимулированных FMLP образцах WBP (n = 4). в – Доля изменен-
ных нейтрофилов в препаратах WBP, не содержащих тромбоцитов, значительно выше, чем в препаратах WB,
содержащих тромбоциты. Приведены средние значения ± SEM (n = 4), ***p < 0.001 для нейтрофилов в WBP. г – Срав-
нение высвобождения вкДНК в WB и WBP свидетельствует о более высоком содержании вкДНК в отсутствие тром-
боцитов в образцах, стимулированных в 50 нM FMLP. На диаграмме представлено содержание вкДНК, высвобожда-
емой контрольными и стимулированными FMLP образцами WB и WBP. ***p < 0.001 для высвобождения вкДНК ней-
трофилами, стимулированным FMLP, в WB vs WBP.
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нения в нейтрофилах (рис. 2г). Обработка DMSO
также не приводит к увеличению выхода вкДНК
(рис. 2д).

Покоящиеся тромбоциты ингибируют 
дегенеративные изменения нейтрофилов, 

индуцируемые FMLP
Взаимодействие тромбоцитов с нейтрофилами

рассматривали как длительный процесс, разви-
вающийся в течение многих лет [3]. По нашим
данным, число активированных нейтрофилов в
WB и WBP увеличивается при стимуляции FMLP
по сравнению с необработанными клетками
(рис. 3a, б). Однако доля измененных нейтрофи-
лов в WBP возрастает более значительно, чем в
WB (рис. 3в). Эти препараты отличаются только
наличием тромбоцитов, поэтому заманчиво было
предположить, что присутствие покоящихся тром-
боцитов в WB подавляет опосредуемое FMLP по-
вреждение нейтрофилов.

Нами изучено также влияние покоящихся
тромбоцитов на опосредуемое FMLP высвобожде-
ние вкДНК. Обнаружено, что стимуляция FMLP
образцов WB не приводит к значительному вы-
свобождению вкДНК по сравнению с контроль-
ной группой. Интересно, что нами обнаружено
значительно более существенное высвобождение
вкДНК в стимулированных FMLP образцах WBP
(рис. 3г). Таким образом, покоящиеся тромбоци-
ты существенно влияют на высвобождение вкДНК
нейтрофилами, стимулированными FMLP.

Митоксантрон препятствует возникновению 
дегенеративных изменений в нейтрофилах, 

опосредуемых FMLP

Для определения роли поглощения Ca2+ мито-
хондриями в опосредуемых FMLP дегенератив-
ных изменениях нейтрофилов человека исполь-
зовали MTX – недавно описанный блокатор
MCU [22]. Нами показано, что предварительная
обработка MTX приводит к значительному сниже-
нию доли измененных нейтрофилов в образцах,
стимулированных FMLP (рис. 4a). В соответствии
с уже опубликованными результатами изучения
роли метформина в уменьшении ассоциированных
с NET дегенеративных изменений в нейтрофилах
[23], наши данные показывают снижение доли
дегенеративных нейтрофилов в клетках, стиму-
лированных FMLP после предварительной обра-
ботки метформином (рис. 4б).

Используя данные, полученные с помощью
светопольной микроскопии, мы проверили, может
ли MTX ингибировать опосредованное FMLP вы-
свобождение вкДНК нейтрофилами. Примеча-
тельно, что нами выявлено значительное сниже-
ние высвобождения вкДНК нейтрофилами, обра-
ботанными MTX и метформином (рис. 4в, г).

Микроскопический анализ и количественное
определение вкДНК в образцах, предварительно
обработанных метформином, также свидетель-

Рис. 4. Митоксантрон (МТХ) и метформин ослабляют
индуцируемые FMLP изменения в нейтрофилах. a –
FMLP-стимулированные нейтрофилы, предобрабо-
танные 10 мкМ МТХ (FMLP + МТХ), содержат значи-
тельно меньше измененных нейтрофилов, чем образ-
цы, которые не обрабатывали МТХ (FMLP). На диа-
грамме представлены средние значения ± SEM (n = 5),
***p < 0.001 для нормальных нейтрофилов по сравне-
нию с дегенерированными в группах, получавших как
FMLP, так и FMLP + MTX. б – FMLP-стимулирован-
ные нейтрофилы, предобработанные 1 мM метформи-
на, содержат значительно меньше (%) дегенеративных
нейтрофилов, чем образцы без обработки (FMLP). На
диаграмме представлены средние значения ± SEM
(n = 5), **p < 0.001, ***p < 0.01 по сравнению с группой
FMLP. в – Сравнение количества вкДНК, высвобож-
даемой нейтрофилами, стимулированными FMLP,
с/без предварительной обработки МТХ. После обра-
ботки этим препаратом количество вкДНК значитель-
но снижается. Результаты анализа образцов, получен-
ных от каждого индивида, нормировали по результа-
там группы FMLP для снижения разброса данных,
обусловленного индивидуальной вариабельностью и
различным числом клеток. На диаграмме представле-
ны средние значения ± SEM (n = 7), **p < 0.01 для груп-
пы FMLP + MTX. г – Сравнение количества вкДНК,
высвобождаемой из стимулированных FMLP нейтро-
филов, с/без предварительной обработки метформи-
ном. Обработка клеток метформином значительно сни-
жает количество высвобождаемой вкДНК. Представле-
ны средние значения ± SEM (n = 4), *p < 0.05 для группы
FMLP + метформин.
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ствуют о супрессии дегенерации нейтрофилов под
действием FMLP.

Все сказанное позволяет предположить, что
ингибирование MCU под действием MTX снижа-
ет число дегенеративных нейтрофилов и высво-
бождение вкДНК в ответ на обработку FMLP.
Подтверждена роль метформина в ингибирова-
нии дегенеративных изменений в нейтрофилах
человека.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Центрифугирование в градиенте плотности ча-
сто применяют при изучении физиологии нейтро-
филов [24]. Однако механический стресс, возни-
кающий при этом, приводит к поляризации ней-
трофилов [18, 25]. Предварительная активация
нейтрофилов в ходе выделения может влиять на их
чувствительность к индукторам дегенерации или
на образование NET. Таким образом, предакти-
вированные нейтрофилы не подходят для изуче-
ния дегенеративных изменений и способности
синтетических соединений, подобных FMLP, ин-
дуцировать NET. С этой целью мы определили
сначала морфологический статус нейтрофилов,
выделенных с помощью центрифугирования в
градиенте плотности, и обнаружили более высо-
кое содержание активированных нейтрофилов.
Активация нейтрофилов может влиять на исход
стимуляции нейтрофилов FMLP ex vivo. Поэтому
мы применили альтернативный и дешевый ме-
тод, в котором индуцируемые FMLP изменения
морфологии нейтрофилов человека изучают в
WB-образцах.

FMLP – синтетический аналог бактериальных
формил-пептидов, который стимулирует моби-
лизацию Ca2+ нейтрофилами через мобилизацию
рецепторов формил-пептидов [26]. Опосредуе-
мая FMLP активация нейтрофилов вносит вклад
в поляризацию [1, 27], направленную миграцию,
адгезию и продукцию ROS клетками [14]. Однако
сообщения о NET-индуцирующем потенциале
FMLP неоднозначны [28]. Выделяют две катего-
рии образования NET, основанные на участии
NADPH-оксидазы (NOX). NOX-зависимый про-
цесс включает образование ROS с последующим
некротическим лизисом нейтрофилов после вы-
свобождения NET [29, 30]. Утверждалось, что гене-
рация ROS под действием FMLP не может индуци-
ровать образование NET в нейтрофилах, поскольку
для этого необходима аутофагия и продукция су-
пероксидных радикалов [31]. В 2016 г. показали, что
стимуляция нейтрофилов 1 мкМ FMLP не индуци-
рует высвобождение NET, что свидетельствует в
пользу этого утверждения [32]. Напротив, недавно
обнаружили, что стимуляции нейтрофилов 1 мкМ
FMLP приводит к образованию NET [33]. Пока-
зано также, что обработка клеток FMLP (4 ч, 30 нM)

действует как потенциальный индуктор образо-
вания NET [34].

Нами установлено, что дегенеративные изме-
нения в стимулированных FMLP нейтрофилах
согласуются с данными о способности FMLP ин-
дуцировать образование NET. Изменения, вклю-
чающие экспансию ядерных компонентов и набу-
хание хроматина с последующей дезинтеграцией
ядерной оболочки, смешиванием ядерного со-
держимого с белками цитоплазматических гра-
нул и разрушением ядерной и цитоплазматических
мембран, характерны для NET-ассоциированной
дегенерации нейтрофилов [4, 35]. Некоторые ха-
рактеристики нейтрофилов, ассоциированные с
образованием NET, включают деконденсацию
ядер, утрату ядерной лобуляции и высвобожде-
ние тонких филаментов [36]. В нашей работе
морфологические изменения нейтрофилов бы-
ли ассоциированы с образованием NET. Однако
набухание цитоплазмы, наряду с правильной ло-
кализацией ядра и разрушением плазматической
мембраны, наблюдаемые в нейтрофилах с при-
знаками дегенерации, считаются также призна-
ками некроза. Поскольку сообщалось, что FMLP
индуцирует в нейтрофилах некротические повре-
ждения [37], дегенеративные изменения в них
могут быть результатом некроза. Таким образом,
понять точный механизм дегенеративных изме-
нений нейтрофилов, индуцированных FMLP, и
их связь с NETозом или некрозом позволят даль-
нейшие эксперименты.

Предполагается, что присутствие вкДНК мож-
но рассматривать как прогностический признак
патологий, ассоциированных с NET [38]. Описа-
но использование повышенного уровня вкДНК в
сыворотке в качестве маркера образования NET –
прогностического маркера некротизирующего
энтероколита (NEC) у мышей и человека [39].
Повышенный уровень вкДНК предложено считать
предиктивным маркером NETоза и воспаления
при сахарном диабете типа 2 [40]. Описано суще-
ствование тесной ассоциации между отложением
NET и повышенным уровнем вкДНК при различ-
ных заболеваниях, включая ревматоидный артрит,
системную красную волчанку, связанное с трансфу-
зией острое повреждение легкого и рак [38, 41–44].
Присутствие окисленной вкДНК выявлено при
разных воспалительных состояниях, что указыва-
ет на участие опосредуемого ROS окислительного
стресса в воспалительном потенциале ДНК, вы-
свобожденной из клеток с признаками дегенера-
ции [45–47]. Более того, митохондриальное про-
исхождение вкДНК считается потенциальной
причиной воспалительного эффекта [48, 49]. На-
ми показано значительное увеличение доли
вкДНК, высвобождаемой нейтрофилами, стиму-
лированными FMLP, по сравнению с необрабо-
танными. Несмотря на это, индуцированные
ROS изменения морфологии нейтрофилов, обра-
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ботанных FMLP, также могут быть причиной вы-
свобождения вкДНК. С другой стороны, циркули-
рующая вкДНК может происходить и из клеток,
погибших в результате некроза [20]. Учитывая это,
нельзя считать NET единственным источником
вкДНК в наших образцах, стимулированных FMLP.
Таким образом, обнаруженные нами дегенера-
тивные изменения нейтрофилов, индуцирован-
ные FMLP, могут быть связаны с некрозом или
образованием NET.

Взаимодействие циркулирующих нейтрофи-
лов с другими белыми клетками крови, красными
клетками крови и тромбоцитами вносит вклад в
их физиологию [13, 14, 50]. Взаимодействие тром-
боцитов с нейтрофилами зависит от связывания
Р-селектина на поверхности тромбоцитов с глико-
протеиновым лигандом 1 Р-селектина (PSGL-1) на
нейтрофилах [8, 51]. В нескольких исследованиях
показано, что активированные тромбоциты ин-
дуцируют образование NET при воспалительных
болезнях и тромбозе [9, 10, 52]. Однако влияние по-
коящихся тромбоцитов на индуцируемую FMLP
дегенерацию нейтрофилов не изучено. Интерес-
но, что наши результаты показали ингибирова-
ние опосредуемой FMLP дегенерации в присут-
ствии покоящихся тромбоцитов в препаратах WB.
Эти данные подтвердили также полученные ра-
нее результаты, согласно которым образование
ROS нейтрофилами, стимулированными FMLP,
ингибируется в присутствии покоящихся тром-
боцитов in vitro [53]. Учитывая это, мы отделили
обогащенную тромбоцитами плазму из цельной
крови и получили WBP-препараты, которые не
содержат тромбоциты. В WBP-препаратах ней-
трофилов, стимулированных FMLP, обнаружено
увеличение доли дегенеративных нейтрофилов.
Поэтому мы можем утверждать, что присутствие
покоящихся тромбоцитов ингибирует связанное
с FMLP повреждение нейтрофилов in vitro. Одна-
ко точный механизм опосредуемой тромбоцита-
ми супрессии дегенерации нейтрофилов еще
предстоит определить.

Роль Ca2+-сигналов и изменений цитоплазма-
тической концентрации Ca2+ в ходе стимуляции и
миграции нейтрофилов хорошо известна [54]. По-
казано, что FMLP вызывает увеличение концен-
трации Ca2+ в цитоплазме и митохондриях [55]. Не-
давно обнаружено участие Ca2+-чувствительных
рецепторов в стимулированных FMLP нейтро-
филах [56]. Опосредуемое IP3 высвобождение
Ca2+ из эндоплазматического ретикулума увели-
чивает концентрацию Ca2+ в цитозоле [26], часть
которого захватывается также митохондриями
через MCU. Вследствие этого индуцируемый
Ca2+ метаболизм ведет к продукции митохондри-
ями ROS, которые активируют протеинкиназу С.
Активация протеинкиназы C может, в свою оче-
редь, запускать окисление NADPH, вызывающее

окислительный взрыв и активацию нейтрофилов
при разных иммунных ответах [14, 29, 56, 57].
MCU – недавно открытый белок внутренней
мембраны митохондрий, который регулирует го-
меостаз Ca2+ [58]. Обнаружено, что MCU играет
значительную роль в хемотаксисе и поляризации
нейтрофилов путем модуляции полимеризации
F-актина и расщепления митохондрий [16]. Од-
нако вклад MCU в некроз нейтрофилов или в
NET-ассоциированную дегенерацию остается
неизученным. Мы использовали MTX, новый
блокатор MCU, для изучения роли MCU в опо-
средованной FMLP дегенерации нейтрофилов.
Нами показано, что предварительная обработка
нейтрофилов MTX снижает стимулируемую FM-
LP дегенерацию клеток. Поскольку известно, что
FMLP индуцирует образование ROS в нейтрофи-
лах [59], можно предположить, что дегенератив-
ные изменения, выявленные в нашей работе,
могут быть следствием индуцируемой FMLP ак-
тивации NOX через открытие канала MCU, за-
пускаемого опосредуемым IP3 избытком Ca2+.

Способность МТХ подавлять индукцию по-
вреждений в стимулированных FMLP нейтро-
филах подтверждена также количественным
определением вкДНК, которая высвобождается
в условиях окислительного стресса, вызванного
избытком Ca2+ в митохондриях и увеличенной
продукцией ROS. Поэтому ингибирование ми-
тохондриального Ca2+ MTX ведет к значительному
снижению концентрации вкДНК по сравнению с
необработанными нейтрофилами. Эти результа-
ты указывают на ключевую роль MCU в индук-
ции дегенеративных изменений в нейтрофилах
человека, стимулированных FMLP. В дополне-
ние к MTX мы проверили также действие мет-
формина (противодиабетическое средство, сни-
жающее формирование NET) на клетки, стиму-
лированные FMLP. Сообщалось, что метформин
подавляет дегенеративные изменения нейтрофи-
лов, ассоциированные с NET через ингибирова-
ние комплекса I [60, 61]. Интересно, что мы также
наблюдали заметное снижение морфологических
изменений и высвобождения вкДНК нейтрофи-
лами, стимулированными FMLP, при обработке
метформином. Мы предполагаем, что ингибиро-
вание метформином комплекса I, который явля-
ется местом продукции ROS в митохондриях, мо-
жет снижать негативное действие FMLP, сдержи-
вая образование ROS в нейтрофилах.

Таким образом, полученные нами результаты
подтверждают способность FMLP индуцировать
дегенеративные изменения в нейтрофилах на са-
мых ранних стадиях стимуляции. Изменения, ин-
дуцируемые FMLP, напоминают ответ нейтрофи-
лов на высвобождение NET. Однако существует
также возможность некротических поврежде-
ний нейтрофилов, вызыванных FMLP. WBP, ис-
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пользованные в нашей работе, могут обеспечи-
вать условия, сходные с условиями, окружаю-
щими нейтрофилы в организме, пригодные для
изучения сложных механизмов дегенеративных
процессов. Полученные нами результаты под-
черкивают важный вклад покоящихся тромбо-
цитов в опосредуемое FMLP повреждение ней-
трофилов. Эти результаты могут способствовать
пониманию аномальных повреждений нейтро-
филов, индуцированных инфекцией, способной
провоцировать развитие тяжелых воспалитель-
ных заболеваний. Наши данные свидетельствуют
в пользу представлений о том, что MCU вносит
вклад в опосредуемое FMLP повреждение ней-
трофилов, которое может быть ассоциировано с
образованием NET или некрозом. Поэтому инги-
бирование MCU может служить потенциальной
терапевтической мишенью при болезнях, ассоци-
ированных с обширными повреждениями ней-
трофилов.

Авторы признательны всем донорам крови за
участие в этом исследовании.

К участию в исследовании были привлечены
здоровые взрослые доноры, от каждого из кото-
рых получено письменное информированное со-
гласие. Экспериментальные исследования одоб-
рены Этическим комитетом института в соответ-
ствии с Хельсинкской декларацией 1964 г.

Финансирование этого исследования было
предоставлено URF Quaid-i-Azam University, Ис-
ламабад, Пакистан.
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MITOXANTRONE INHIBITS FMLP-INDUCED DEGENERATIVE CHANGES
IN HUMAN NEUTROPHILS

S. G. Ali1, D. Shehwar1, and M. R. Alam1, *
1Department of Biochemistry, Quaid-i-Azam University, Islamabad, 45320 Pakistan

*e-mail: mralam@qau.edu.pk

Neutrophils fight with invading pathogens through various mechanisms including degranulation, phagocy-
tosis, and the release of neutrophil extracellular traps (NETs). This study aimed to determine the impact of a
synthetic formyl-peptide (FMLP) on human neutrophils in vitro and to determine the role of mitoxantrone
(MTX), a pharmacological blocker of mitochondrial Ca2+ Uniporter (MCU), on FMLP-induced alter-
ations. Isolated neutrophils and a whole-blood preparation of neutrophils were pre-treated with MTX and
then stimulated with FMLP. Field’s stained smears and brightfield microscopy was employed for morpho-
logical characterization and quantification of neutrophils. The release of cell-free DNA (cfDNA) was also
measured for determining neutrophil damage. Our data demonstrated degenerative changes in neutrophils
and a greater cfDNA release upon stimulation with FMLP which was negatively associated with the presence
of platelets in whole blood preparation. Interestingly, MTX pre-treatment significantly reduced FMLP-trig-
gered neutrophil damage and cfDNA release. Metformin, a known inhibitor of NETs formation, also de-
creased the FMLP-induced changes in neutrophils. In addition to confirming the degenerative potential of
FMLP, this study reveals a novel contribution of MCU in regulating FMLP-induced morphological alter-
ation in human neutrophils.

Keywords: whole blood preparation, neutrophil degeneration, neutrophil extracellular traps (NETs),
N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (FMLP), mitochondrial Ca2+uniporter, mitoxantrone
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АННЕКСИН A8 РЕГУЛИРУЕТ ПРОЛИФЕРАЦИЮ КЛЕТОК 
НЕМЕЛКОКЛЕТОЧНОГО РАКА ЛЕГКОГО ЧЕЛОВЕКА ЛИНИИ A549

ЗА СЧЕТ РЕГУЛЯЦИИ СИГНАЛЬНОГО ПУТИ EGFR-Akt-mTOR1
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Аннексин A8 (ANXA8), входящий в состав семейства аннексинов, участвует в регуляции многих
процессов в раковых клетках, включая пролиферацию, метастазирование и воспаление. Однако
роль ANXA8 в развитии рака легкого в настоящее время недостаточно изучена. Ранее по данным
транскриптомного анализа мы установили пониженную экспрессию мРНК ANXA8 при обработке
клеток немелкоклеточного рака легкого человека линии A549 аналогом куркумина (MHMD). Те-
перь, используя количественную ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) и иммуноблотинг, мы
продолжили исследование экспрессии ANXA8 в клетках A549 и сравнили ее с экспрессией в клетках
нормального легочного эпителия человека (линия BE-AS-2B). Индукция сверхэкспрессии ANXA8 с
помощью плазмиды pEGFP-ANXA8 способствовала пролиферации и миграции клеток A549. Более
того, в клетках со сверхэкспрессией ANXA8 зарегистрировано повышенное содержание циклина E1 ‒
белка клеточного цикла. Нокдаун ANXA8 с помощью РНК-интерференции приводил к снижению
жизнеспособности клеток A549 и ограничению их миграционной подвижности. Экспрессия основ-
ных участников сигнального пути рецептора эпидермального фактора роста (EGFR), таких как PI3K,
Akt, mTOR, p70S6K и 4EBP1, также изменялась при нокдауне или сверхэкспрессии ANXA8 в клетках
A549, что подтверждает участие ANXA8 в активации сигнального пути EGFR/Akt/mTOR. Результа-
ты проведенного исследования дают основания для дальнейшего изучения функциональной роли
ANXA8 в развитии рака легкого.

Ключевые слова: аннексин A8, немелкоклеточный рак легкого человека, пролиферация, метастази-
рование, EGFR
DOI: 10.31857/S0026898421050116

Аннексины представляют собой семейство бел-
ков, вовлеченных в транспорт везикул, пролифера-
цию клеток, апоптоз и другие клеточные процессы
[1]. Суперсемейство аннексинов позвоночных со-
стоит из 12 высокогомологичных белков, вовле-
ченных в регуляцию множества физиологических
и патофизиологических процессов. Ранее проде-
монстрирован вклад некоторых аннексинов в
пролиферацию, инвазию и метастазирование
различных видов злокачественых опухолей. На-
пример, Sun и др. [2] обнаружили, что аннексин
А10 (ANXA10) способствует эпителиально-ме-
зенхимальному переходу и метастазированию вне-
печеночной холангиокарциномы за счет актива-
ции сигнального пути PLA2G4A/PGE2/STAT3.
Также повышенная экспрессия ANXA2 оказывала

влияние на пролиферацию, инвазию и миграцию
клеток колоректального рака за счет активации
STAT3 [3], тогда как подавление экспрессии
ANXA2 блокировало пролиферацию и метастази-
рование гепатомы [4]. Lima и др. [5] установили,
что ANXA1, который регулируется глюкокортико-
идами и обладает противовоспалительным дей-
ствием, по-видимому, является основной мише-
нью лекарств, индуцирующих образование cAMP и
cAMP-миметиков. Недавно показано, что ANXA1
может быть геном-мишенью гонадолиберина в
гонадотропных клетках LβT2 [6]. О разнообразии
функциональных свойств аннексинов можно су-
дить и по активными исследованиям ANXA6 и
ANXA7 [7‒9].

ANXA8, будучи важным членом семейства ан-
нексинов, оказывает влияние на несколько внут-
риклеточных сигнальных путей. Так, Jiang и др.1 Статья представлена авторами на английском языке.

УДК 57.052:57.085.23

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ
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[10] обнаружили, что ANXA8 регулирует гомео-
стаз эндометрия свиней через сигнальный путь
Akt. Он также регулирует фенотип клеток пигмент-
ного эпителия сетчатки [11], а Heitzig и др. [12] под-
твердили, что ANXA8 способствует VEGF-A-инду-
цируемому разрастанию кровеносных сосудов в
эндотелиальных клетках. Ряд авторов указывает
на возможность использования ANXA8 как про-
гностического маркера при развитии рака яични-
ков [13] и метастазировании плоскоклеточного
рака полости рта в лимфатические узлы [14]. Так-
же обнаружена эктопическая экспрессия ANXA8
при раке поджелудочной железы [15].

Ранее в исследованиях, посвященных влиянию
синтетического аналога куркумина (MHDM) на
транскриптом клеток немелкоклеточного рака лег-
кого человека линии A549, мы обнаружили, что об-
работка MHDM индуцировала апоптоз клеток
A549 и снижение экспрессии гена ANXA8 [16, 17].
Однако детально роль ANXA8 в регуляции деления
и миграции клеток A549 мы не исследовали. Те-
перь мы подтвердили разницу в экспрессии
ANXA8 между клетками A549 и клетками нормаль-
ного человеческого эпителия линии BE-AS-2B.
Кроме того, используя технологии подавления
или индукции экспрессии гена ANXA8, мы изучи-
ли влияние этого аннексина на фенотип клеток
A549 (включая их жизнеспособность, скорость
миграции и содержание факторов, регулирующих
клеточный цикл).

Известно также, что ANXA8 может активиро-
вать сигнальный путь рецептора эпидермального
фактора роста (EGFR). Будучи участником се-
мейства мембранных тирозинкиназ и рецепторов
факторов роста, EGFR и его лиганды участвуют в
развитии многих видов рака, в особенности сó-
лидных опухолей [18]. В связи с этим их считают
потенциальными мишенями для онкотерапии.
Связывание лиганда с EGFR приводит к образова-
нию гомо- и гетеродимеров рецептора с последую-
щей активацией нижележащих сигнальных путей,
таких как PI3K/Akt, участвующих в пролиферации,
выживании и миграции клеток [19]. Интересно,
что ранее выявлена способность ANXA8 активиро-
вать фосфорилирование белка Akt [10]. Исходя из
этого, мы исследовали влияние сайленсинга и
сверхэкспрессии ANXA8 на активацию сигналь-
ного пути EGFR в клетках A549. Получены ре-
зультаты, на основании которых можно гово-
рить о важной роли ANXA8 в пролиферации кле-
ток A549 через активацию сигнального пути
EGFR/Akt/mTOR. Эти знания позволяют нам
приблизиться к пониманию механизма деления
клеток рака легкого, а также задуматься о прогно-
стическом и терапевтическом потенциале ANXA8.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Клеточные линии и реагенты. MHDM был лю-

безно предоставлен Dr. Gangchun Sun (College of
Chemistry and Chemical Engineering, Henan Uni-
versity of Technology, Zhengzhou, Китай) [17]. Пер-
вичные поликлональные антитела: мышиные
против ANXA8, кроличьи против Akt и фосфори-
лированного (p) Akt ‒ были приобретены у ком-
пании “Sigma Aldrich” (“Merck”, Германия); мо-
ноклональные кроличьи антитела против mTOR,
p-mTOR, EGFR, p-EGFR, PI3K и p-PI3K, а также
мышиные моноклональные антитела против
циклина Е1 и поликлональные кроличьи антите-
ла против p70S6K, p-p70S6K, 4EBP1 и p-4EBP1 ‒
у “Cell Signaling Technology, Inc.” (США). Поли-
клональные антитела к GAPDH и тубулину при-
обретены соответственно у “Proteintech Group,
Inc.” и “Abbkine Scientific Co., Ltd.” (Китай).

Фрагмент гена ANXA8 синтезирован в компа-
нии “Sangon Biotech” (Китай), а малые интерфе-
рирующие РНК (siРНК), специфичные к мРНК
ANXA8, ‒ в компании “Shanghai GenePharma”
(Китай).

Клетки линии A549 немелкоклеточного рака
легкого человека культивировали в среде RPMI-
1640 (“Gibco”, “Thermo Fisher Scientific”, США) с
добавлением 10% фетальной сыворотки крупного
рогатого скота (FBS; “Zhengjiang Tianhang Bio-
technology”, Китай). Клетки линии BE-AS-2B
нормального бронхиального эпителия человека
культивировали в среде DMEM (“Beijing Solarbio
Science and Technology”, Китай). Все клетки куль-
тивировали при 37°C в инкубаторе с 5% CO2.

Конструирование рекомбинантных плазмид и
трансфекция. Рекомбинантный эукариотический
вектор pEGFP-ANXA8 сконструирован путем
клонирования в векторе pEGFP-N3 (“Clontech
Laboratories, Inc.”, США) полной открытой рам-
ки считывания ANXA8, используя соответствую-
щие праймеры (прямой 5'-GGCTCGAGAGATG-
GCCTG-3' и обратный 5'-TCGAATTCTCTGGG-
GTCGC-3') согласно стандартному протоколу.
ПЦР ставили по следующей программе: изначаль-
ное плавление 94°C в течение 5 мин, затем 35 цик-
лов: 30 с при 94°C, 30 с при 57°C и 30 с при 72°C; в
завершение проводили элонгацию при 72°C в те-
чение 7 мин. Продукты ПЦР анализировали с по-
мощью электрофореза в агарозном геле и визуа-
лизировали с помощью бромистого этидия.
Плазмиду pEGFP-ANXA8 и siРНК к ANXA8 вво-
дили в клетки A549 с помощью Lipofectamine 2000
(“Thermo Fisher Scientific”) согласно протоколу
производителя.

MTT-тест. После трансфекции плазмидой
pEGFP-ANXA8 или siРНК клетки линии A549
снимали с помощью трипсина и рассаживали в
96-луночные планшеты для анализа жизнеспо-
собности с помощью MTT-теста. Вкратце, 20 мкл



872

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 55  № 5  2021

ZHOU и др.

MTT (5 мг/мл, “GEN-VIEW Scientific Inc.”, Ки-
тай) добавляли к клеткам и инкубировали в тем-
ноте 4 ч при 37°C. Далее культуральную среду пол-
ностью удаляли и добавляли к клеткам 100 мкл
DMSO. Оптическую плотность при 490 нм изме-
ряли на планшетном ридере (“BioTek Instru-
ments”, США). Выживаемость клеток считали по
следующей формуле: Жизнеспособность (%) =
= [A490(образца)/A490(контроля)] × 100 (n = 5).

Количественная ПЦР с обратной транскрипцией
(ОТ-ПЦР). Тотальную РНК из клеток A549,
трансфицированных плазмидой pEGFP-ANXA8,
и контрольных клеток выделяли по протоколу
производителя (“Sigma-Aldrich”). После получе-
ния кДНК на основе выделенной РНК (“Vazyme
Biotech”, Китай) проводили количественную
ПЦР (“Bio-Rad Laboratories”, США), используя
праймеры на ген ANXA8 (прямой праймер: 5'-TG-
GGACCCTGATAAGAAACAT-3', обратный прай-
мер: 5'-TCCTGGAGACTCTGGCTTCAT-3') по
следующей программе: 95°C в течение 5 мин, да-
лее 40 циклов: 30 с при 95°C, 30 с при 57°C и 30 с
при 72°C. Поглощение SYBR Green I в лунках из-
меряли в конце каждого цикла. Качество ПЦР-
продуктов оценивали по кривой плавления при
температурах 60‒95°C. В качестве эндогенного
контроля использовали GAPDH (прямой прай-
мер: 5'-ACCCACTCCTCCACCTTTG-3' и обратный
праймер: 5'-CTCTTGTGCTCTTGCTGGG-3').
Уровень экспрессии гена ANXA8 считали относи-
тельно GAPDH по методу 2–ΔΔCq [20]. Образцы
анализировали в не менее чем в трех повторах.

Иммуноблотинг. Клетки собирали и лизирова-
ли для последующего выделения белка. Концен-
трацию белка определяли на микропланшетном
спектрофотометре (“BioTek Instruments”) по ме-
тоду Брэдфорда [21]. Далее белки разделяли с по-
мощью электрофореза в SDS-ПААГ и переносили
на PVDF-мембрану (“Sangon Biotech”). Сначала
мембраны инкубировали с первичными антитела-
ми, описанными выше. После трехкратной про-
мывки в буфере TBS: 0.05 М Трис-HCl (pH 7.6),
0.15 M NaCl ‒ с добавлением Tween 20 (TBST)
мембраны инкубировали со вторичными антите-
лами: козьими антикроличьими (“Beijing Solarbio
Science & Technology Co., Ltd.”, Китай) или анти-
мышиными (“Abbkine Scientific Co., Ltd.”), ‒
конъюгированными с пероксидазой хрена, и за-
тем проявляли с использованием набора En-
hanced Chemiluminescence Substrate kit (“Sangon
Biotech”). Для денситометрического анализа им-
муноблотинга использовали программу ImageJ
(1.44p) (https://imagej.nih.gov/ij/).

Иммунофлуоресцентный анализ. Клетки A549 и
BE-AS-2B высевали на 6-луночные планшеты
(3 × 105 клеток/лунка). Клетки A549 обрабатыва-
ли MHDM (4 мкМ) в течение 48 ч. После фикса-
ции 4%-ным параформальдегидом в течение

10 мин при комнатной температуре клетки инку-
бировали с антителами к ANXA8 в течение 18 ч
при 4°C. После трехкратной отмывки с помощью
TBST клетки инкубировали со вторичными анти-
телами, конъюгированными с FITC, в течение
4 ч. Ядра клеток окрашивали Hoechst 33 342 в те-
чение 15 мин. После тщательной отмывки с TBST
клетки помещали в 50%-ный раствор глицерина
в PBS и анализировали на флуоресцентном мик-
роскопе Nikon TE2000-U (“Nikon Corporation”,
Япония).

Анализ миграции клеток. После трансфекции
клеток A549 в 6-луночном планшете плазмидой
pEGFP-ANXA8 (600 нг/лунка) или siРНК к
мРНК ANXA8 их высевали в верхнюю камеру си-
стемы Cepeda Transwell (“Corning”, США) и оце-
нивали скорость миграции в нижнюю камеру со
средой, содержащей 10% FBS. Через 24 и 48 ч ка-
меры извлекали, среду из лунок верхней камеры
удаляли и дважды промывали клетки PBS, после
чего их фиксировали метанолом в течение 30 мин.
В это время нижнюю камеру высушивали при
комнатной температуре. Далее в лунки добавляли
600 мкл 0.1%-ного раствора кристаллического
фиолетового на 15 мин, после чего планшет про-
мывали и оценивали миграцию клеток с помо-
щью микроскопа Nikon Eclipse TS100 (“Nikon
Corporation”).

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку данных проводили с помощью теста Данне-
та (n ≥ 3) и представляли в виде среднего ± стан-
дартная ошибка среднего (SEM). Анализ прово-
дили с помощью программы IBM SPSS Statistics
22 (“IBM Corp.”). Значения *P < 0.05, **P < 0.01 и
***P < 0.001 отражают степень статистически до-
стоверных различий.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изучение экспрессии ANXA8 в клетках A549

Ранее на основании данных транскриптомно-
го анализа нами был сделан вывод о повышенной
экспрессии ANXA8 в клетках A549, обработанных
MHMD, по сравнению с контрольными клетка-
ми [17]. По результатам проведенного нами те-
перь количественного анализа методом ПЦР в
реальном времени содержание мРНК ANXA8 в
клетках A549 оказалось в 60 раз больше, чем в
клетках линии BE-AS-2B нормального легкого
(рис. 1a), тогда как обработка MHMD (4 мкМ) че-
рез 48 ч приводила к снижению экспрессии гена
ANXA8 в клетках A549. В этой группе уровень экс-
прессии был всего в три раза выше по сравнению
с клетками BE-AS-2B. Более того, по данным им-
муноблотинга содержание белка ANXA8 было
также значительно выше в клетках A549 по срав-
нению с клетками BE-AS-2B (рис. 1б). По резуль-
татам иммунофлуоресцентного анализа, после
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инкубации с MHDM в клетках A549 снижался
флуоресцентный сигнал от ANXA8 (рис. 1в), что
вполне соответствовало данным транскриптомно-
го анализа. Учитывая предыдущие исследования, в
которых показана способность MHMD блокиро-
вать пролиферацию клеток A549 [16], мы предпо-
ложили, что ингибирующий эффект MHDM на
деление раковых клеток может быть связан со сни-
жением уровня экспрессии ANXA8.

Биологический эффект сверхэкспрессии ANXA8 
на клетки A549

Эффективность сверхэкспрессии ANXA8 при
трансфекции клеток A549 плазмидой pEGFP-

ANXA8 подтверждена с помощью иммунофлуо-
ресцентного анализа. В монослое клеток A549 на-
блюдали большое число зеленых, ANXA8-пози-
тивных, сигналов (рис. 2а). Эффективность транс-
фекции составила 70% ‒ уровень, достаточный
для проведения анализа. Экспрессию гена ANXA8
оценивали количественной ОТ-ПЦР. По сравне-
нию с контрольными клетками для транфициро-
ванных клеток выявлена повышенная экспрессия
ANXA8 в течение 24 ч, с пиком через 21 ч (рис. 2б).
Кроме того, выделенные из клеток, трансфици-
рованных плазмидой pEGFP-ANXA8, белки про-
анализировали методом иммуноблотинга и под-
твердили в них избыточную экспрессию белка
ANXA8 (рис. 2в).

Рис. 1. Экспрессия ANXA8. а ‒ Анализ экспрессии гена ANXA8 в нормальных клетках легкого (BE-AS-2B) по сравне-
нию с раковыми клетками линии A549 в присутствии MHDM (4 мкМ) или без него. Наибольший уровень экспрессии
наблюдался в клетках A549. б ‒ Анализ содержания белка ANXA8 в вышеуказанных культурах клеток методом имму-
ноблотинга (вверху). Выявлен достоверно повышенный уровень ANXA8 в клетках линии A549 по сравнению с обра-
ботанными MHDM и клетками BE-AS-2B (внизу). в ‒ Иммунофлуоресцентный анализ клеток A549 обработанных
(MHDM) и не обработанных (К) MHDM. Число позитивных сигналов снижено в MHDM-обработанных клетках.
*P < 0.05, ***P < 0.001.
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Далее мы приступили к исследованию влия-
ния избыточной экспрессии ANXA8 на биологи-
ческие процессы в клетках линии A549. По ре-
зультатам MTT-теста выявлена повышенная вы-
живаемость трансфицированных pEGFP-ANXA8
клеток по сравнению с контролем (рис. 3а), из че-
го можно предположить, что сверхэкспрессия
ANXA8 усиливает пролиферацию клеток A549. С
целью оценить влияние сверхэкспрессии ANXA8 на
миграционную активность клеток A549 мы провели
эксперимент с использованием системы Transwell.
Установлено, что скорость миграции трансфици-
рованных клеток повышена относительно кон-
трольных (рис. 3б), так что сверхэкспрессия
ANXA8 усиливает миграцию раковых клеток.

Исследовано влияние сверхэкспрессии ANXA8
на состояние клеточного цикла. Нарушения в
клеточном цикле характерны для многих видов
злокачественных опухолей и считаются важным
маркером развития опухоли. Наиболее часто в ра-
ковых клетках регистрируют повышенные уров-
ни циклинов D1 и E1. Мы обнаружили неболь-
шое повышение уровня экспрессии циклина E1 в
клетках линии A549, трансфицированных плазми-
дой pEGFP-ANXA8, по сравнению с трансфициро-
ванными контрольной плазмидой pEGFP-N3
(рис. 3в, г). По-видимому, ANXA8 может быть во-
влечен в развитие немелкоклеточного рака лег-
кого.

Нокдаун ANXA8 приводит к снижению 
пролиферации и миграции клеток A549

Убедившись, что сверхэкспрессия ANXA8 ин-
дуцирует пролиферацию и миграцию клеток ли-
нии A549, мы проанализировали влияние сайлен-
синга экспрессии ANXA8 на эти же клетки. Четы-
ре siРНК (A1, A2, A3 и A4), специфичных к мРНК
ANXA8, были сконструированы, синтезированы
и использованы для трансфекции клеток линии
A549 (рис. 4а). Из трансфицированных клеток
выделили тотальную РНК и белки, проанализи-
ровали экспрессию мРНК и белка ANXA8. По ре-
зультатам количественной ОТ-ПЦР A1 и A2 ока-
зывали наибольший интерферирующий эффект
на мРНК ANXA8 (рис. 4б), а на основании имму-
ноблотинга последовательность A2 была выбрана
как наиболее оптимальная для подавления экс-
прессии ANXA8 в клетках линии A549 (рис. 4в)
при сравнении с другими тремя siРНК.

Через 48 ч после успешной трансфекции кле-
ток A549 (рис. 5а) проведен МТТ-тест и выявлено
понижение жизнеспособности клеток, трансфи-
цированных siРНК А2, на 40% по сравнению с
контрольной группой (рис. 5б). По-видимому,
сайленсинг ANXA8 до определенной степени по-
давляет пролиферацию клеток A549. Также, ис-
пользуя систему Transwell, мы проанализировали
влияние siРНК А2 на способность клеток А549 к
миграции и выявили снижение скорости мигра-

Рис. 2. Сверхэкспрессия белка ANXA8 в клетках линии A549, трансфицированных плазмидой pEGFP-ANXA8. а ‒
Иммунофлуоресцентное окрашивание клеток на белок ANXA8 (pEGFP-N3 – контрольная плазмида). б ‒ Экспрес-
сию гена ANXA8 в течение 24 ч после трансфекции клеток А549 оценивали по уровню мРНК ANXA8 методом количе-
ственной ОТ-ПЦР. в ‒ Иммуноблотинг и полуколичественный анализ белка ANXA8 в препаратах трансфицирован-
ных клеток в указанных временных точках. *P < 0.05, **P < 0.01.
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ции трансфицированных клеток (рис. 5в). Таким
образом, показано, что сайленсинг ANXA8 инги-
бирует миграцию клеток линии A549.

Влияние экспрессии ANXA8 на активацию 
сигнального пути EGFR

Ранее сообщалось о ключевой роли сигнально-
го пути EGFR в поддержании неконтролируемого
деления раковых клеток и прогрессии злокаче-
ственных опухолей [22]. Основываясь на обнару-
женных нами эффектах ANXA8 на пролиферацию
клеток линии A549, мы проверили возможную вза-
имосвязь между белком ANXA8 и сигнальным пу-
тем EGFR. Выявлено, что через 24 и 48 ч после
трансфекции siРНК к ANXA8 в клетках линии
A549 снижен уровень как EGFR, так и фосфори-
лирования нижележащих по сигнальному пути
факторов: PI3K, Akt, mTOR, 4EBP1 и p70S6K
(рис. 6). Кроме того, через 18, 21 и 24 ч после
трансфекции клеток A549 проанализировано со-

держание ключевых белков сигнального пути
EGFR. Установлено, что содержание EGFR, Akt
и mTOR повышено в клетках А549, трансфициро-
ванных pEGFP-ANXA8 (рис. 6а, в), но не siРНК
А2 к ANXA8 (рис. 6а, б), что подтверждает регуля-
торную роль ANXA8 в активации сигнального пу-
ти EGFR/Akt/mTOR в клетках линии A549.

Кроме того, мы оценили экспрессию факторов
нижележащего каскада сигнального пути mTOR
(p70S6K и 4EBP1) в клетках, трансфицированных
siРНК или плазмидой pEGFP-ANXA8. Установ-
лено, что сайленсинг ANXA8 индуцировал сниже-
ние уровня фосфорилированных форм p-p70S6K
и p-4EBP1 (рис. 7а, б), тогда как при сверхэкс-
прессии ANXA8 их уровень повышался (рис. 7а, в),
но не в трансфицированных siРНК А2 клетках.
Таким образом, ANXA8, по-видимому, участвует
в регуляции сигнального пути mTOR/p70S6K/
4EBP1 в клетках линии А549 и может быть вовле-
чен в пролиферацию этих клеток.

Рис. 3. Влияние трансфекции клеток линии A549 плазмидой pEGFP-ANXA8 на их пролиферацию и миграцию. В ка-
честве контроля использовали вектор pEGFP-N3. а ‒ Анализ выживаемости клеток в указанные временные точки с
помощью МТТ-теста. У pEGFP-ANXA8-трансфицированных клеток повышена жизнеспособность по сравнению с
контрольной группой. б ‒ ANXA8 повышает миграционную способность клеток A549 в тесте с использованием систе-
мы Transwell. Показаны результаты анализа вестерн-блот экспрессии циклина E1 в клетках A549, трансфицированных
pEGFP-N3 (в) или pEGFP-ANXA8 (г). Выявлено повышенное содержание циклина E1 в группе pEGFP-ANXA8.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Будучи важным членом семейства аннексинов,
ANXA8 характеризуется разным уровнем экспрес-
сии в здоровой ткани и в опухолях и участвует в
пролиферации, дифференцировке, метастазиро-
вании и лекарственной устойчивости раковых
клеток. Однако, насколько нам известно, влияние
ANXA8 на биологические процессы, вовлеченные
в развитие рака легкого, ранее не исследовались.
В этой работе мы исследовали функцию ANXA8 в
клетках линии A549 немелкоклеточного рака легко-
го человека, основываясь на ранее полученных на-
ми данных транскриптомного анализа этих клеток.
Результаты количественной ОТ-ПЦР и имму-
ноблотинга подтвердили ранее обнаруженный по-
вышенный уровень экспрессии ANXA8 в клетках
А549 по сравнению с нормальными клетками брон-
хиального эпителия [17].

Как показано в проведенном нами исследова-
нии, ANXA8 может быть вовлечен в регуляцию
пролиферации и миграции клеток А549. Сверх-
экспрессия ANXA8 в клетках А549, трансфициро-
ванных плазмидой pEGFP-ANXA8, сопровожда-
лась увеличением их скорости деления и мигра-
ции, тогда как сайленсинг ANXA8 с помощью
технологии РНК-интерференции снижал их выжи-
ваемость и миграционную активность. Эти резуль-
таты согласуются с ранее опубликованными эф-
фектами ANXA8 на клетки эндометрия свиней и
рака поджелудочной железы [10, 15]. Jiang с соавт.
[10] трансфицировали клетки эндометрия плаз-
мидой pcDNA3.1-ANXA8 и siРНК, специфичной
к мРНК ANXA8, и установили, что сверхэкспрес-
сия ANXA8 сопровождается повышением экс-
пресии ядерного антигена пролиферирующих
клеток (PCNA) и облегчает переход клеток в S-

Рис. 4. Скрининг siРНК к гену ANXA8. а ‒ Последовательности четырех siРНК к ANXA8 (А1, А2, А3 и А4), а также
скремблированной (siРНКscr), используемой в качестве контроля. б ‒ Влияние siРНК на ингибирование экспрессии
ANXA8 через 48 ч после трансфекции по результатам количественной ОТ-ПЦР. Уровень экспрессии мРНК ANXA8
нормирован на экспрессию мРНК GAPDH. Наибольший интерферирующий эффект выявлен для siРНК А1 и А2. в ‒
Иммуноблотинг и полуколичественный анализ содержания белка ANXA8 в клетках A549, трансфицированных siРНК.
Наибольший нокдаун-эффект выявлен для siРНК А2.
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Рис. 5. Влияние сайленсинга ANXA8 на пролиферацию и миграцию клеток линии A549. а ‒ Экспрессия белка ANXA8
по результатам иммуноблотинга снижена в клетках А549, трансфицированных siРНК А2 (si-ANXA8), по сравнению с
трансфицированными контрольной siРНК (siРНКscr). б ‒ Анализ жизнеспособности клеток A549 через 48 ч после
трансфекции. В клетках, трансфицированных siРНК А2 число живых клеток снижено по сравнению с трансфициро-
ванными siРНКscr и нетрансфицированными клетками (К). в ‒ Миграционную способность клеток оценивали в си-
стеме Transwell: через 24 и 48 ч после трансфекции siРНК А2 число мигрировавших в нижнюю камеру клеток значи-
тельно меньше, чем клеток, трансфицированных siРНКscr.
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Рис. 6. ANXA8 регулирует сигнальный путь EGFR/Akt/mTOR в клетках А549. Клетки трансфицировали siРНК А2 или
плазмидой pEGFP-ANXA8, после чего представленность факторов сигнального пути EGFR/Akt/mTOR анализирова-
ли иммуноблотингом (а). Статистически обработанные данные иммуноблотинга на клетках, трансфицированных
siРНК А2 (б) или плазмидой pEGFP-ANXA8 (в). В качестве внутреннего контроля использовали GAPDH.
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фазу, что может ускорять деление клеток эндо-
метрия [10]. На основании этих результатов ав-
торы предположили вовлеченность ANXA8 в ре-
гуляцию клеточного цикла в раковых клетках. По
данным проведенного нами иммуноблотинга,
трансфекция клеток A549 плазмидой pEGFP-
ANXA8 сопровождалась повышением уровня цик-
лина Е1 (одного из участников клеточного цикла).
Предполагается, что циклин E1 способствует про-
лиферации клеток A549. Но конкретную роль
ANXA8 в этом процессе еще предстоит выяснить.

Ранее Goebeler и соавт. [23] обнаружили, что
ANXA8 вовлечен в лизосомную рециркуляцию
комплекса EGFR‒лиганд, а обеднение по ANXA8
приводит к более продолжительной активации
сигнального пути EGFR на стадии связывания с
лигандом. В этом исследовании мы продолжили
изучение взаимосвязи между ANXA8 и EGFR на
примере раковых клеток линии A549. Из литера-
туры известно, что EGF индуцирует активность
множества сигнальных каскадов, включая путь
PI3K/Akt [24]. Активация PI3K происходит непо-
средственно за счет связывания с фосфорилиро-
ванными по тирозину белками семейства EGFR
[25]. Активированная PI3K может далее фосфо-
рилировать PI(4)P и PI(4,5)P2, превращая их в
PI(3,4)P2 и PI(3,4,5)P3 соответственно, которые
далее привлекают фосфоинозитидзависимую ки-
назу-1 (PDK1) и киназы семейства Akt к плазма-
тической мембране, что приводит к их актива-
ции. Такой путь передачи сигнала, инициируе-
мый PI3K, называется сигнальным путем
PI3K/PDK1/Akt. Нами проанализированы изме-
нения в этом сигнальном пути, вызванные сай-
ленсингом или сверхэкспрессией гена ANXA8, и
установлено, что ANXA8 может активировать

сигнальный путь EGFR/Akt и позитивно регули-
ровать экспрессию EGFR, PI3K и Akt в клетках
линии A549.

Белок mTOR, нижележащая в сигнальном пу-
ти PI3K/Akt серин/треониновая киназа, часто ак-
тивирован при различных видах неоплазий. Akt и
mTOR играют роль “переключателей” в раковых
клетках, контролируя клеточный цикл, что имеет
большое значение при изучении ангиогенеза в
опухолях [26]. В этом исследовании мы проана-
лизировали уровень экспрессии mTOR и регулиру-
емых этой киназой факторов: p70S6K и 4EBP1 ‒ в
клетках А549, трансфицированных siРНК к
мРНК ANXA8 или плазмидой pEGFP-ANXA8.
Выявлена зависимость активации сигнального
пути mTOR/p70S6K/4EBP1 от экспрессии ANXA8.
Фактически фосфорилирование p70S6K и 4EBP1
необходимо для рекрутирования рибосом на
мРНК на этапе инициации трансляции. Ингиби-
рование mTOR блокирует инициацию трансля-
ции и прогрессию клеточного цикла из-за сниже-
ния фосфорилирования p70S6K и 4EBP1, что
влияет на деление клеток [27]. Нами показано,
что экспрессия ANXA8 влияет на уровень фосфо-
рилирования p70S6K и 4EBP1 и тем самым на
пролиферацию и миграцию клеток линии A549.

В результате проведенного исследования по-
казано, что ANXA8 может эффективно активиро-
вать сигнальный путь EGFR/Akt/mTOR, который
в свою очередь оказывает влияние на пролифера-
цию и миграцию клеток линии A549 немелкокле-
точного рака легкого.

Работа поддержана грантами на фундамен-
тальные исследования от Хэнаньского техноло-
гического университета (the Fundamental Re-
search Funds for the Henan Provincial Colleges and

Рис. 7. Анализ содержания белков p70S6K и 4EBP1 и их фосфорилированных форм методом иммуноблотинга в зави-
симости от экспрессии гена ANXA8 в клетках A549. ANXA8 регулирует экспрессию этих двух факторов из нижележа-
щего каскада сигнального пути mTOR (а). Статистически обработанные данные иммуноблотинга на клетках, транс-
фицированных siРНК А2 (б) или плазмидой pEGFP-ANXA8 (в). В качестве внутреннего контроля использовали GAPDH.
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ANXA8 REGULATES PROLIFERATION OF HUMAN NON-SMALL LUNG 
CANCER CELLS A549 VIA EGFR-AKT-mTOR SIGNALING PATHWAY
G.-Z. Zhou1, *, Y.-H. Sun1, Y.-Y. Shi1, Q. Zhang2, L. Zhang1, L.-Q. Cui1, and G.-C. Sun3
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Annexin A8 (ANXA8) is a member of the annexin family, which had been reported to regulate multiple cancer
cellular processes including proliferation, metastasis and inflammation. However, the specific role of
ANXA8 in lung cancer cell biology remains unknown. Our previous transcriptome study revealed that
ANXA8 mRNA was downregulated in curcumin analog (MHMD)-treated human non-small lung cancer
cells (A549 cell line). Here, we continued to study the ANXA8 expression in A549 cells using reverse tran-
scription-quantitative PCR and Western blotting, compared with that in human normal bronchial epithelium
cells (BE-AS-2B cell line). Overexpression of ANXA8 via transfection of pEGFP-ANXA8 recombinant vec-
tor contributed to the proliferation and migration of A549 cells. Moreover, the cell cycle protein cyclin E1 was
upregulated in ANXA8-transfected A549 cells. Knockdown of ANXA8 using an RNA interference technique
decreased A549 cell viability and restrained their migration in vitro. The expression levels of multiple cellular
factors, including EGFR, PI3K, Akt, mTOR, p70S6K and 4EBP1, in the epidermal growth factor receptor
(EGFR) signaling pathway were also altered by ANXA8 knockdown or overexpression in A549 cells, which
confirmed the activation of the EGFR/Akt/mTOR signaling pathway by ANXA8. The present results provid-
ed evidence to support further investigation of the functional identification of ANXA8 in lung cancer cells in
the future.

Keywords: annexin A8, human non-small lung cancer cells, proliferation, metastasis, EGFR


